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Introduction

Chez 'lhomme l'appareil digestif comporte deux groupes d’organes : les organes du
tube digestif (TD) et les organes annexes au TD. Le TD mesure 8 métres en moyenne. |l
s’étale de la cavité orale a l'anus en passant dans l'ordre par le pharynx, I'cesophage,
'estomac et l'intestin qui aboutit au rectum lequel débouche sur I'anus. L’intestin est divisé
en deux parties principales avec dans le méme ordre tout d’abord le petit intestin ou intestin
gréle (avec le duodénum, le jéjunum puis l'iléon) et ensuite le gros intestin ou célon (avec le
caecum, le cblon ascendant ou droit, le colon transverse, le colon descendant ou gauche et
enfin le célon sigmoide). La connexion entre ces deux parties se fait via la valvule iléo-
caecale de Bauhin. Parmi les organes annexes on retrouve les glandes salivaires, le foie, la
vésicule biliaire ainsi que le pancréas. Ces organes sont reliés au TD via des canaux

spécifiques.

La paroi des différents organes du TD est organisée d’'une fagon commune en cinq
couches tissulaires successives distinctes appelées « tuniques » (Figure 1). La premiére est
la muqueuse épithéliale : c’est la tunique la plus interne, celle qui borde la lumiére intestinale
ou lumen. Elle se compose d’'un épithélium digestif formé d’'une monocouche de cellules
épithéliales intestinales insérées sur une lame basale. Vient ensuite la lamina propria ou
chorion, un tissu conjonctif qui contient des follicules lymphoides et qui est riche en
vaisseaux sanguins liés a la fonction d’absorption des nutriments. La deuxiéme est la
musculaire muqueuse ou muscularis mucosae : elle est en contact avec la muqueuse
épithéliale et est constituée de fibres musculaires lisses. La troisieme est la sous-muqueuse :
elle est constituée des tissus conjonctifs et comporte également des vaisseaux sanguins et
lymphatiques et surtout le plexus nerveux de Meissner ou plexus sous-muqgueux. La
guatriéeme est la musculeuse : cette tunique comporte deux couches de muscles lisses : le
muscle circulaire interne et le muscle longitudinal externe. On trouve entre ces deux couches
le plexus nerveux d’Auerbach également appelé plexus myentérique. La cinquiéme est la
séreuse : c’est la tunique la plus externe. Elle est constituée d’un tissu conjonctif qui la rend

solidaire aux organes intra péritonéaux et a un role protecteur.
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Figure 1: Représentation schématique d’'une section transversale de lintestin gréle mettant en

évidence les ganglions nerveux en vert. Adapté de (Heanue and Pachnis 2007).

1. Notion ’UNGE

1.1. Généralités sur le SNE et TUNGE

Le TD est un organe qui de prime abord parait simple alors qu’en réalité il est
étonnamment complexe. En effet pour assurer ses fonctions d’absorption des nutriments, de
motricité et de motilité pour faire avancer le bol alimentaire de la bouche a I'anus et aussi de
protection de l'organisme face aux bactéries pathogenes et aux substances toxiques
présentes dans sa lumiére, le TD concentre en son sein une diversité cellulaire
impressionnante. Cette diversité s’exprime non seulement par la présence du microbiote
intestinal au niveau du lumen qui comporte 100 fois plus de bactéries que notre corps ne
compte de cellules mais également au sein méme des différentes tuniques de sa paroi. Afin
de former une barriére protectrice entre le milieu luminal et le milieu intérieur de I'organisme,
on retrouve dans I'épithélium des cellules nécessaires a I'absorption des nutriments (les
entérocytes), des cellules permettant le renouvellement de I'épithélium intestinal (les cellules
souches intestinales) et aussi des cellules accomplissant des taches de protection, de

régulation homéostasique et de défense de I'épithélium (respectivement les cellules
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mucosécrétantes, les cellules entéroendocrines et les cellules de Paneth). De l'autre c6té de
cette barriére, 80% des cellules immunitaires de notre corps sont présentes afin de protéger
'organisme d’éventuels débordements infectieux dans un premier temps et aussi d’éduquer
notre systéme immunitaire face au monde extérieur. Associées a cette diversité, il faut
ajouter les cellules musculaires lisses dont l'intérét n’est plus & démontrer puisque leur
organisation en deux couches permet les contractions circulaires internes de péristaltisme
(empéchant le reflux) et longitudinales externes (pour la propulsion) nécessaires au

cheminement du bol alimentaire.

L’ensemble de ces fonctions et leur coordination est si complexe qu’un systéme
nerveux entier intrinseque au TD et autonome y est dédié : le systéme nerveux entérique
(SNE). C’est une caractéristique que I'on ne retrouve dans aucun autre organe du corps
humain et qui permet en plus aux fonctions du TD d’étre contrblées méme quand celui-ci est
completement séparé du systéme nerveux central (SNC) (Bayliss and Starling 1899).
Cependant méme si ce contrdle nerveux intégré peut fonctionner de fagon autonome c’est
un systéeme qui implique des interactions entre les réflexes entériques locaux, les réflexes
qui passent par les ganglions sympathiques et les réflexes qui passent des intestins vers le
SNC. Le SNE est organisé en réseau sur toute la longueur du TD depuis le tiers inférieur
cesophagien jusqu’au rectum. Il comporte environ 200 millions de neurones (soit environ
autant que dans la moelle épiniere) et 5 fois plus de cellules gliales entériques (CGE). Il est
organisé en deux plexus : le plexus sous muqueux (PSM) ou de Meissner et le plexus
myentérique (PM) ou de Auerbach. Les plexus sont composés de ganglions nerveux
composés de neurones entériques et de CGE. Les ganglions sont interconnectés entre eux
par des fibres nerveuses formées des prolongements des neurones présents dans ces
ganglions. Des fibres nerveuses approvisionnent également les tissus effecteurs comme
I'épithélium intestinal ainsi que les muscles et les vaisseaux sanguins de la paroi intestinale.
Ainsi le PSM contrble principalement la fonction de barriere du TD tandis que le PM

intervient dans le contrble de la motricité et de la motilité digestive (Furness 2012).

La fonction sans doute la plus importante du TD est d’assurer une barriére entre le
milieu luminal et le milieu intérieur de I'organisme. Cette barriere matérialisée par I'épithélium
intestinal permet de protéger I'organisme des agressions extérieures (bactéries pathogéenes
et toxiques alimentaires) tout en permettant le passage des nutriments, de I'eau et des
électrolytes. Elle est finement régulée par le SNE et en retour elle peut également moduler
l'activité du SNE en fonction de son état. Ainsi pour assurer les fonctions du TD, un dialogue
s’installe entre les neurones entériques, les cellules gliales entériques et les cellules
épithéliales intestinales de sorte que cette triade cellulaire forme une véritable unité

fonctionnelle : I'unité neuro-glio-épithéliale intestinale (Neunlist et al. 2013).
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2. Labarriere épithéliale intestinale

2.1. Généralités

De la méme maniére que pour de nombreux organismes pluricellulaires, le corps
humain interagit avec le monde extérieur au niveau de zones appelées des interfaces. La
muqueuse des voies digestives en est une, tout comme la peau, la muqueuse des voies
respiratoires ou encore de I'appareil uro-génital. On a tendance a imaginer que la peau,
peut-étre du fait qu’elle soit la plus visible et accessible, serait l'interface couvrant la plus
grande surface. En réalité ses 1,7m? de moyenne la classe loin derriére la muqueuse des
voies respiratoires elle-méme loin derriere la muqueuse intestinale. La surface d’échange de
lintestin gréle a été estimée & 120 m? (Kararli 1995) ce qui représente un peu plus de la
moitié d’un terrain de tennis méme si les estimations varient de fagon importante selon les
études (Helander and Fandriks 2014). L’épithélium intestinal représente donc une surface
colossale qui est en contact avec le monde extérieur et avec une diversité de substances,
toxiques ou non, et de micro-organismes, pathogénes ou non, phénoménale. Le réle de
barriére que joue I'épithélium est ainsi primordial pour la protection de I'organisme. Pour
assurer sa fonction, cette barriere épithéliale intestinale (BEI) doit accomplir deux taches
paradoxales : permettre le passage des nutriments, de I'eau et des électrolytes, tout en
empéchant le passage des micro-organismes pathogenes et des substances toxiques. Cette
capacité est permise grace a [lorganisation structurelle et la compartimentation de
I'épithélium intestinal. De plus elle est hautement modulée par la composition de son micro-
environnement luminal, le microbiote intestinal, et de son micro-environnement interne, les

cellules immunitaires et les cellules du SNE (Neunlist et al. 2013).

2.2. Organisation de la BEI

La BEI est composée d’'une monocouche de cellules épithéliales intestinales (CEl),
de la lamina propria et de la musculaire muqueuse. Elle est organisée en 3 niveaux qui
permettent d’augmenter la surface des échanges: les plis circulaires transversaux ou
valvules conniventes, les villosités et les cryptes intestinales et les microvillosités de la
bordure en brosse des entérocytes (Figure 2). Dans le cblon I'épithélium comporte une
succession de cryptes alternant avec une surface plane. Les cryptes délimitent des zones de
prolifération cellulaire alors que les villosités délimitent des zones de différenciation. On peut
déterminer 3 groupes principaux de composants de la BEI : les composants extracellulaires,

les composants cellulaires et les composants moléculaires.
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Figure 2 : Schéma de l'organisation de [I'épithélium intestinal avec a gauche une coupe du TD
montrant les plis circulaires composés des villosités intestinales. Au milieu se trouve la structure d’une
villosité intestinale. A droite on observe les cellules épithéliales intestinales présentant des

microvillosités sur leur pdle apical (©2007-2011 The University of Waikato).

2.3. Composants extracellulaires de la BEI

La surface de la muqueuse épithéliale intestinale est recouverte d’un gel hydraté que
'on appelle le mucus. Il est formé par des mucines sécrétées par les cellules muco-
sécrétantes et est organisé en 2 couches. La premiere couche est superficielle et est
colonisée par des bactéries tandis que la deuxieme est plus interne, au contact des CEl.
Celle-ci est plus compacte et stable car elle est protégée par la premiére couche de
I'agitation et des forces de convections qui réegnent a la surface. Contrairement a cette
derniére, elle n’est pas colonisée par des bactéries. Les mucines forment des polyméres de
trés grande taille (supérieure a 100.10° Da) ce qui permet de donner cet aspect de « gel » au
mucus. La mucine MUC2 est la principale forme retrouvée dans les deux couches
(Johansson et al. 2011). Le mucus crée une premiere barriere empéchant les grosses
particules et la plupart des bactéries de venir au contact de I'épithélium intestinal (Johansson
et al. 2008). Il permet également de lubrifier la paroi intestinale ce qui permet de faciliter le

voyage du bol alimentaire.
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L’action du mucus dans la BEI est également renforcée par la présence de peptides
anti-microbiens et de protéines comme le lysozyme. Pour protéger I'épithélium des
agressions par des micro-organismes ce sont les cellules de Paneth qui produisent un large
choix de facteurs antimicrobiens parmi lesquels on retrouve les alpha-défensines, le
lysozyme et Reg Il (Regenerated islet-derived protein Ill) (Jones and Bevins 1992; Deckx et
al. 1967; Cash et al. 2006). Les peptides anti-microbiens interviennent également dans le
fagonnage de la composition du microbiote colonisant le mucus (Salzman et al. 2010). Ces
deux fonctions ne sont pas nécessairement incompatibles puisque un des effets positifs du
microbiote intestinal est de protéger I'héte des pathogénes a travers un mécanisme de
résistance a la colonisation. Sachant que des infections par des microbes entéropathogenes
peuvent modifier de fagon importante la composition du microbiote, I'action des peptides

anti-microbiens est la bienvenue (Clevers and Bevins 2013).

2.4. Composants cellulaires de la BEI

2.4.1. Les cellules souches épithéliales intestinales

Les CEI proviennent des cellules souches épithéliales intestinales (CSEI) situées au
fond des cryptes intestinales. Les CSEIl permettent le renouvellement de ['épithélium
intestinal selon I'axe crypte - villosité en fournissant les 4 types de CEI qui sont les cellules
absorbantes ou entérocytes, les cellules entéroendocrines, les cellules caliciformes ou

mucosécrétantes et les cellules de Paneth (Figure 3) (Sancho et al. 2003).

2.4.2. Les entérocytes

Le premier des 4 types cellulaires différenciés principaux que l'on retrouve dans
I'épithélium intestinal est celui des entérocytes (Figure 3b). Il s’agit des cellules les plus
représentées dans la BEI. Les entérocytes sont responsables de I'absorption des nutriments,
de I'eau et des électrolytes. lls sont caractérisés par la présence d’'une bordure en brosse
formée des microvillosités. Celles-ci ont un diamétre d’environ 100nm qui reste constant
parmi les entérocytes et sont ordonnées de facon tres réguliere sur le c6té apical des
entérocytes (Crawley et al. 2014). Cette bordure en brosse est un niveau supplémentaire
d’organisation de linterface entre la lumiére intestinale et le milieu intérieur qui permet
d’augmenter de fagon trés importante la surface des échanges. Ainsi des estimations basées
sur des données morphométriques suggerent que les microvillosités augmentent de 9 a 16

fois la surface de lintestin gréle (Helander and Fandriks 2014). Les microvillosités sont
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également recouvertes du glycocalyx, qui est riche en glycolipide et glycoprotéines. Celui-ci
joue un role protecteur et contient différents types de protéines comme des enzymes et des

transporteurs qui interviennent dans I'absorption des nutriments (Johansson et al. 2011).
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M Paneth cells
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[l Absorptive cells

[ Goblet cells

[l Enteroendocrine
cells

Goblet cell Enteroendocrine cell Paneth cell

Secretory cells

Crypt
~250 cells

Stem cells and Paneth
cells

} Transit-amplifying cells

Intestinal stem cell

Figure 3 : a) Répartition des différents types de CEIl dans I'épithélium intestinal. b) Les CEl : Les CSEI
donnent naissance a 4 types cellulaires différenciées : les cellules absorptives ou entérocytes, les
cellules goblet ou mucosécrétantes, les cellules entéroendocrines et les cellules de Paneth (Crosnier
et al. 2006).

2.4.3. Les cellules caliciformes

Les cellules caliciformes sont également appelées « muco-sécrétantes » ou cellules de
Goblet (Figure 3b). Elles ont une prévalence croissante dans le TD en suivant un gradient
rostro-caudal. Elles sont responsables de la production de la premiére ligne de défense de la
BEI : le mucus (Johansson et al. 2011). Les mucines constituant le mucus sont stockées
dans des granules intracellulaires que les cellules caliciformes peuvent déverser dans la
lumiere intestinale par exocytose. Des études ont montré que les souris déficientes en
MUC2 développent des colites qui peuvent méme conduire & des cancers colorectaux (Van
der Sluis et al. 2006; Velcich et al. 2002). Ces cellules jouent donc un réle particulierement

important dans le maintien de la BEI.
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2.4.4. Les cellules entéroendocrines

Les cellules entéroendrocrines représentent 1% de la population cellulaire de
I'épithélium intestinal (Figure 3b). Elles sont dispersées tout au long du TD et se retrouvent
principalement a la base des villosités ou au niveau des glandes. Elles constituent I'organe
endocrinien le plus important de [l'organisme en termes de taille. Les cellules
entéroendocrines comportent des microvillosités qui leur servent de détecteur et leur
permettent de godter le contenu luminal. En réponse aux stimuli intra-luminaux qu’elles
détectent, elles produisent et sécrétent de nombreuses hormones et molécules de
signalisation ce qui permet de différencier différents types de cellules entéroendocrines.
Parmi ces molécules on distingue la gastrine (cellules G), la ghréline (cellules P ou X), la
somatostatine (cellules D), la cholécystokinine (CCK) (cellules 1), la sérotonine (5-HT)
(cellules entérochromaffines), le peptide insulinotropiqgue dépendant du glucose (GIP ;
Glucose-dependent Insulinotropic Peptide) (cellules K), le GLP (Glucagon Like Peptide) et le
peptide YY (cellules L) (Sternini et al. 2008). Les produits de sécrétion des cellules
entéroendocrines s’accumulent dans des granules intracellulaires et sont sécrétés par
exocytose au niveau de la membrane basolatérale dans I'espace interstitiel ou ils peuvent
agir localement ou a distance en passant dans la circulation sanguine. Ainsi la CCK par
exemple est sécrétée en réponse a la prise d’'un repas. Sa libération est commandée par la
présence des produits de dégradation des lipides et des protéines. La CCK agit sur le
pancréas pour induire la sécrétion d’enzymes digestives dans la lumiére intestinale et sur la

vésicule biliaire pour induire la libération des sels biliaires (Furness et al. 1999; Mawe 1991).

2.4.5. Les cellules de Paneth

Les cellules de Paneth résident principalement a la base des cryptes de lintestin
gréle et peuvent occasionnellement étre retrouvées dans I'estomac et le cblon (Figure 3b).
Contrairement aux autres CEIl qui ont une durée de vie plutét courte (de l'ordre de 3 a 5
jours) les cellules de Paneth vivent environ 30 jours (Clevers and Bevins 2013). Leur fonction
principale est de produire, exporter et sécréter une large variété de peptides antimicrobiens.
Elles sont de véritables petites usines contenant un réticulum endoplasmique et un appareil
de Golgi particulierement développés. Les différents peptides anti-microbiens produits sont
stockés dans des granules dont 'abondance est caractéristique des cellules de Paneth. La
composition des granules peut varier en fonction des conditions qui réegnent dans la lumiére
intestinale puisque I'expression de certains peptides anti-microbiens comme Reg Il est
inductible alors que d’autres comme les alpha-défensines ou les lysozymes sont exprimés

de fagon constitutive (Bevins and Salzman 2011).
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2.5. Composants moléculaires de la BEI

2.5.1. Généralités

Comme évoqué précédemment, I'épithélium intestinal permet le passage des
nutriments, de l'eau et des électrolytes tout en empéchant le passage des bactéries
pathogénes et des substances toxiques. Les CEl permettent cette perméabilité sélective par
2 passages: la voie transcellulaire et la voie paracellulaire. La voie transcellulaire est
impliquée dans l'absorption et le transport des nutriments comme les sucres, les acides
aminés, les vitamines, les acides gras, les minéraux et les peptides. La membrane cellulaire
étant impermeéable, ce passage se fait via l'utilisation de transporteurs et de canaux localisés
sur les membranes apicales et basolatérales des CEI. La voie paracellulaire est associée au
transport des molécules dans l'espace intercellulaire qui se trouve entre les cellules
épithéliales adjacentes. Elle est régulée par le complexe jonctionnel apical qui est composé
des jonctions serrées et des jonctions adhérentes (Figure 4) (Turner 2009). Le complexe
jonctionnel est entouré d’'un anneau d’actino-myosine qui permet de réguler 'ouverture et la

fermeture de la jonction et ainsi de moduler la perméabilité paracellulaire.
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Figure 4 : Représentation schématique de l'organisation du complexe jonctionnel apical avec la

jonction serrée, la jonction adhérente et le desmosome. Tiré de (Suzuki 2013).
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2.5.2. Les jonctions serrées

Les jonctions serrées sont elles mémes des complexes protéiques localisés sur la
membrane latérale du pdle apical des CEIl. Elles sont organisées a partir d'un grand nombre
de protéines et de molécules de signalisation. On y retrouve principalement 2 protéines
transmembranaires qui sont l'occludine et les claudines (Figure 4) (Furuse et al. 1993;
Furuse et al. 1998). Les domaines extracellulaires de ces protéines interagissent avec des
protéines cytosoliques dont les principales sont les zonula-occludens (ZO), lesquelles
permettent la liaison de la jonction serrée a 'anneau d’actino-myosine. Cette interaction avec
le cytosquelette d’actine est importante car elle assure le maintien de l'intégrité de la jonction
serrée et lui permet d’assurer sa fonction régulatrice de la perméabilité paracellulaire par
contraction et tension de I'anneau d’actino-myosine. L’'activité de I'anneau d’actino-myosine
est régulée par la phosphorylation et la déphosphorylation de la MLC (Myosin Light Chain)
par la MLCK (MLC kinase) et par la kinase ROCK (Rho-associated Kinase) (Madara et al.
1987), la phosphorylation induisant la contraction et donc l'ouverture de la voie

paracellulaire.

Le premier constituant protéique transmembranaire des jonctions serrées a été
identifié en 1993 : il s'agit de I'occludine (Furuse et al. 1993). C’est une protéine d’environ
65kDa avec 4 domaines transmembranaires, 2 boucles extracellulaires et une boucle
intracellulaire. Les extrémités amino-terminale et carboxy-terminale sont orientées dans le
cytoplasme. L’extrémité carboxy-terminale permet linteraction avec les protéines ZO afin
d’établir un contact avec le cytosquelette (Suzuki 2013). L’occludine interagit également de
facon homophilique avec les cellules adjacentes pour réguler la perméabilité des
macromolécules mais pas des ions qui sont de plus petite taille. Son activité et sa
localisation subcellulaire sont régulées par des mécanismes de phosphorylation et
déphosphorylation ; la déphosphorylation de l'occludine induisant la désorganisation des

jonctions serrées (Suzuki et al. 2009).

Les claudines quant a elles sont des protéines légérement plus petites (de 20 a
27kDa). Elles comportent 2 boucles extracellulaires et une boucle intracellulaire et les
domaines amino- et carboxy-terminaux sont également cytoplasmiques. |l existe 24
isoformes de claudines dont I'expression varie selon les segments intestinaux. Les claudines
interagissent de maniere homophilique mais également hétérophilique avec les CEl
adjacentes. Ces interactions créent soit une barriére, soit des pores sélectifs pour le passage
paracellulaire de certaines molécules. L'extrémité carboxy-terminale permet I'association
avec les protéines ZO afin d’établir un contact avec le cytosquelette (Suzuki 2013). Les

claudines jouent un réle critique dans la formation des barriéres physiologiques. Des études
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ont montré que les souris claudine-1" meurent en 24h aprés la naissance & cause de fuites
importantes de fluides et d’électrolytes au niveau de la barriere épidermique (Furuse et al.
2002). De la méme maniére que pour l'occludine, la localisation et la fonction des claudines

sont régulées par leur niveau de phosphorylation.

Les protéines ZO sont également importantes dans le fonctionnement des jonctions
serrées. Il en existe 3 types avec différents poids moléculaires : ZO-1 (220kDa), ZO-2
(160kDa) et ZO-3 (130kDa). Elles jouent un réle important dans le fonctionnement des
jonctions serrées de part leur interaction avec de nombreuses protéines incluant notamment
l'occludine, les claudines et également le cytosquelette d’actine et permettent ainsi de
transmettre les effets de la contraction de I'anneau d’actino-myosine aux protéines

transmembranaires des jonctions serrées (Turner 2009).

Parmi les autres acteurs des jonctions serrées on retrouve également les protéines
JAM (Junctional Adhesion Molecule) et la tricelluline (Martin-Padura et al. 1998; Ikenouchi et
al. 2005). Les protéines JAM sont caractérisées par la présence de 2 domaines
extracellulaires et d’'un seul domaine transcellulaire. Le domaine carboxy-terminal de ces
protéines est intracellulaire et permet linteraction avec ZO-1. Le domaine amino-terminal
qguant a lui est extracellulaire et peut, dans le cas de la protéine CAR (pour Coxsackievirus
and Adenovirus Receptor, qui fait parti de la famille des JAM), interagir hétérophiliquement
avec les virus coxsackie et les adénovirus ce qui permet de limiter leur invasion (Bergelson
et al. 1997). La tricelluline est une protéine de 64kDa qui intervient dans la jonction entre
3 cellules adjacentes méme si on peut la retrouver dans des jonctions bicellulaires. Elle
comporte une boucle intracellulaire et 3 boucles extracellulaires avec ses extrémités amino-
et carboxy-terminales localisées dans le cytoplasme (Suzuki 2013). La localisation de cette
protéine lui permet de réguler le passage aussi bien des macromolécules que des ions au

niveau des jonctions tricellulaires (Ikenouchi et al. 2005).

2.5.3. Les jonctions adhérentes et les desmosomes

Les jonctions adhérentes et les desmosomes procurent une cohésion forte entre les
CEl adjacentes et donnent une résistance mécanique importante a I'épithélium intestinal. Ce
sont des zones de communication intercellulaire mais qui n’interviennent pas dans la
régulation de la perméabilité paracellulaire. Les jonctions adhérentes sont des complexes
multiprotéiques composés de la protéine transmembranaire E-cadhérine et des protéines
intracellulaires caténines a, et p120 qui permettent de relier les jonctions adhérentes aux

filaments d’actine du cytosquelette. Elles sont localisées directement sous les jonctions
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serrées et sont nécessaires a 'assemblage de ces derniéres (Capaldo and Macara 2007).
Les desmosomes sont aussi des complexes jonctionnels composés de plusieurs protéines
(notamment la desmoplakine, la desmogléine et la desmocolline) qui sont cette fois-ci
connectés aux filaments intermédiaires de kératine par interaction avec la desmoplakine
(Neunlist et al. 2013).

2.6. Homéostasie de la BEI

La BEI est une structure dynamique. Elle est continuellement renouvelée par un
processus impliquant prolifération, différenciation et migration de cellules souches issues des
cryptes. La migration des CEIl se fait selon I'axe crypte-villosité sauf pour les cellules de
Paneth qui restent au fond des cryptes (Figure 5). Lors de la migration, les cellules cessent
leur prolifération et acquiérent les fonctions différenciées que nous avons exposées
précédemment. Le renouvellement perpétuel de I‘épithélium intestinal et le maintien de son
intégrité fait intervenir un équilibre entre plusieurs cascades de signalisation : les trois voies,
Whnt/B-caténine (prolifération et maintien des cryptes), TGF-B/BMP (inhibition de Ila
prolifération et induction de la différenciation) (TGF-B : Transforming Growth Factor Beta ;
BMP : Bone Morphogenetic Protein ) et Hedgehog (prolifération, réparation, action anti-
inflammatoire) maintiennent I‘architecture des cryptes et des villosités tandis que les deux
voies, Notch (prolifération et inhibition de la différenciation) et Hippo (inhibition de la
prolifération et apoptose) contrblent le destin des CSEI (Jeon et al. 2013).

Cependant le renouvellement continuel de la surface de I'épithélium, représente un
site potentiel d’altération de la barriere car il requiert I'exfoliation des CEI en fin de vie.
Heureusement il existe un processus, bien que complexe, qui permet le maintien de la BEI
pendant I'exfoliation cellulaire (Figure 6). Ce processus nécessite un trafic membranaire qui
permet la redistribution des protéines de jonction serrées ZO-1 et occludine au niveau des
membranes latérales de la cellule qui s’exfolie. Ces protéines forment ensuite un entonnoir
autour de la cellule qui permet de préserver I'étanchéité du systéme. Les claudines ainsi que
la E-cadhérine, l'actine, la myosine Il, ROCK et la MLCK interviennent également pour
former cet entonnoir. Une activité motrice via la myosine et les microtubules ainsi que
l'activation de caspases sont requises pour linitiation de I'exfoliation (Marchiando et al.
2011).
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Figure 5: Représentation schématique des différents compartiments de prolifération et de
différentiation d’une crypte intestinale avec les voies de signalisations cellulaires impliquées. Tiré de
(Jeon et al. 2013).
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Figure 6 : Représentation schématique du processus d’exfoliation proposé adapté de (Marchiando et
al. 2011).

En dehors de ce renouvellement, il arrive que la BEI soit |ésée. Dans ce cas, des
mécanismes de réparation existent également. La réparation de la muqueuse intestinale se
fait alors en trois étapes (Figure 7). L’événement intervenant aussitét sur la blessure
néoformée dans [I'épithélium est la restitution épithéliale. Elle permet de restaurer la
continuité de la muqueuse par migration et étalement des CEIl viables en bordure de lésion
sur la matrice de I'épithélium intestinal. Ensuite viennent la prolifération et la différenciation

cellulaire (Taupin and Podolsky 2003).
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Figure 7 : Représentation schématique du mécanisme de restitution épithéliale lors de la réparation de

la BEI. (a) Lésion localisée de la BEI. (b) Détachement et mort des CEI produisant un défaut de
continuité de la BEI et une exposition directe de la matrice au contenu luminal. (c) La matrice et les
cellules adjacentes a la lésion liberent des facteurs favorisant la restitution. (d) Etalement et migration
des cellules viables entourant la zone lésée et inhibition de la mort des CEIl adjacentes. (e) La
restauration de la continuité de la BEI et de ses fonctions par le rétablissement des jonctions cellule-

cellule et cellule-matrice. D’aprés (Taupin and Podolsky 2003).

2.7. La BEI dans les pathologies digestives

De plus en plus d’études suggérent que des altérations de la BEI ont un rdle central
dans I'étiologie et la physiopathologie de nombreuses maladies digestives comme extra-
digestives avec le diabéte de type | (Vaarala 2008) ou l'autisme (de Magistris et al. 2010).
Les altérations de la BEI comprennent 'augmentation des perméabilités paracellulaire et
transcellulaire ainsi que la baisse des capacités de réparation pouvant mener a un
phénoméne d’intestin fuyant. Ces modifications sont communes en particulier dans les
pathologies inflammatoires digestives comme les maladies inflammatoires chroniques de
lintestin (MICI) et le syndrome de lintestin irritable. Dans une MICI comme la maladie de

Crohn par exemple, des augmentations de perméabilité sont observées dans les zones
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inflammées tout comme dans les zones non-inflammées (Soderholm et al. 2002). Ces
modifications peuvent également précéder les phases de rechute inflammatoire (Arnott et al.
2000). Les mémes observations sont faites chez les patients atteints de rectocolite
hémorragique (RCH) (Buning et al. 2012). Dans le cadre du syndrome de lintestin irritable
une étude montre une corrélation positive entre 'augmentation de perméabilité observée
chez les patients et I'hypersensibilité viscérale (Piche et al. 2009). Concernant la réparation
de la BEI, des capacités de réparation efficaces corrélent avec des périodes de rémission
plus longues et une diminution de la fréquence des rechutes et du besoin de chirurgie (Flynn
and Kane 2011). Ainsi il serait intéressant de développer des approches pour renforcer la
BEI en rétablissant ses fonctions de perméabilité et ses capacités de réparation.

3. Les neurones entériques

Les ganglions nerveux entérigues contiennent une vingtaine de sous-types distincts
de neurones. Ceux-ci difféerent de part leur morphologie (Figure 8), leurs fonctions, leurs
neurotransmetteurs et leurs propriétés électrophysiologiqgues (Furness 2000). De
nombreuses molécules neurotrophiques, morphogénes ainsi que des facteurs de
transcription influencent le devenir des neurones entériques (tableau 1). Cependant, les
mécanismes déterminant les sous-types de neurones entériques sont encore mal connus.
En termes de fonctionnalité on distingue cependant trois grands groupes de neurones
entériques : les neurones moteurs, les neurones afférents primaires sensitifs intrinseques et

les interneurones (Figure 9).
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Tableau 1 : particularité des sous-types neuronaux (adaptation du tableau 1 (Avetisyan et al. 2015))

Molécules Effets

RET Plus grosse perte de neurones NOS que
des autres neurones dans I'cesophage
Perte importante de neurones NOS dans

le colon

NT3 Baisse du nombre de neurones,

préférentiellement les neurones CGRP+

SOuUS mugueux

ASCL1/MASH1 Baisse du nombre de neurones ;
réduction du nombre de neurones dans
I'cesophage ; perte de neurones TC+ ;

perte de neurones 5-HT+

Diminution des neurones GABA+, DAT+
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Figure 8 : Représentation schématique des différents types de neurones entériques retrouvés dans le
SNE. (a-c) Neurones de type | uniaxonaux multidendritiques (courtes et lamellaires). (d-e) Neurones
de type Il adendritiques et pluriaxonaux. (f-g) Neurones de type Ill uniaxonaux multidendritiques voire

filamenteux. D’aprés (Timmermans et al. 1997).
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Figure 9: Représentation schématique de l'organisation des trois grands groupes de neurones

entérigues dans la paroi intestinale (Furness 2012).
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3.1. Les neurones afférents primaires intrinseques

La manifestation la plus évidente de la présence des neurones senseurs ou neurones
afférents primaires intrinséques (IPAN ; Intrinsic Primary Afferent Neuron) dans le TD est la
persistance des réflexes de motricité et de motilité de lintestin aprés la séparation des
apports nerveux extrinséques (Langley and Magnus 1904). Bien que ces observations aient
été faites au début du XXeme siécle, il a fallut attendre 1992 pour que ces neurones soient
mis en évidence (Kirchgessner et al. 1992). Les IPANs ont de multiples prolongements ce
qui leur donnent une morphologie de type Dogiel Il. lls détectent les changements chimiques
de la lumiére intestinale, les distorsions mécaniques de la muqueuse épithéliale et les
distorsions mécaniques de la musculature de la paroi intestinale. lls analysent ces
informations et transmettent leur réponse aux autres neurones du SNE pour initier une

réaction fonctionnelle du TD.

3.2. Les interneurones

Les interneurones sont responsables de l'intégration de I'information provenant des
neurones senseurs et transmettent cette information aux neurones moteurs. Il existe un type
d’interneurone ascendant et trois types d’interneurones descendants. Ces neurones ont en
commun d’exprimer I'acétylcholine (ACh) et d’étre organisés en chaine le long du TD dans le
sens oral pour les neurones ascendants et dans le sens anal pour les neurones descendants
(Figure 9). Parmi ces derniers on distingue 3 types de neurones. Le premier type de neurone
exprime également la NOS (oxyde nitrique synthase) et le peptide vasoactif intestinal (VIP)
et est impligué dans la motilité locale réflexe du TD. Le deuxiéme type exprime lui la
somatostatine et est impliqué dans la conduction du complexe moteur (myoélectrique)
migrant. Le troisieme type exprime la 5-HT et n’intervient pas directement dans les réflexes

de motilité mais plutbt dans les réflexes sécrétomoteurs.

3.3. Les neurones moteurs

On retrouve cing types de neurones moteurs : les neurones excitateurs du muscle
intestinal, les neurones inhibiteurs du muscle intestinal, les neurones sécrétomoteurs-
vasodilatateurs, les neurones sécrétomoteurs qui ne sont pas vasodilatateurs et les

neurones qui innervent les cellules endocrines de I'estomac (Furness et al. 2000).

Toutes les régions du TD regoivent une innervation motrice excitatrice et inhibitrice au
niveau du muscle longitudinal externe, du muscle circulaire interne et de la muscularis
mucosae. L’ACh et les tachykinines sont les principaux neurotransmetteurs des neurones

excitateurs. Les neurones inhibiteurs quant & eux comportent la NOS permettant la
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production de monoxyde d’azote (NO) et synthétisent également le VIP ainsi que le peptide

activateur de 'adénylyl cyclase pituitaire (PACAP) (Furness 2000) (Figure 10).

La balance entre I'absorption et la sécrétion d’eau et d’électrolytes doit étre contrblée
en relation avec les besoins locaux et avec les besoins de tout I'organisme. Les neurones
sécrétomoteurs innervent la muqueuse. Certains de ces neurones innervent également les
artérioles présentes dans la sous-muqueuse, ce qui leur permet de réguler la vasodilatation
de ces vaisseaux : ce sont les neurones sécrétomoteurs-vasodilatateurs. Ces deux types de
neurones interviennent a travers des circuits réflexes pour accomplir leur contréle. Ces

réflexes sont eux-mémes contrélés par le SNC via les voies sympathiques.

3.4. Les fonctions des neurones entérigues

3.4.1. Contrble nerveux de la motricité digestive

Les couches musculaires de la paroi intestinale permettent la propulsion, le mélange
du contenu de la lumiére et 'expulsion des agents pathogénes ou des substances toxiques.
L’'importance du SNE dans la coordination des muscles dans ces fonctions varie selon les
régions du TD et selon les circonstances physiologiques. Les mouvements de I'cesophage
par exemple sont largement dominés par le tronc cérébral au niveau du SNC alors que le
SNE joue un rdle plus subsidiaire. De méme pour I'estomac, le SNC joue un réle majeur
dans le contréle de I'état de 'estomac, de son volume, de la force de ses contractions et de
ses sécrétions acides (Furness 2012). Cependant le SNE régne sur le contrdle de la

motricité et de la motilité de I'intestin gréle et du célon.

On sait depuis plus d’'un siécle que le petit intestin continue de fonctionner quand il
est isolé du SNC (Bayliss and Starling 1899). On sait maintenant que c’est le SNE qui est
responsable de cette indépendance en contrdlant les différentes fonctions du TD et
notamment les mouvements importants comme le péristaltisme et la segmentation. La
segmentation est caractérisée par des contractions annulaires oscillantes dues a l'activité
« pacemaker » des cellules interstitielles de Cajal situées dans la paroi intestinale. Elle
permet le mélange du bol alimentaire avec les sécrétions digestives et facilite I'absorption
des nutriments. Le péristaltisme est 'ensemble des contractions circulaires (permettant
d’empécher le reflux) et longitudinales (permettant la propulsion) qui conduisent le chyme
vers l'anus. Le péristaltisme est un réflexe qui peut étre initié par un stimulus mécanique
(distension ou frottement de la paroi intestinale par le passage du bol alimentaire) ou par un
stimulus chimique (variation du pH ou de l'osmolarité et présence d’acides gras ou de

lipides). Ces stimuli activent les cellules entéro-endocrines de la muqueuse qui vont sécréter
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de la 5-HT. Cette sécrétion active les neurones IPANs qui eux-mémes libérent différents
neuromédiateurs comme I'ACh, la substance P ou la CGRP (Calcitonin Gene Related
Peptide). Ces neuromédiateurs activent les interneurones ascendants et descendants. Les
interneurones ascendants commandent alors la réponse des neurones moteurs ascendants
excitateurs qui se traduit par une contraction du muscle en amont du stimulus de départ. Les
interneurones descendants commandent la réponse des neurones moteurs descendants

inhibiteurs qui se traduit par une relaxation du muscle en aval (Figure 10) (Furness 2000).

Enfin dans un souci de modulation fonctionnelle ultime, les afférences et efférences
du SN autonome qui relient le TD au SNC permettent a ce dernier de régler plus finement

I'activité motrice du TD par les systemes nerveux sympathiques et parasympathiques.
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Figure 10: Représentation schématique des connexions impliguées dans le réflexe local de

péristaltisme (Benarroch 2007).

3.4.2. Contrble nerveux de la sécrétion intestinale (le réflexe sécrétomoteur)

Les sécrétions et absorptions de fluides et d’électrolytes entre le milieu luminal et le
milieu intérieur de I'organisme sont elles aussi régulées en partie par le SNE. Le volume qui

traverse quotidiennement la BEI représente plus de 2 fois le volume sanguin (Furness 2012),
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c’est la raison pour laquelle les altérations du contrble de ces flux peuvent avoir des
conséquences trés importantes sur I'organisme. Encore une fois des mécanismes réflexes
interviennent ici pour réguler le passage de l'eau et des électrolytes depuis le milieu

extracellulaire de la lamina propria vers le lumen (Figure 11).
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Figure 11 : Représentation schématique du contrble neuronal sur le passage trans-
épithéliale de l'eau et des électrolytes dans lintestin gréle et sur la vasomotricité (Furness

2012).
L’'eau et les électrolytes sécrétés proviennent de la circulation sanguine et de

I'absorption intestinale. Les réflexes sécrétomoteur et vasodilatateur sont la pour moduler la
balance entre I'absorption et la sécrétion d’eau et d’électrolytes de tout 'organisme. Ce
contréle se fait donc a travers les capteurs de la pression sanguine et du volume sanguin et
via des interactions avec le systeme nerveux sympathique qui module la vasoconstriction et
l'activité sécrétrice réflexe (Sjovall et al. 1986). La distension mécanique appliquée sur la
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muqueuse épithéliale intestinale ainsi que les molécules présentes dans la lumiere
intestinale peuvent servir de stimuli pour induire ces réflexes. Deux types de neurones
sécrétomoteurs, les cholinergiques et les non-cholinergiques, ont été identifiés. Les
neurones non-cholinergiques contrélent la majorité du réflexe sécrétomoteur local par la
libération de VIP, de substance P, d’ATP (Adénosine Tri-Phosphate) ou de PACAP (Reddix
et al. 1994). La stimulation chimique ou mécanique des cellules entéroendocrines induit la
libération par celles-ci de 5-HT qui peut également intervenir sur le réflexe. Les neurones
IPAN y sont sensibles et peuvent ainsi moduler la réponse sécrétomotrice cholinergique et
VIPergique. L'ACh et le VIP libérés vont se lier aux récepteurs présents sur les cellules

épithéliales et stimuler la sécrétion d’ions ClI" et d’eau (Cooke 2000) (Figure 11).

Un stimulus important de la sécrétion est le transport actif de nutriments comme le
glucose par exemple. Le récepteur entérique au glucose est localisé sur des cellules
entéroendocrines (Young 2011). L’activation de ces cellules induit la libération de GLP1 et
GLP2. Les récepteurs au GLP2 se trouvent sur les neurones sécrétomoteurs non
cholinergiques. Le GLP2 active ces récepteurs ce qui donne l'ordre & ces neurones de

commander la sécrétion d’eau et d’électrolytes (Figure 11) (Shirazi-Beechey et al. 2011).

3.4.3. Contrdle nerveux de la BEI

3.4.3.1. Perméabilité

L’activation des neurones entériques renforce les fonctions de la BEI. Il a été montré
en ce sens dans un modeéle in vitro de culture de sous-muqueuse humaine avec une
monocouche de CEIl qu’'une stimulation électrique du SNE présent réduit la perméabilité
paracellulaire (Neunlist et al. 2003). De plus il a été montré chez le cochon qu’'une
stimulation électrique des racines sacrées induit également une diminution de la perméabilité
paracellulaire (Meurette et al. 2012). Les neuromédiateurs du SNE peuvent avoir des effets
différents sur la BEI (Figure 12d). L'ACh augmente a la fois la perméabilité para et
transcellulaire (Cameron and Perdue 2007). La substance P peut également augmenter la
perméabilité paracellulaire (Hayden and Carey 2000). Le VIP quant a lui renforce la BEI en
diminuant la perméabilité. Son effet sur la barriere semble médié par la réduction de I'activité

de la MLCK et également par 'augmentation de I'expression de ZO-1 (Neunlist et al. 2003).
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3.4.3.2. Prolifération des CEI

De la méme maniere que pour la perméabilité, les neurones entériques ont aussi des
effets sur la prolifération et la différenciation des cellules de la BEI qui different selon les
médiateurs impliqués (Figure 12c). Le VIP possede notamment des effets antiprolifératifs sur
les CEIl (Toumi et al. 2003) alors que I'ACh et la substance P ont des effets stimulants sur la
prolifération (Cheng et al. 2008; Goode et al. 2003). Les neurones entériques peuvent aussi
produire des endocannabinoides qui ont un effet bénéfique sur le processus de cicatrisation

de la muqueuse colique (Wright et al. 2005).
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Figure 12 : Représentation schématique de la régulation des fonctions de la BEI par les différents

acteurs du SNE ainsi que leurs médiateurs (Neunlist et al. 2013).

3.5. Le SNE est connecté au SNC

Bien que le SNE soit capable de fonctionner indépendamment du SNC, il est
connecté a celui-ci a travers les voies afférentes et efférentes des systéemes nerveux
parasympathique et sympathique. Les centres végétatifs different selon le systeme : les
centres parasympathiques viscéromoteurs destinés au tractus digestif sont situés a la fois
dans le tronc cérébral et dans la moelle sacrée (colonne intermédiolatérale de S2 a S4). Les
centres sympathiques viscéromoteurs sont localisés dans la colonne intermédiolatérale de la

moelle de T1 a L3. Les centres végétatifs contiennent le corps cellulaire du premier
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motoneurone viscéral, analogue du premier motoneurone de la motricité somatique,

également appelé neurone pré-ganglionnaire.

3.5.1. Voies afférentes

Les neurones afférents primaires qui portent les informations sensorielles au SNC

sont localisés dans le nerf splanchnique (sympathigue) et le nerf vague (parasympathique).

Les afférences viscérosensibles sont surtout développées dans le systéme
parasympathique, ou elles constituent le contingent majeur du nerf vague. Dans le tractus
digestif, les fibres afférentes du nerf vague innervent la muqueuse, les plexi entériques et la
musculeuse, particulierement au niveau de I'cesophage et de I'estomac. Ce sont des fibres
de petit calibre non (type C) ou faiblement (type Ad) myélinisées. Les neurones sensitifs
viscéraux dont elles dépendent répondent aux stimuli mécaniques et chimiques
physiologiques (Berthoud and Neuhuber 2000). Leur corps cellulaire se situe dans le cou au
niveau du ganglion plexiforme et leur court axone fait synapse dans le noyau du tractus
solitaire de la moelle allongée. Ces neurones initient plusieurs réflexes vago-vagaux

affectant la déglutition, la motilité intestinale et les sécrétions.

Dans le systeme sympathique, les neurones sensitifs viscéraux possédent des fibres
de type C et véhiculent avant tout les stimuli nociceptifs déclenchés par une variété de
médiateurs inflammatoires. Leur corps cellulaire se situe dans le ganglion rachidien de la
racine dorsale de la moelle et leur court axone fait synapse dans la couche V de la corne
dorsale, ou une convergence avec les afférences somatiques explique le phénomene des
douleurs projetées d'origine viscérale (Mei 1985). Les neuromédiateurs sont des
neuropeptides (CGRP, VIP, somatostatine, dynorphine) incluant la famille des tachykinines

(substance P, neurokinine A).

3.5.2. Voies efférentes

Les voies efférentes motrices parasympathiques comportent le nerf vague qui
contrble les fonctions motrices et sécrétomotrices des parties supérieures du TD, et le nerf
sacré qui régule les fonctions du célon distal et du rectum (Kirchgessner and Gershon 1989).
L’innervation efférente vagale supérieure a pour origine le noyau moteur dorsal du nerf
vague et le noyau ambigu (Hopkins et al. 1996). Le noyau ambigu contient les neurones
somatomoteurs non autonomes qui innervent les muscles striés du larynx, du pharynx et de

I'cesophage. Le noyau moteur dorsal du nerf vague contient les neurones pré-ganglionnaires
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viscéromoteurs qui innervent les plexus myentérique et sous-muqueux du SNE et font donc
synapse avec les neurones post-ganglionnaires directement a proximité des organes
concernés (Hopkins et al. 1996; Walter et al. 2009).

Pour les fibres sympathiques qui innervent lintestin, le corps du neurone
ganglionnaire est situé a distance, dans la corne intermédio-latérale de la moelle épiniére.
Ces fibres établissent leur synapse dans les ganglions des chaines paravertébrale et
prévertébrale. Trois ganglions prévertébraux, reliés a la chaine paravertébrale par
lintermédiaire des nerfs splanchniques, assurent I'innervation sympathique des organes
sous-diaphragmatiques : le ganglion coeliaque, le ganglion mésentérique supérieur et le

ganglion mésentérique inférieur.

4. Laglie entérigue

4.1. Place de la glie entérigue dans le SNE

Il est désormais bien établi que la glie entérique joue un réle important dans le
fonctionnement du SNE et du TD. Les cellules gliales entériques (CGE) ont longtemps été
considérées comme ayant un role passif de soutien des neurones entériques (Gulbransen
and Sharkey 2012). Il est désormais bien établi qu’elles ont un réle actif dans la physiologie
du SNE et possiblement dans la physiopathologie de certaines pathologies digestives et
extra-digestives (Gulbransen and Sharkey 2012; Neunlist et al. 2013; Neunlist et al. 2014).
Les CGE sont présentes aussi bien dans le plexus myentérique que dans le plexus sous
mugueux ou encore directement dans la lamina propria de la muqueuse intestinale au plus
proche de I'épithélium, colonisant a la fois les contours des cryptes, des villosités et des
vaisseaux sanguins (Figure 13) (Liu et al. 2013b). Les cellules gliales du SNE ont été
observées pour la premiére fois a la fin du XIXéme siécle par Dogiel. Il faut cependant
attendre 1972 pour qu’elles soient identifiées comme un type cellulaire unique et
individualisable qui rentre en contact direct avec les neurones entériques pour former les
jonctions neurogliales (Gabella 1972). Au début des années 80, il a été montré que les CGE
exprimaient les marqueurs astrocytaires GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) et la protéine
S1008 (S100 Ca®* binding protein B), permettant d'envisager les CGE comme les
équivalents digestifs des astrocytes du SNC. Ces données morphologiques ont depuis été
renforcées par I'existence de similitudes fonctionnelles entre CGE et astrocytes (Sharkey
2015). On peut différencier morphologiquement 4 classes de CGE. Les CGE en forme

d’étoile qui sont intra-ganglionnaires (le type 1), les CGE inter-ganglionnaires qui sont
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allongées (le type Il), les CGE de la muqueuse (le type 1) et les CGE intra-musculaires (le
type 1V) (Figure 14) (Gulbransen and Sharkey 2012).

Figure 13 : Répartition des CGE dans les différentes couches de la paroi intestinale. (A) Marquage
Immunohistochimique des CGE dans un ganglion myentérique de l'intestin gréle chez le rat (GFAP
pour les CGE en vert, HUC/D pour les neurones entériques en rouge). (B) Organisation du réseau glial
au plus prés des cryptes dans la muqueuse colique chez 'homme (S1008 en rouge). (C) CGE se
développant le long de capillaires sanguins (S1008 en rouge) Barre d’échelle = 50um. D’apres
(Neunlist et al. 2014).
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Figure 14 : Marquage des CGE dans les souris Sox10Cre/MADM exprimant la GFAP (vert). Adapté de

(Boesmans et al. 2015).

4.2. Les marqueurs des CGE

Alors que la premiére description des CGE par Dogiel en 1899 était basée sur une
préparation au bleu de méthylene, des techniques d’'immunohistochimie plus récentes ont
révélé que les CGE présentent de nombreux marqueurs en commun avec les astrocytes du
SNC. On retrouve ainsi parmi les filaments intermédiaires de leur cytosquelette la GFAP
ainsi que la vimentine (Jessen and Mirsky 1980; Jessen and Mirsky 1983). La protéine
S100B est également exprimée par les CGE (Ferri et al. 1982). D’autres marqueurs ont
ensuite été décrits, comme la glutamine synthétase (Jessen and Mirsky 1983), la protéine
Ran-2 (Rat neural antigen-2) (Jessen and Mirsky 1985), le récepteur p75 et le facteur de
transcription Sox10 (Young et al. 2003).

Les CGE présentent de nombreuses similitudes avec les astrocytes et n’ont rien en
commun avec les cellules microgliales du SNC. Les cellules de la microglie ont une origine
embryologique mésodermale de la lignée des monocytes/macrophages alors que les CGE
proviennent du neurectoderme. La microglie du SNC exprime des marqueurs des

monocytes/macrophages alors que dans le SNE, ces marqueurs sont exclusivement
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exprimés par des macrophages résidents a proximité des plexus entériques (Ruhl et al.
2005).

Dans le TD, la GFAP est considérée comme un marqueur spécifiqgue des CGE alors
que la vimentine qu’elles expriment est aussi présente dans les myofibroblastes (Ruhl et al.
2001). Dans le SNC, les niveaux d’expression de la GFAP sont modulés par la
différenciation des astrocytes, I'inflammation ou encore les lésions. Dans le systéme nerveux
périphérique (SNP), des Iésions nerveuses induisent une augmentation d’expression de la
GFAP dans les cellules de Schwann (Jessen and Mirsky 1992). Dans le SNE, il a été
rapporté que l'expression de la GFAP augmente durant des épisodes d’inflammations
intestinales (Bradley et al. 1997). Ces observations indiquent que I'expression de la GFAP

est régulée de facon dynamique et reflete I'état fonctionnel d’'une cellule gliale.

La protéine S100B, quant a elle, est localisée dans les cytoplasmes et/ou dans les
noyaux d’'une large gamme de cellules dans des tissus nerveux et non nerveux. Dans les
CGE elle joue un role dans I'homéostasie calcique ainsi que dans la régulation du
cytosquelette (Donato et al. 2013). Dans le SNC, S100B a une activité neurotrophique, elle
peut moduler la prolifération cellulaire et la différenciation et intervient dans la réponse a la
neuroinflammation et aux processus neurodégénératifs. Bien que S100B soit exprimée par
différents types cellulaires, au niveau du TD elle est uniqguement localisée dans les CGE
(Albuerne et al. 1998).

Sox10 appartient a la famille des facteurs de transcription Sox. Les facteurs Sox sont
impliqués dans des processus de développement comme la squelettogenese, la
neurogenese, le développement de la créte neurale ou ils contrdlent le devenir cellulaire et la
différenciation (Bondurand and Sham 2013). Sox10 intervient, entre autre, dans le
développement du SNE. Il joue le réle de facteur de maintenance de multipotence pour les
cellules souches de la créte neurale et intervient dans la gliogenése au niveau du systéme

nerveux périphérique et notamment dans le SNE (Britsch et al. 2001).

Une étude récente a corrélé I'expression de ces principaux marqueurs gliaux avec les
différents types de CGE identifiés (Boesmans et al. 2015). Ainsi, alors que la majorité des
CGE de type | résidant dans le plexus myentérique co-expriment la GFAP et S1003
(GFAP*/S100B" ; 55,8 + 5,2%), le reste de cette population exprime soit S1008 (GFAP"
/S100B8" ; 29,9 * 4,4%), soit la GFAP (GFAP*/S1008 ; 14,3 + 3,9%). Le pourcentage de
cellules GFAP/S100B" dans les populations de type Il et de type Il est significativement plus
grand (respectivement 59,6 + 1,6% et 78,9 + 0,7%). Concernant la répartition de Sox10, les
auteurs ont trouvé que 74,4 + 2,4% des CGE de type | sont GFAP*/Sox10" mais seulement
19,3 + 1,5% sont GFAP/Sox10". Dans les CGE de type Il le pourcentage augmente a 46,4 +
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3,7% pour les GFAP/Sox10" alors que dans le type Il il monte encore jusqu'a 67,6 + 5,1%.
Enfin la quasi-totalité des CGE S1008" sont également Sox10" et seule une faible proportion
de CGE sont GFAP/S100B/Sox10". Il est intéressant de constater qu'aucun de ces
marqueurs ne permet d’identifier seul toutes les populations de CGE dans le plexus

myentérique (Figure 15).
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Figure 15 : Expression différentielle de la GFAP, de S100B et de Sox10 dans les CGE du plexus

myentérique d’iléons de souris (Boesmans et al. 2015).

4.3. La GFAP en particulier

4.3.1. Généralités sur la GFAP

La GFAP est une protéine avec un poids moléculaire d’environ 50kDa. Elle est le

marqueur phare des astrocytes dans le SNC si bien que I'on a longtemps pensé qu’elle était

38



spécifiqgue a ces cellules. Depuis, des études ont mis en évidence la GFAP dans la glie
périphérique avec notamment les CGE et les cellules de Schwann. Elle a également été
mise en évidence dans d’autres types cellulaires comme les chondrocytes, les fibroblastes,
les cellules myoépithéliales, les lymphocytes et les cellules stellaires hépatiques (Riol et al.
1997; Carotti et al. 2007). Le role de la GFAP, qui est une protéine des filaments
intermédiaires (FI), comme protéine de structure des astrocytes est désormais bien établi.
Au fil des années, plusieurs études ont également montré que la GFAP était impliquée dans
la physiologie astrocytaire en particulier dans la régénération, la plasticité synaptique et la
réactivité gliale. Il n’est cependant pas encore identifié si la distribution différentielle de cette

protéine des Fl a un réle fonctionnel ou non dans le SNE (Boesmans et al. 2015).

La séquence en acides aminés de la GFAP a été présentée pour la premiere fois en
congrés en 1969 (Middeldorp and Hol 2011). Le géne de la GFAP de souris a été cloné pour
la premiére fois en 1984 (Lewis et al. 1984). Le géne humain de la GFAP a quant & lui été
cloné en 1989 (Reeves et al. 1989). La GFAP fait partie de la famille des FI, qui forment le
cytosquelette de la plupart de cellules eucaryotes avec les microtubules et les
microfilaments. Les FI tirent leur nom de leur forme filamenteuse et leur diamétre
intermédiaire (de 8 a 12 nm) entre les microfilaments d’actine (7 nm) et les microtubules de
tubuline (25 nm). Les FI sont subdivisés en 6 classes selon leurs homologies de séquence

(Szeverenyi et al. 2008). La GFAP est classée parmi les Fl de type lIl.

Le géne de la GFAP est localisé sur le chromosome 17921 et est composé de
9 exons, de 8 introns, de 4 exons alternatifs et de 2 introns alternatifs distribués sur 10 kb
d’ADN. Soixante-seize mutations de ce géne ont été rapportées. Elles sont toutes associées
a la maladie de Alexander, une maladie génétique touchant les astrocytes (Brenner et al.
2001).

4.3.2. Isoformes de la GFAP

Jusqu’a présent, 10 variants d’épissage de la GFAP ont été décrit dans différentes
espéces (Kamphuis et al. 2014) (Figure 16). Chez 'homme on retrouve I'expression de
8 isoformes dans le SNC sur les 9 qui existent. L’isoforme canonique, la GFAPa, comporte
9 exons. La GFAPB, qui n'a été décrite que chez le rat, présente un site additionnel
d’initiation a la transcription en région 5’UTR (Condorelli et al. 1999). La GFAPy ne comporte
pas d’exon 1 mais inclut les 126 derniéres bases de lintron 1 (Zelenika et al. 1995). Les
4 variants d’épissage GFAPAEx6, GFAPA164, GFAPA135 et GFAPAEXY présentent des
ségquences manquantes dans les exons 6 ou 7 (Hol et al. 2003). La GFAPC( est allongée par
les 284 derniéres bases de lintron 8 (rapporté par Zelenika et al. en 1995 mais son nom

« { » est plus récent). La GFAPS et la GFAPK intégrent les séquences des introns 7 et 8

39



(Roelofs et al. 2005; Blechingberg et al. 2007; Nielsen et al. 2002). La GFAPk étant

l'isoforme découverte le plus récemment.
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Figure 16 : Représentation schématique des différentes séquences exoniques des isoformes connues
de la GFAP (Kamphuis et al. 2012).
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4.3.3. Structure de la GFAP

La GFAP est le FI principal dans les astrocytes du SNC. Tous les types de Fl ont une

structure organisée de la maniere suivante :

- Une région amino-terminale (N-term) constituant la « téte » de la protéine.
- Une région centrale hélicoidale constituant le « corps » de la protéine.

- Une région carboxy-terminale (C-term) formant la « queue » de la protéine.

Les différentes régions de la protéine peuvent intervenir dans la formation des Fl. La
premiére étape est 'assemblage en diméres puis en tétrameéres par enroulement des
régions centrales de 2 monomeres de GFAP. Ces diméres se positionnent en quinconce et
de facon antiparalléle pour former les tétrameres. Les régions téte et queue interviennent
ensuite pour la formation des proto-filaments. Le FI final contient approximativement 8 proto-
filaments (Quinlan et al. 1989).

4.3.4. Modifications post-traductionnelles de la GFAP

Les FI sont sujets & de nombreuses modifications post-traductionnelles (MPT) qui ont
d’'importantes conséquences sur leur structure. La phosphorylation est une MPT importante
des FI puisqu’elle conditionne de fagon majeure leur assemblage et désassemblage (Sihag
et al. 2007). Pour la GFAP, 6 sites de phosphorylation ont été identifiés : la thréonine 7, les
sérines 8, 13, 17, 34 au niveau de la téte ainsi que la sérine 389 sur la queue de la protéine
(Inagaki et al. 1990; Nakamura et al. 1992; Sekimata et al. 1996; Tsujimura et al. 1994). La
phosphorylation des sites de la région N-term de la GFAP a un effet négatif sur 'assemblage
des filaments. Les formes phosphorylées de la GFAP sont libres tandis que les formes non
phosphorylées sont oligomérisées. Ce systéme de régulation de I'assemblage des Fl de
GFAP est important pour la redistribution de la GFAP pendant les phases du cycle cellulaire.
Ces sites de phosphorylation sont conservés entre les espéces et sont présents sur la
majorité des isoformes de la GFAP humaine. La phosphorylation sur la queue de la GFAP
parait également importante puisque cette partie de la protéine est impliguée dans la
stabilisation des interactions entre proto-filaments et dans le contréle de la longueur des FlI
(Der Perng et al. 2006).

La GFAP peut aussi étre citrullinée (Nicholas et al. 2003). A ce jour les sites identifiés
sont les résidus arginines 30, 36, 270, 406 et 416 (Jin et al. 2013). Cependant le role de la
citrullination et la fagon dont elle module I'activité de la GFAP ne sont pas encore compris.
De méme, dautres MPT comme des acétylations sur des résidus lysines et des
glycosylations ont été identifées mais sans que leur réle sur la structure et la fonction de la
GFAP ne soient établis (Liu et al. 2013a; Korolainen et al. 2005).
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Une autre MPT intéressante de la GFAP est sa troncation. Il a été montré que la
GFAP peut étre tronquée aux extrémités N-term et C-term par la calpaine, une protéase a
cystéine dont I'activité est dépendante du calcium. Cette troncation conduit a la formation de
différents fragments de GFAP de 38 a 44kDa dont le role est mal connu. Cependant il est
intéressant de noter que ces formes tronquées de GFAP ont été retrouvées post mortem
dans la moelle épiniére de patients atteints de sclérose latérale amyotrophique (Fujita et al.
1998) et également post mortem dans le cerveau de patients ayant subit un traumatisme
cranien (Zhang et al. 2014) ainsi que de vivo dans du liquide céphalo-rachidien aprés des
lésions de la moelle épiniére (chez le rongeur comme chez 'homme) (Yokobori et al. 2013).
Des données préliminaires du laboratoire ont montré que plusieurs bandes immunoréactives
pour la GFAP étaient aussi retrouvées en Western Blot dans le SNE (Lebouvier et al. 2010)
(Figure 17).

49 kDa + z

Blot GFAP

Figure 17 : Profil de migration électrophorétique de la GFAP entérique en Western Blot & partir de
biopsies coliques humaines (Lebouvier et al. 2010).

La GFAP peut également étre tronquée par la caspase 6 qui induit la production d’'un
fragment C-term d’environ 24kDa et d’un fragment N-term d’environ 26kDa. Le fragment
C-term est incapable de reformer des filaments alors que le N-term peut s’assembler mais

conduit a la formation d’agrégats filamenteux (Chen et al. 2013).

4.3.5. Réle de la GFAP

L’expression de la GFAP semble étre régulée de fagon importante étant donné
gu’elle peut étre induite par une lésion cérébrale ou une maladie et qu'elle peut méme
fluctuer selon le cycle circadien jour-nuit (Hajos 2008). Comme les autres protéines des Fl
de type Ill, son expression permet d’apporter un support mécanique a la membrane

plasmique et contribue a la mise en place du cytosquelette. Pourtant des études utilisant
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différentes méthodes pour inhiber I'expression de la GFAP dans des souris ont révélé que
les souris privées de GFAP se développaient & premiére vue normalement (McCall et al.
1996; Pekny et al. 1995; Gomi et al. 1995). Dans ces souris le SNC se développe
normalement. Les cellules GFAP” ne sont pas dénuées de Fl puisque les autres filaments
ne sont pas inhibés. En outre bien que la GFAP soit absente, I'activation gliale peut toujours
étre induite. On peut alors imaginer que la GFAP joue un réle plus fin dans 'homéostasie de
la cellule gliale. Des études ont montré en ce sens que la GFAP intervient dans des
processus cellulaires fondamentaux comme la motilité, la prolifération, le trafic vésiculaire et
'autophagie mais également dans les interactions neurone-glie, 'homéostasie de la barriére
hémato-encéphalique (BHE), la protection ou neuro-protection en cas de Iésion nerveuse et
gu’enfin elle est capable de s’associer a de nombreuses protéines pour assurer ses
fonctions (Middeldorp and Hol 2011) (Figure 18).

43



Plasma membrane

; Substrate protein

@® Chaperone

’, Lamp2A

Motility/Migration

Chaperone-mediated Autophagy

presynaptic terminal postsynaptic terminal

Glutamine
synthetase v
<., ¥

o ©

© Glutamine
O Glutamate

Glutamate transporter

Synaptic plasticity

Glutamate transport + glutamine synthesis

4

endrocyte

oli

Blood Brain Barrier

Myelination

Injury/Protection

Figure 18 : Représentation schématique des différentes fonctions dans lesquelles la GFAP est
impliguée (Middeldorp and Hol 2011).

La GFAP intervient dans la motilité et la migration cellulaire. Des études ont montré

qu’une surexpression de la GFAP induit une inhibition de la motilité cellulaire (Elobeid et al.

2000) et qu’a l'inverse une inhibition de la GFAP donnait lieu a des populations cellulaires

capables de se mouvoir plus rapidement (Lepekhin et al. 2001). De la méme maniére des

mutations sur le corps hélicoidal de la GFAP induisent une augmentation de la motilité alors

que des mutations sur la queue de la GFAP n’entrainent pas nécessairement de modification

a ce niveau (Yoshida et al. 2007).
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L’expression de la GFAP inhibe la prolifération cellulaire. Des études sur des cultures
primaires d’astrocytes montrent une augmentation de la prolifération chez les cellules GFAP"
" (Pekny et al. 1998a) et une baisse de la différenciation (Weinstein et al. 1991). A linverse,
quand la GFAP est surexprimée la prolifération diminue et une augmentation de I'extension
des prolongements cellulaires a été notée (Toda et al. 1994). De plus, lors de la prolifération,
les cellules doivent passer les différentes phases du cycle cellulaire et notamment celle de la
mitose. Il a été montré que la GFAP intervient dans cette phase en ajustant 'assemblage
des filaments dans les cellules. Comme nous l'avons vu I'assemblage des filaments est
conditionné par la phosphorylation-déphosphorylation du domaine « téte » de chaque GFAP.
Lors de la division cellulaire on observe une augmentation des formes phosphorylées de la
GFAP avec une translocation au niveau de la zone du sillon mitotique. Cette régulation de
'assemblage de la GFAP conduite par différentes kinases contribue au remodelage de la

structure des cellules gliales lors de la mitose (Inagaki et al. 1994; Kawajiri et al. 2003).

La GFAP intervient dans le trafic vésiculaire et l'autophagie. Les cellules gliales
peuvent libérer différents gliomédiateurs comme des peptides, des cytokines ou des facteurs
neurotrophiques par différents mécanismes. Les microtubules et les filaments d’acine ne
sont pas seuls a agir sur ce trafic. La dépolimérisation du réseau de FI affecte la mobilité des
vésicules dans les astrocytes in vitro et cela concerne également la GFAP (Potokar et al.
2007). Il a été suggéré que des changements au niveau de I'architecture du cytosquelette de
Fl (en cas de gliose ou d’activation gliale ou on retrouve justement une augmentation de
I'expression de la GFAP) pourraient modifier le recyclage des vésicules et affecter le trafic
des endosomes et des lysosomes. En conséquence cela pourrait altérer la dynamique de
relargage de gliomédiateurs par les cellules gliales actives et au final pourrait contribuer a

des processus neurodégénératifs (Potokar et al. 2010).

La GFAP intervient dans les interactions neurone-glie. De nombreuses études
montrent qu’au niveau du SNC les astrocytes contribuent & de multiples fonctions des
neurones comme la formation et la plasticité des synapses, le métabolisme énergétique, le

transfert et le stockage de l'information synaptique (Perea and Araque 2007).

La GFAP intervient dans I’homéostasie de la BHE. La BHE est constituée par les
cellules endothéliales avec leurs jonctions serrées et par les péricytes et les astrocytes
périvasculaires. Il a été montré que des souris GFAP™ présentent des altérations de la BHE

avec notamment une augmentation de sa perméabilité (Liedtke et al. 1996).

La GFAP intervient en cas de Iésion. Différents types d’altération du SNC, comme
une lésion mécanique ou une hypoxie, conduisent a une réaction gliale avec une

surexpression de la GFAP et de la vimentine et a la formation d’'une cicatrice gliale
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(Eddelston and Mucke 1993). Le role de la GFAP dans I'établissement de cette cicatrice a
souvent été étudié dans des modéles de souris GFAP™ et également pour la vimentine. Ces
études montrent que la GFAP intervient dans la cicatrisation mais que cela se fait de concert
avec la vimentine puisque les effets négatifs sont plus importants chez les souris GFAP™
Ivimentine” que chez les souris exclusivement GFAP” ou vimentine” (Pekny et al. 1998b;
Nawashiro et al. 1998). Une étude suggére dans un autre modéle de souris GFAP”, qu’en
cas de lésions ischémiques la mort neuronale y est plus importante (Tanaka et al. 2002).
Ainsi si on sait que les astrocytes comportent des effets protecteurs en partie conditionnés
par la GFAP on ne peut que supposer ce méme role pour la GFAP au niveau des CGE du

SNE étant donné le manque d’étude a ce sujet.

La GFAP interagit avec de nombreuses protéines associées aux Fl, que ce soit des
protéines qui peuvent lier les Fl aux organites cellulaires ou bien qui peuvent stabiliser les FI.
Parmi ces protéines on retrouve par exemple la plectine qui peut lier les FI aux microtubules
et aux filaments d’actine. La plectine intervient aussi dans la migration cellulaire et dans la
résistance aux contraintes mécaniques en interagissant avec les éléments du cytosquelette.
La GFAPS peut aussi s’associer a la préséniline (Nielsen et al. 2002), une protéine
transmembranaire dont les formes mutées causent des formes familiales de maladie
d’Alzheimer (Cruts et al. 1996). Les protéines 14-3-3, qui interviennent dans de nhombreuses
fonctions cellulaires dont la modulation de la structure des Fl, peuvent aussi se lier a la
GFAP. Cette liaison dépend de I'état de phosphorylation de la GFAP sur la sérine 8 (Li et al.
2006). Parmi les autres partenaires de la GFAP, il y a également les protéines de choc
thermique a-B-crystalline et Hsp27 (Heat shock protein 27). La premiére intervient dans la
régulation de I'assemblage des filaments de GFAP. La deuxiéme a été retrouvée avec la
premiére dans des inclusions de GFAP dans certaines zones du cerveau de souris
surexprimant la GFAP et de patients atteints de la maladie de Alexander (Eng et al. 1998;
Perng et al. 1999). Enfin la GFAP interagit avec Lamp-2A (Lysosomal associated membrane
protein 2A), une protéine de la membrane lysosomale, et EF1a (Elongation Factor 1 a), une
protéine intervenant dans I'élongation lors de la traduction protéique ainsi que dans le

transport protéique et la régulation de I'autophagie (Bandyopadhyay et al. 2010).

4.3.6. La GFAP et l'activation gliale dans les pathologies

L’activation gliale ou gliose est classiquement caractérisée par une augmentation de
'expression de la GFAP, une hypertrophie et une prolifération des cellules gliales (astrocytes
ou CGE). Il est communément considéré qu’un certain niveau d’activation gliale suite a une
lésion dans le SNC est nécessaire et bénéfique pour le processus de récupération et/ou

cicatrisation alors qu’une gliose excessive associée a une réponse neuroinflammatoire est
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délétére pour la récupération fonctionnelle et structurale du cerveau (Sofroniew 2009). En
genéral, 'activation gliale et donc 'augmentation de I'expression de la GFAP sont reconnues
comme une conséquence d’un processus neurodégeénératif et d’'une mort neuronale. Elles se
retrouvent donc dans des pathologies comme la maladie d’Alzheimer, les démences fronto-
temporales, la maladie de Creutzfeldt-Jakob et de Parkinson (Mamber et al. 2013). Bien sar
la sévérité, le développement et la localisation de cette activation gliale varie selon le type de
maladie. La maladie de Parkinson est caractérisée par une dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la substance noire associée a la présence des corps et neurites de
Lewy dans les neurones dopaminergiques survivants. Ces caractéristiques sont
accompagnées par une activation des cellules microgliales dans le SNC (McGeer et al.
1988). Il a été montré que la densité des cellules GFAP positives augmente avec la sévérité
de la perte neuronale dopaminergique dans différentes zones dopaminergiques du SNC dont
la substance noire (Damier et al. 1993). Il a également été observé une augmentation de
I'expression de la GFAP en lien avec la progression de la maladie en comparant les
hypothalamus de patients parkinsoniens avec des témoins (Thannickal et al. 2007).
Concernant le SNE dans la maladie de Parkinson, une étude plus récente par Devos et al. a
montré une augmentation de I'expression des ARNm de la GFAP dans des biopsies de
mugqueuses coliques de patients parkinsoniens associée a un environnement inflammatoire
caractérisé par une augmentation de I'expression des ARNm de cytokines proinflammatoires
comme le TNF-a (Tumor Necrosis Factor Alpha), I'lL-6 (IL ; Interleukine), I'IL-18 et 'INF-y
(Interféron-y) (Devos et al. 2013).

4.4. CGE et fonctions motrices du TD

Contrairement aux neurones entériques qui sont des cellules dépolarisables, la
caractérisation des fonctions des CGE a nécessité I'emploi de techniques basées sur des

modeles de délétion chimiques ou génétiques in vivo, d’isolation et de culture cellulaire.

Le réle de la glie entérigue dans le contréle de la moatilité gastro-intestinale a été
initialement abordé en utilisant des glio-toxines. Des souris traitées avec du 6-
aminonicotinamide, un antimétabolite de la niacine (ou vitamine PP) connu pour étre glio-
toxique dans le SNC, ont une gliopathie entérique et développent des diarrhées (Aikawa and
Suzuki 1985). Un traitement par une autre glio-toxine, le fluorocitrate, provoque une
réduction de la vidange gastrique, un ralentissement du transit intestinal et du transit colique
chez les souris (Nasser et al. 2006). En utilisant un modéle de délétion ciblée « tissu-
spécifique », Aubé et al. ont aussi montré une altération significative de la motilité digestive

chez les souris dont la glie entérique a été déplétée (Aube et al. 2006). Chez 'homme, il a
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été suggéré que la glie entériqgue pouvait jouer un réle dans la constipation sévére
chronique, une pathologie gastro-intestinale marquée par une augmentation du temps de
transit qui est réfractaire aux traitements classiques. Bassotti et al. ont étudié 26 patients
avec une sévere constipation par ralentissement du transit qui nécessitaient une colectomie.
lls ont trouvé une réduction de la densité des CGE en comparaison a un groupe de sujets
témoins (Bassotti et al. 2006).

4.5. CGE et neurotransmission dans le SNE

Tout comme les astrocytes du SNC, les CGE interagissent étroitement avec les
neurones entériques et sont impliquées dans la neurotransmission et la neuroprotection
entérigue. Dans des modéles de culture primaire de SNE, les CGE augmentent la survie
neuronale et diminuent la mort cellulaire induite par le stress oxydant (Abdo et al. 2012;
Abdo et al. 2010). Des médiateurs gliaux produits par les CGE comme le glutathion réduit, la
15-déoxy-A?*-prostaglandine-J2 (15dPGJ2) et le GDNF (Glial cell Derived Neurotrophic
Factor) sont impliqués dans ces effets (Abdo et al. 2010; Abdo et al. 2012; Anitha et al.
2006). Des changements dans le phénotype neuronal observés toujours dans un modéle
d’altération gliale entérique suggérent également que les CGE pourraient étre impliquées
dans la régulation de I'expression de neuromédiateurs (Aube et al. 2006). En fait, dés les
années 1970, Gabella avait noté la possibilité de I'existence de jonctions neurogliales dans
le SNE en observant que les CGE sont richement innervées par des processus neuronaux
(Gabella 1972). Toutes les CGE ou presque sont en effet contactées par ces processus
vésiculés présentant une spécialisation de type présynaptique. Nous savons maintenant que
les CGE sont capables de répondre a l'activité issue de ces transmissions neuronales par
des augmentations des niveaux intracellulaires de Ca** et dAMPc (Adénosine Mono-
Phosphate cyclique) (Gulbransen and Sharkey 2012; Boesmans et al. 2013). En se basant
sur ces résultats, McClain et al. ont montré que la propagation de I'activité gliale entérique
signalée par ces modifications des niveaux de Ca** intracellulaires se fait via les hémicanaux
de connexine 43 (Cx43) (McClain et al. 2014). Pour faire ces observations ils ont utilisé un
modéle murin de délétion spécifiqgue de la Cx43 dans les CGE exprimant la GFAP. Ces
souris ont un temps de transit colique plus long et une force isométrique de contraction du
cblon diminuée par rapport aux souris sauvages. Ces travaux permettent de compléter les
résultats d’'une autre équipe qui a montré l'activation du réseau glial entérique par le
complexe moteur migrant colique (Broadhead et al. 2012). Dans cette autre étude les
auteurs ont mis en évidence des vagues calciques qui se propagent au niveau des zones de

contact inter-CGE et ce depuis les prolongements gliaux vers les corps cellulaires. On sait
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gue dans le SNC, les hémicanaux de Cx43 de deux astrocytes différents s’associent pour
former des jonctions communicantes (ou jonction gap) qui permettent ensuite la propagation
de ces vagues calciques a travers le réseau glial central (Theis and Giaume 2012). Il est
tentant d'imaginer que le méme phénomeéne peut se produire dans le SNE avec les CGE.
Ces vagues de calcium permettraient ainsi la synchronisation des CGE et surtout la
synchronisation de leur réponse. Cependant ces études soulévent la question de savoir a
guels neurotransmetteurs les CGE sont capables de répondre. Des études ont révélé
qu’elles expriment une batterie de récepteurs a différents neuromédiateurs comme les
récepteurs purinergiques, glutamatergiques et adrénergiques (Gulbransen and Sharkey
2012). Dans un modeéle de culture de CGE humaines issues de biopsies de muqueuse
duodénale, Boesmans et al. ont montré que les CGE peuvent étre activées par 'ACh, la 5-
HT et ’ATP (Boesmans et al. 2013). Parallelement a ces découvertes il semble que les CGE
pourraient également étre une source de substrats pour les enzymes impliquées dans la
synthése de neuromédiateurs comme le laissent supposer les résultats d'une étude
s’intéressant a la présence de L-arginine dans les CGE et son absence dans les neurones
entérigues (Nagahama et al. 2001). La L-arginine étant un précurseur utilisé par 'enzyme

NOS pour la synthése de NO.

4.6. CGE et Réqulation de la BEI

Les données issues de modeéles d’ablation ciblée et ‘tissu spécifique * de la glie
entérique ont permis de montrer que les CGE jouent un role dans la régulation de la BEI.
L’ablation ciblée et totale des CGE provoque une inflammation fulminante du jéjunum et de
l'iléon ainsi qu’ une altération importante de la BEI (Bush et al. 1998; Cornet et al. 2001).
Une ablation moins sévére et plus progressive des CGE induit quant a elle une
augmentation de la perméabilité para-cellulaire en absence d’inflammation intestinale, ce qui
reste malgré tout un effet délétére (Aube et al. 2006). Ces données in vivo ont été renforcées
par des résultats obtenus en culture cellulaire. Dans un modéle de coculture de CGE avec
une monocouche de CEl, les CGE augmentent la résistance trans-épithéliale et réduisent la
perméabilité para-cellulaire en partie en modulant I'expression des protéines de jonctions
serrées comme l'occludine et ZO-1 dans les CEI (Savidge et al. 2007). Les effets des CGE
sur la résistance trans-épithéliale sont médiés en partie par le S-nitrosoglutathion (Savidge et
al. 2007). Les CGE sont capables de renforcer la résistance de la BEI face a des
agresseurs comme des bactéries (Shigella flexneri par exemple) ou des cytokines
proinflammatoires (Flamant et al. 2011; Cheadle et al. 2013). Enfin, il est proposé que les

CGE pourraient jouer le role d’'intermédiaire entre neurones entériques, cellules interstitielles
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de Cajal et les cellules musculaires lisses. Une étude a montré dans ce sens qu’une
stimulation vagale protége la BEI d’'une altération causée expérimentalement par une bralure
systémique (Costantini et al. 2010). Ces effets sont associés a une augmentation de
'expression de la GFAP dans les CGE, un signe d’activation gliale. De maniére étonnante,
une stimulation nicotinique in vitro (utilisée comme médiateur pour modéliser la
communication SNE-nerf vague) induit un renforcement de la résistance de la BEI

uniquement en présence de CGE (Costantini et al. 2012).

Toutefois, la distribution et les rdles du réseau glial entérique de la muqueuse
épithéliale intestinale sont encore peu connus. En se penchant sur I'organisation des CGE
dans la muqueuse, des études ont apporté quelques réponses notamment concernant la
nature trés extensive de leur distribution cellulaire. Liu et al. ont montré que les processus
gliaux forment un réseau continu dans la lamina propria depuis la base des cryptes et
s’étendant dans la muqueuse jusqu’a I'entrée des cryptes (Liu et al. 2013b) (Figure 19). Les
CGE sont également en contact direct avec les vaisseaux sanguins mais aussi avec les
vaisseaux lymphatiques présents dans la muqueuse. D’'une maniére générale les CGE
semblent étre positionnées dans la muqueuse de fagcon a servir d’'intermédiaire dans la
communication entre les CEIl, les neurones entériques et les cellules immunitaires. Une
étude plus récente a montré la proximité des CGE avec les cellules entéroendocrines et
méme plus précisément la proximité des CGE avec les neuropodes des cellules
entéroendocrines (Figure 20) (Bohorquez et al. 2014). Les cellules entéroendocrines libérent
des amines et des peptides sur leur face basolatérale, lesquels agissent localement comme
des régulateurs paracrines ou comme des hormones intestinales. Ces cellules comportent
des villi qu’elles peuvent projeter dans la lumiére intestinale. Elles seraient ainsi capables de
« goQter » le contenu du lumen (Sternini et al. 2008). Le fait que ces neuropodes se forment
plus fréquemment en présence de NGF (Nerve Growth Factor) suggéerent également que
cette relation entre CGE et neuropodes est modulable (Bohérquez et al. 2014). Des facteurs
relargués par les cellules entéroendocrines lors de la digestion pourraient agir sur le
fonctionnement des CGE aux alentours, lesquels pourraient a leur tour réguler le
fonctionnement de la BEI. Il a d’ailleurs été montré que les cellules entéroendocrines
peuvent produire du GLP2, une molécule agissant de facon bénéfique sur la BEI, et que les
CGE expriment le récepteur a ce peptide, le GLP2R. De cette maniéere les CGE peuvent étre

activées par ce ligand du GLP2R (de Heuvel et al. 2012).
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Figure 19 : Vue transversale d’une muqueuse colique humain avec mise en évidence du réseau glial
entériqgue par un marquage immunohistochimique de la protéine S1008 a gauche, un marquage
nucléaire au SYTO 16 au milieu et un merge a droite (Liu et al. 2013b).

Figure 20: Les CGE viennent au contact des cellules entéroendocrines (barre d’échelle = 1um)
(Bohorquez et al. 2014).

Les CGE sont également impliquées dans les processus de réparation de la BEI. I
est désormais bien établi que les CGE produisent différents glio-médiateurs capables d’agir
de fagon bénéfique sur la BEI (Yu and Li 2014). Parmi ces médiateurs on retrouve le GDNF,
le TGF-B1, la 15dPGJ2, le GSNO (Glutathion-S-Nitrosylé) et le proEGF (précuseur de
'Epidermal Growth Factor). Le GDNF est impliqué dans la survie et la différenciation des
neurones au niveau du SNC. Dans le SNE le GDNF a un effet anti-apoptotique sur les CEl.
Ces effets sont médiés par une activation des voies de signalisation MAPK (Mitogen-
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Activated Protein Kinase) et PI3K/Akt (Phoasphatidyl-Inositol 3 Kinase/Akt) (Steinkamp et al.
2003; Zhang et al. 2010). Le GDNF peut aussi inhiber I'expression de cytokines

proinflammatoires comme I'lL-13 et le TNF-a dans le cdlon du rat (Zhang et al. 2010).

Des expériences in vitro et in vivo montrent que le proEGF est un médiateur qui
permet 'amélioration de la réparation de la BEI aprés des altérations mécaniques et
inflammatoires (Van Landeghem et al. 2011). Ces effets impliquent I'étalement des CEl via
I'activation des voies de signalisation FAK (Focal Adhesion Kinase). De son c6té le TGF-1
permet d’inhiber la prolifération des CEIl (Neunlist et al. 2007). La 15dPGJ2 agit a travers
l'activation du récepteur PPARy (Peroxysome Proliferator Activated Receptor Gamma), ce
qui cause une inhibition de la prolifération des CEI et induit leur différenciation (Bach-Ngohou
et al. 2010). Ces effets participent ainsi au renouvellement continu des CEI de I'épithélium

intestinal.

4.7. La glie entérigue dans les pathologies digestives

La communauté scientifique considére depuis quelques années que les CGE jouent
un réle central dans I'homéostasie du TD et également dans un certain nombre de
pathologies digestives voir méme extra-digestives, a travers leurs dysfonctions, introduisant
alors le concept de « gliopathie entériqgue ». En effet des modifications des niveaux
d’expression de la GFAP et de S100B ont été observées dans différentes maladies
associées a des altérations de la BEI. C’est notamment le cas des MICI. La GFAP et S100B
sont surexprimées dans le célon des patients souffrant de rectocolite hémorragique (RCH)
alors que leur expression n’est que peu ou pas modifiée dans la maladie de Crohn (von
Boyen et al. 2011). Ces données suggérent que le type de dérégulation gliale au niveau
entérigue est différent selon le processus pathologique en cause et que la RCH pourrait
représenter un prototype de maladie de la glie entérique réactive. Que l'activation gliale
entérique observée dans certaines MICI soit une cause ou une conséquence du processus
inflammatoire reste une question non résolue. Il a également été suggéré que la glie
entérique pouvait jouer un rdle dans la constipation sévére chronique (Bassotti et al. 2006).
Ces observations ont conduit les auteurs a proposer que la constipation chronique pourrait
étre une neuro-gliopathie entérique qui pourrait étre expliguée par une neurotransmission
défectueuse induite par une perte de CGE (Bassotti et al. 2006). Des données récentes
indiquent cependant que l'on retrouve des modifications de I'expression des marqueurs
gliaux entériques dans des maladies extra-digestives ou I'atteinte du SNE intrigue de plus en
plus la communauté scientifique, c’est notamment le cas de la maladie de Parkinson (MP)
(Devos et al. 2013)
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5. La maladie de Parkinson

5.1. Aspects cliniques et neuropathologiqgues classiqgues de la MP

La maladie de Parkinson est une maladie du mouvement qui touche 1% de la
population de plus de 65 ans (de Lau and Breteler 2006). La prévalence de la MP augmente
avec I'age. Ainsi au niveau mondial, pour 100 000 personnes, elle est de 41 pour les 40-49
ans, 107 pour les 50 a 59 ans et monte a 1087 pour les 70 a 79 ans avec un maximum a
1 903 pour les plus de 80 ans. Il existe aussi des différences géographiques puisque la
prévalence dans la tranche d’adge 70-79 ans passe a 1601 pour 'Amérique du Nord,
'Europe et I'Australie contre 646 en Asie (Pringsheim et al. 2014). De plus la MP est a la
deuxiéme place du classement des pathologies neurodégénératives en fréquence aprés la
maladie d’Alzheimer (Nussbaum and Ellis 2003). Elle est classiquement caractérisée par une
perte de neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta (SNpc)
accompagnée de la présence d’inclusions éosinophiliques cytoplasmiques dans les
neurones survivants appelés corps et neurites de Lewy (respectivement CL et NL) et
constitués principalement d’alpha-synucléine phosphorylée (Fujiwara et al. 2002). La
destruction des neurones dopaminergiques conduit & un déficit en dopamine lequel est
responsable des symptdmes moteurs caractéristiqgues de la MP qui sont le tremblement de
repos, I'hypertonie, I'akinésie et linstabilité posturale. Les signes cliniques n’apparaissent
qu’au-dela de 50% de perte neuronale dans la SNpc, le déficit dopaminergique striatal atteint

alors les 80%.

5.2. Les pathologies de Lewy : corps et neurites de Lewy

Il'y a un peu plus de 100 ans, Friederich H. Lewy décrivait des inclusions particulieres
dans le noyau dorsal du nerf vague et le noyau basal de Meynert chez les patients
parkinsoniens (Lees et al. 2008). Dés 1919, Tretiakoff confirma leur présence dans la
substance noire et employa le terme corps de Lewy en référence aux travaux du médecin du
méme nom (Lees et al. 2008). L’'observation se fait ainsi dans un premier temps sur des
coupes histologiques préparées post mortem et colorées a 'hnématoxyline-éosine. Les CL
apparaissent comme des petites masses éosinophiliques sphériques ou allongées voire
filamenteuses avec un noyau dense et un halo en périphérie. Les formes allongées et
filamenteuses sont essentiellement présentes dans les processus neuronaux et sont
appelées les neurites de Lewy (NL) (Figure 21). Les pathologies de Lewy sont
principalement neuronales mais il est intéressant de noter qu’on en retrouve également dans

les astrocytes, les oligodendrocytes ainsi que les cellules microgliales (Wakabayashi et al.
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2000). Ces inclusions gliales présentent d’ailleurs les mémes particularités filamenteuses

gue les CL et NL neuronaux.

La composition de ces inclusions est longtemps restée une énigme. Beaucoup de
protéines y ont été identifiées mais c’est en 1988 que I'une d’entre elle sort du lot de part son
abondance : l'ubiquitine (Lowe et al. 1988; Kuzuhara et al. 1988). Avec 'avénement des
techniques immuno-histochimiques, [l'utilisation d’anticorps anti-ubiquitine a permis de
simplifier et de préciser l'identification des inclusions pathologiques et donc le diagnostique
post mortem pour quelques temps. Mais la vraie révolution arrive en 1997, quand
Polymeropoulos et al. rapportent qu'une mutation du géne de I'alpha-synucléine, une
protéine synaptique aux fonctions alors largement méconnues, est responsable de formes
familiales rares de MP (Polymeropoulos et al. 1997). Suite a cette découverte plusieurs
équipes de chercheurs ont trés rapidement mis en évidence que I'alpha-synucléine constitue
'élément principal des CL et des NL (Spillantini et al. 1997; Spillantini et al. 1998;
Wakabayashi et al. 1998). En 2002 une étude compléte ces observations en précisant que
I'alpha-synucléine retrouvée agrégée dans les pathologies de Lewy est phosphorylée (Figure
22) (Fujiwara et al. 2002). Dés lors, I'immunomarquage alpha-synucléine et phospho-alpha-

synucléine est devenu la technique de référence pour I'identification des CL et des NL.

Figure 21 : Corps et neurites de Lewy. A) Mise en évidence de CL (pointes de fleche). B) Mise en

évidence de NL dans un axone. Coloration Hématoxyline-Eosine. Adapté de (Wakabayashi et al.
2012).
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Figure 22 : a) CL et NL immunomarqués alpha-synucléine. b) méme champs mais immunomarquage

de l'alpha-synucléine phosphorylée. (Fujiwara et al. 2002).

5.3. La MP est aussi une maladie digestive

5.3.1. Troubles digestifs dans la MP

James Parkinson lui-méme décrivait déja dans son essai sur la paralysie agitante en

1817 un certain nombre de symptdmes non moteurs (Parkinson 1817). Parmi ces

symptomes il décrivait notamment des troubles gastro-intestinaux comme la dysphagie ou la

constipation chez certains de ses patients. Ces observations I'avaient d’ailleurs déja conduit

dans ses commentaires a envisager une interaction entre le cerveau et lintestin dans le

déroulement de la maladie :

« Although unable to trace the
connection by wich a disordered state of
the stomach and bowels may induce a
morbid action in a part of the medulla
spinalis, [...] little hesitation need be
employed before we determine on the

probability of such occurrence. »

Traduction littérale : « Bien qu’incapable
de déterminer le lien par lequel un état
altéré de l'estomac et des intestins peut
induire un effet morbide dans une zone de
la moelle épiniere, [...] Il y a peu
d’hésitation a avoir avant de déterminer la

probabilité d’une telle occurrence. »

(Parkinson 1817)

Il est intéressant de constater que c’est seulement depuis quelques dizaines

d’années, c'est-a-dire presque 2 siécles plus tard, que la communauté scientifique s’est de

nouveau tournée vers ces symptomes. Il est désormais bien établi que la MP touche le TD
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dans son ensemble (Fasano et al. 2015). En effet les patients parkinsoniens présentent des
anomalies dés la cavité buccale. Sans parler des problemes dentaires dont ils peuvent étre
génés et qui sont principalement dus a une détérioration de leur dextérité et des difficultés a
ouvrir les méachoires lors du brossage des dents (Bakke et al. 2011), les parkinsoniens
peuvent souffrir d’'une diminution de la perception gustative et 60 % des patients présentent
une hyposalivation (Cersosimo et al. 2011). La dysphagie cesophagienne est également
fréequemment rapportée et augmente le risque de fausse route et donc d’infection pulmonaire
ou d’étouffement (Kalf et al. 2012). La gastroparésie, ou ralentissement de la vidange
gastrique, est un symptdme présent de maniere précoce ou tardive selon les parkinsoniens
mais sa prévalence varie de 70 & 100% des patients (Fasano et al. 2015). Enfin la
constipation concerne quasiment tous les parkinsoniens et le fait qu’elle puisse apparaitre
des années avant les symptdmes moteurs a suscité un vif intérét. De ce point de vue,
'analyse des données de la cohorte du « Honolulu Heart Program » est remarquable. Ce
suivi de cohorte sur le long terme lancé en 1965 incluait 8006 americano-japonais nés entre
1900 et 1919. Son objectif original était d’identifier des facteurs de risque pour les maladies
cardiaques. En 1991 elle fut réorientée en « Honolulu Asian Aging Study » pour la recherche
sur les maladies neurodégénératives dont la MP. Des caractéristiques environnementales,
de qualité de vie et physiques ont donc été examinées pendant 40 ans (Ross et al. 2012).
Les données montrent que les patients qui ont moins d’une selle par jour ont 2,7 fois plus de
risques de développer une MP que ceux qui ont une selle par jour, et 4 fois plus de risques
que les patients qui ont 2 selles ou plus par jour. Face a ces observations plusieurs
hypothéses peuvent alors étre émises. La constipation pourrait étre une manifestation
précoce du développement de la MP. La constipation pourrait aussi augmenter le temps
d’exposition du TD et donc de I'organisme a une éventuelle substance toxique ingérée qui
pourrait déclencher la pathologie (Pfeiffer 2003).

5.3.2. Atteinte neuropathologigue dans le TD

Les premiéres descriptions des pathologies de Lewy dans le SNE remontent au
début des années 1980. Différentes études les ont identifiées a la fois dans le plexus
myentérique et le plexus sous-muqueux d’abord dans le tiers inférieur cesophagien puis le
cblon et ensuite dans I'estomac (Qualman et al. 1984; Kupsky et al. 1987; Wakabayashi et
al. 1988). Plus réecemment des travaux de plus grande envergure ont montré que la quasi-
totalité des patients parkinsoniens présentent ces Iésions au niveau du SNE et surtout sur
'ensemble du TD depuis le tiers inférieur cesophagien jusqu’au rectum (Beach et al. 2009).

La répartition des lésions se fait cependant en suivant un gradient rostro-caudal de
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I'cesophage vers le rectum. Ce gradient est d’ailleurs visible au sein méme du célon avec un
plus grand nombre de pathologies de Lewy dans le c6lon droit que dans le cblon gauche
(Pouclet et al. 2012b).

La présence des CL et des NL dans le TD et la précocité des symptdmes
gastrointestinaux est suffisamment troublante pour que I'on se demande si la MP ne pourrait
pas trouver son origine dans le TD. L’hypothése d'une atteinte précoce du SNE a été
suggérée par un anatomiste allemand, Heiko Braak. Les études autopsiques menées par ce
chercheur ont en effet permis de mettre en évidence une progression temporospatiale
ascendante des corps de Lewy dans le tronc cérébral ainsi que dans I'encéphale (Figure 23)
(Braak et al. 2003). Ces observations suggérent également que le noyau dorsal moteur du
nerf vague serait la premiére structure touchée par les pathologies de Lewy dans le SNC,
bien avant la SNpc. Ses travaux 'ont ainsi conduit a proposer 'hypothése que le SNE serait
le premier élément touché dans la MP. Un pathogéne présent dans I'environnement
passerait I'épithélium intestinal et déclencherait les premiéres agrégations d’alpha-
synucléine au niveau des neurones entériques du plexus sous-muqueux avant que celles-ci
se propagent au plexus myentérique puis au nerf vague pour gagner ensuite le SNC par le
noyau dorsal moteur du vague (Figure 24) (Braak et al. 2006).

PD-stages

Figure 23 : Progression temporo-spatiale des inclusions d’alpha-synucléine dans I'encéphale.

Les lésions surviennent initialement dans le noyau moteur dorsal du nerf vague (dm) (A,C) et
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frequemment dans le noyau olfactif antérieur (A,D). Les lésions du tronc cérébral montent ensuite vers
des régions moins vulnérables : le locus coeruleus (co) au stade 2, la substantia nigra (sn) au stade 3
(A). Les lésions envahissent ensuite le cortex, commencant par le mésocortex temporal antéromédial
(mc) au stade 4 (B). Le néocortex est touché a son tour, a débuter par les aires associatives
polymodales et le cortex préfrontal (hc) (C,D). Enfin les aires associatives unimodales, sensorielles et

motrices (fc) terminent I'évolution. D’apres (Braak et al. 2003).
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Figure 24 : Représentation schématique I'hypothese de Braak. (Braak et al. 2006).

5.4. LUNGE dans la MP

A ce jour aucun travail ne s’est intéressé a 'TUNGE dans son ensemble dans la MP.
Nous I'avons vu, de nombreuses études ont montré I'atteinte des neurones entériques avec
la présence des NL dans le plexus myentérique comme dans le plexus sous-muqueux et
plusieurs travaux plus récents ont montré que ces Iésions pouvaient étre étudiées du vivant
du patient a travers I'utilisation de biopsies de muqueuse épithéliale intestinale. En revanche,
les données disponibles sur les CGE et la BEI dans la MP ne sont encore que parcellaires.
Une étude récente de notre laboratoire apporte quelques éléments concernant les CGE dans
la MP. Nous avons montré que les patients parkinsoniens ont une augmentation de
I'expression des transcrits des principales cytokines pro-inflammatoires le TNF-a, I'INF-y,
'IL-6 et I'lL-1B dans le tube digestif (Devos et al. 2013), comme cela a été montré dans le
SNC (Hartmann et al. 2003). Ce profil pro-inflammatoire s’accompagne d’'une augmentation

de I'expression des transcrits des principaux marqueurs gliaux entériques, la GFAP et
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Sox10, faisant évoquer I'existence d’'une réaction gliale dans le TD au cours de la MP
(Devos et al. 2013). Au regard des effets nombreux et importants des CGE sur ’homéostasie
de la BEI que nous avons présentés un peu plus haut, il n’y a qu’un pas pour postuler que ce
microenvironnement inflammatoire entérique pourrait contribuer a des modifications des

fonctions de la BEI chez les patients parkinsoniens.

S’agissant de la BEI, seules 3 études se sont intéressées a son atteinte dans la MP
(Davies et al. 1996; Forsyth et al. 2011; Salat-Foix et al. 2012). Chacune d’entre elles s’est
attachée a évaluer la perméabilité de la BEI par l'utilisation de sucres non métabolisables
ingérés par les patients et dosés ensuite dans les urines, une technique non invasive
permettant de mesurer la perméabilité paracellulaire a différents niveaux du TD. Cependant
ces études incluant de faibles nombres de patients, ont donné des résultats contradictoires.
Deux études ont trouvé un profil d’absorption de ces sucres indiquant une hyperperméabilité
de l'intestin gréle (Davies et al. 1996; Salat-Foix et al. 2012), quand la troisieme montrait une
augmentation de I'excrétion du sucralose sans changement du ratio lactulose/mannitol, un

profil indiquant une augmentation de la perméabilité colique (Forsyth et al. 2011).

Hypotheses et objectifs

Notre hypothése de travail est que I'atteinte digestive au cours de la MP ne se limite
pas a la présence de pathologie de Lewy dans les neurones entériques mais que 'UNGE est
touchée dans son ensemble. La premiere partie de ce travail de thése a donc été consacrée
a I'étude de la glie entérique dans la MP et plus particulierement a I'étude de la présence
éventuelle d’'une réactivité gliale (Article 1). Dans la seconde partie, nous avons étudié la BEI
dans la MP, non seulement d’un point de vue fonctionnel mais aussi morphologique
(Article 2).
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Article 1 : Expression et phosphorylation de la GFAP entérique dans la maladie de

Parkinson.

Clairembault T., Kamphuis W., Leclair-Visonneau L., Rolli-Derkinderen M., Coron E.,

Neunlist M., Derkinderen P. (2014) Enteric GFAP expression and phosphorylation in

Parkinson's disease. Journal of Neurochemistry. doi: 10.1111/jnc.12742

Des changements de I'expression et/ou de la phosphorylation de la GFAP ont été
rapportés dans des lésions de I'encéphale et dans des maladies neurodégénératives du
SNC. Puisque les neurones entériques accumulent de l'alpha-synucléine dans la MP, nous
nous sommes intéressés a étudier dans ce premier article si dans ce contexte la glie
entérique des patients parkinsoniens est réactive en évaluant les niveaux d’expression et de
phosphorylation de la GFAP dans des biopsies de muqueuse colique. Pour cela
24 parkinsoniens et 21 témoins sains correspondant en age ont été inclus dans cette étude.
Six patients atteints de paralysie supranucléaire progressive (PSP) et 6 patients atteints
d’atrophie multi-systeme (AMS), deux syndromes parkinsoniens atypiques dont le SNE, en
contraste avec la MP, n’est pas touché par le processus pathologique, ont également été
inclus. Les niveaux d’expression et de phosphorylation de la GFAP ont été analysés dans les
biopsies coliques par western blot. Des expériences complémentaires pour analyser plus
précisément les isoformes de la GFAP exprimées par les CGE ont été menées en utilisant
des RTgPCR. Nous avons montré que la GFAPk est l'isoforme principalement exprimée
dans les CGE. Les patients parkinsoniens avaient, contrairement aux patients atteints de
PSP et dAMS, des niveaux d’expression de la GFAP plus élevés dans leurs biopsies
coligues comparés aux témoins sains. La phosphorylation de la GFAP sur la sérine 13 était
plus faible chez les parkinsoniens comparés aux témoins alors qu’aucun changement n’était
observé chez les PSP et AMS. Cette étude apporte de nouvelles preuves de la présence
d'une réaction gliale entérique chez les parkinsoniens et renforce le réle du SNE dans

I'initiation et/ou la progression de la maladie.
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Abstract

Enteric glial cells (EGCs) are in many respects similar to
astrocytes of the central nervous system and express similar
proteins including glial fibrillary acidic protein (GFAP). Changes
in GFAP expression and/or phosphorylation have been
reported during brain damage or central nervous system
degeneration. As in Parkinson’s disease (PD) the enteric
neurons accumulate a-synuclein, and thus are showing PD-
specific pathological features, we undertook the present survey
to study whether the enteric glia in PD become reactive by
assessing the expression and phosphorylation levels of GFAP
in colonic biopsies. Twenty-four PD, six progressive supranu-
clear palsy {PSP), six multiple system atrophy {MSA) patients,
and 21 age-matched healthy controls were included. The
expression levels and the phosphorylation state of GFAP were
analyzed in colonic biopsies by western blot. Additional

Glial fibrillary acidic protein (GFAP) is a major constitnent
of glial intermediary filaments that form the cytoskeleton of
mature astrocytes. To date, nine splice variants of GFAP
have been described in the human central nervous system
(Kamphuis et al. 2014). GFAPa is the canonical isoform and
most of the immunohistochemical studies on astroglia have
used antibodies that do not discriminate between GFAP
isoforms. The assembly of GFAP is controlled by its

experiments were performed using real-ime PCR for a more
precise analysis of the GFAP isoforms expressed by EGCs. We
showed that GFAP«k was the main isoform expressed in EGCs.
As compared to control subjects, patients with PD, but not PSP
and MSA, had significant higher GFAP expression levels in
their colonic biopsies. The phosphorylation level of GFAP at
serine 13 was significantly lower in PD patients compared fo
control subjects. By contrast, no change in GFAP phosphor-
ylation was observed between PSP, MSA and controls. Qur
findings provide evidence that enteric glial reaction occurs in
PD and further reinforce the role of the enteric nervous system
in the initiation and/or the progression of the disease.
Keywords: enteric glial cells, entefic nervous system, glial
fibrillary acidic protein, multiple system atrophy, Parkinson's
disease, progressive supranuclear palsy.
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phosphorylation state, as its soluble phosphorylated pool is in
dynamic equilibrium with the polymerized non-phosphory-
lated fraction of the protein (Inagaki et al. 1994). Several
lines of evidence support a tight regulation of GFAP in
neural development and also in the pathophysiology of
several neurodegenerative disorders (Middeldorp and Hol
2011). GFAP gene mutations have indeed been associated
with the fatal neurodegenerative condition Alexander disease
(Yoshida and Nakagawa 2012). Furthermore, changes in
GFAP expression and phosphorylation have been consis-
tently reported in the central nervous system during neuro-
degenerative disorders such as Alzheimer’s disease,
frontotemporal dementia, and Parkinson’s disease (PD)
(Damier et al. 1993; Korolainen et al. 2005; Herskowitz
et al. 2010; Kamphuis ez al. 2014).

Astrocytes in the central nervous system are not the only
cell type to express GFAP. In the early eighties, Jessen and
Mirsky convincingly demonstrated that the glial cells in the
enteric nervous system (ENS) were also immunoreactive for
GFAP (Jessen and Mirsky 1980). This led to a reappraisal of
the function and morphology of these glial cells, which were
hitherto defined as Schwann cells. There is now a large body
of evidence to support that the so-called enteric glial cells
(EGCs) are in fact the digestive counterparts of central
nervous system astrocytes (Gulbransen and Sharkey 2012).
EGCs lie adjacent to the neurons in the enteric ganglia and
envelop both the neuronal cell bodies and the axon bundles,
an aspect that is highly reminiscent of the close relationship
between astrocytes and neurons in the central nervous system
(Jessen and Mirsky 1983). EGCs and astrocytes are also
similar at the molecular and functional levels as they share
electrophysiological and neuroprotective properties (Hanani
1993; Hanani et al. 2000; Abdo et al. 2010; Boesmans et al.
2013). In contrast to astrocytes, EGCs are readily accessible
to biopsy and can therefore be analyzed in living patients
(Lebouvier et al. 2010a; Neunlist et al. 2013). A routine
colonic biopsy enables analysis of both mucosal and
intraganglionic submucosal populations of EGCs and this
approach has been used to demonstrate that GFAP is up-
regulated in the gut of patients with inflammatory bowel
disease (Boyen von et al. 2011).

It has become evident over the last 20 years that PD is
not only a neurodegenerative brain condition but also a gut
disorder (Cersosimo and Benarroch 2008; Derkinderen
et al. 2011). Gastrointestinal symptoms are prominent
non-motor manifestations of the disease (Edwards et al.
1993) and neuropathological studies showed the presence of
Lewy pathology in the enteric neurons in the vast majority
of patients (Beach et al. 2009). Our recent results showing
an increase in total GFAP mRNA in the colon of PD
patients suggest that enteric Lewy pathology in PD does not
occur in isolation and may be accompanied by enteric glial
reaction (Devos er al. 2013). In this study, we extended
these preliminary results by determining whether this

increase in GFAP expression is specific for some isoforms
and whether associated post-translational modifications are
involved.

Patients and methods

Subjects

A total of 57 subjects participated in this study: 24 PD, six
progressive supranuclear palsy (PSP), and six multiple system
atrophy (MSA) patients as well as 21 healthy controls. PD patients
aged 40-75 years were recruited from the movement disorder clinic
at Nantes University Hospital, France. Diagnosis was made accord-
ing to criteria provided by the United Kingdom Parkinson’s Disease
Survey Brain Bank (Hughes et al. 2002). PSP and MSA patients
fulfilled the diagnostic criteria for possible or probable PSP (Litvan
et al. 1996) and MSA (Gilman et al. 2008), respectively. Control
subjects were healthy subjects who had a normal colonoscopy
performed for colorectal cancer screening. All controls subjects
underwent a detailed neurological examination to rule out PD
symptoms and cognitive deficiency. The study protocol was
approved by the local Committee on Ethics and Human Research
(Comité de Protection des Personnes Ouest VI), conformed to the
Code of Ethics of the World Medical Association (Declaration of
Helsinki) and registered on ClinicalTrials.gov (identifier NCTO00
491062 and NCT01353183). Written informed consent was obtained
from each patient and from each normal volunteer.

Endoscopic procedure and colonic biopsies

Four biopsies were taken in the sigmoid/descending colon during
the course of a rectosigmoidoscopy for PD, PSP, and MSA patients
and during a colonoscopy for control subjects. A follow-up call was
scheduled 15 days after the endoscopic procedure. Biopsies were
performed using standard biopsy forceps without needle (FB210K;
Olympus co., Tokyo, Japan). Two biopsies were stored at —80°C in
lysis buffer RA1 (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) for further
analysis by real-time PCR and immunoblotting. The two remaining
biopsies were snap frozen in liquid nitrogen at the time of collection
and kept at —80°C.

Rat enteroglial cell line and treatment with serine/threonine
phosphatases inhibitors

Enteric glial cell line was generated and cultured as previously
described (Van Landeghem ez al. 2011). At confluence, cells were
treated with a cocktail of three phosphatase inhibitors for broad-
spectrum inhibition of serine/threonine phosphatases including 1 pM
okadaic acid, 5 uM ciclosporine A, and 6.75 uM sanguinarine
(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) for 3 h or with vehicle (100
mM NaCl, 2mM EDTA, 50 mM Tris-Cl, pH 7.4, and 50 mM NaF).

Human brain sample

A coronal frozen section of a human brain devoid of neurodegen-
erative pathological changes passing through the head of caudate
nucleus (approximately 10 mm thick) was kindly provided by Pr
Charles Duyckaerts, CRICM, Salpétriére, Paris, France. Samples of
frontal cortex and subventricular zone (SVZ) were taken and lysed
in NETF (100 mM NaCl, 2mM EDTA, 50 mM Tris-Cl, pH 7.4, and
50 mM NaF) buffer (protein concentration: 12 pg/uL for undiluted
cortex sample and 2 pg/pL for undiluted SVZ sample) for western
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blot analyses (see below). Because GFAP$ is mainly observed in the
adult SVZ, alysate of this brain region ata 1 : 10 dilution was used
for the evaluation of the expression of this specific isoform (Roelofs
et al. 2005). Lysate of frontal cortex either diluted at 1 : 10 or
1 : 1000 was used for the evaluation of the expression of all others
GFAP isoforms.

Western blot

Following RNA isolation, total proteins from the two-pooled
biopsies were precipitated and prepared for polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) using protein precipitator and resuspension
buffer [Protein solving buffer and TCEP (tris(2-carboxyethyl}
phosphine) reducing agent, PSB/TCEP] from NucleoSpin Triprep
Kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France) according to the manufac-
turer’s instructions. For additional experiments on GFAP isoforms
and phosphorylation, the two remaining biopsies that were dry
frozen and stored at —80°C were lysed in NETF buffer containing
1% (vivy IGEPAL® CA-630, 2 mM orthovanadate, phosphatase
inhibitor cocktail II (Roche, Neuilly sur Seine, France) and a
protease inhibitors cocktail (Roche) using the ‘Precellys 24 tissue
homogenizer (Bertin technologies, St Quentin-en-Yvelines, France)
and followed by sonication with ‘vibracell 75 186" device (Sonics,
Newton, CT, USA). Human brain samples and EGCs were
processed in the same way. Total protein was quantified using a
Nanodrop 2000 spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Cille-
bon sur Yvette, France) for samples prepared with PSB/TCEP and
bicinchoninic acid protein assay kit (Pierce Thermo Scientific,
Tllkirch, France) for samples lysed in NETF buffer. Equal amounts
of lysate were separated using the Invitrogen NuPage Novex Bis
Tris MiniGels™ together with the 2-(N-morpholino)ethanesulfonic
acid/sodium dodecyl sulfate (MES-SDS) running buffer before
electrophoretic transfer to nitrocellulose membranes with the iBlot™
Dry Blotting System also from Invitrogen (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France). In some experiments, the MES-SDS buffer was
replaced by the 3-morpholinopropane-1-sulfonic acid/sodium dode-
cyl sulfate (MOPS-SDS) running buffer. Membranes were blocked
for 1 h at 25°C in Tris-buffered saline (TBS) (150 mM NaCl,
15 mM Tris, 4.6 mM Tris Base, pH 7.4) with 5% non-fat dry milk
and incubated overnight at 4°C with the primary antibodies. Details
on the primary antibodies against GFAP are summarized in Table 1;
mouse monoclonal anti-B-actin antibody was from Sigma and used
at 1 : 10 000; rabbit anti-extracellular signal-regulated kinases was
from Cell Signaling (Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France)
and used at 1:1000. Bound antibodies were detected with
horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit, anti-mouse antibod-
ies (Amersham, Les Ulis, France; diluted 1 : 5000) or anti-goat
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antibody (Santa Cruz Biotechnologies, Cliniscience, Nanterre,
France; diluted 1 : 5000) and visualized by enhanced chemilumi-
nescent detection (ECLPrime, Amersham). When necessary, mem-
branes were stripped for 15 min in Reblot buffer Strong™
(Millipore, Molsheim, France) followed by extensive washing in
TBS before reblocking for 30 min in TBS with 5% non-fat dry milk
and reprobing. The relevant immunoreactive bands were quantified
with laser-scanning densitometry and analyzed with NIH Image J
software. To allow comparison between different autoradiographic
films, the density of the bands was expressed as a percentage of the
average of controls. The value of GFAP was normalized to the
amount of beta-actin or extracellular signal-regulated kinases
(ERKs), for comparison between biopsies and between biopsies
and brain samples, respectively, in the same sample and expressed
as a percentage of the average of controls. Phospho-GFAP
immunoreactivity was normalized to GFAP immunoreactivity.

Membrane dephosphorylation

The specificity of the pSerl3 antibodies (Table 1) was tested using
western blotting and dephosphorylation treatment. Protein homo-
genates were electrophoresed, transferred to nitrocellulose mem-
brane, and blocked for 1 h in TBS with 5% non-fat dry milk as
performed above. The membrane to be dephosphorylated was
placed in buffer (50 mM sodium acetate at pH 5.5 and 0.1%
Tween 20) with 0.5 mg/ml acid phosphatase (Sigma) and
incubated overnight at 37°C with gentle agitation. The control
membrane was processed similarly but without acid phosphatase.
Western blotting and stripping of membranes were performed as
above.

Real-time PCR analysis

Total RNA (1.0 ug) was DNase I treated and used as a template to
generate cDNA following the manufacturer’s instructions (Quanti-
Tect Reverse Transcription Kit-Qiagen, Courtaboeuf, France) with a
blend of oligo-dT and random hexamer primers. The reverse
transcriptase reaction was incubated at 42°C for 30 min. The
resulting cDNA was diluted 1 : 20 and served as a template in real-
time ¢PCR assays (SYBR-Green PCR Master Mix; Applied
Biosystems, Courtaboeuf, France). Primers were generated for the
specific GFAP isoforms and tested for efficiency. The PCR signal
was normalized against a set of reference genes to control for
variability in the amount and quality of the RNA. Primer specificity
and sensitivity are tested on dilution series of cloned GFAP isoforms
to prevent unwanted cross-amplification of GFAPw, the most
abundant transcript; details and primer sequences were described
previously (Kamphuis et al. 2014).

Table 1 Human GFAP isoform-specific antibodies used in the present study

Name Specificity Epitope Source and dilution
PanGFAP o, 8, k, A135, Aex6,A164 Full-length GFAP cow Dako, Les Ulis, France, rabbit polyclonal Z0334 {1 : 2000}
GFAPmono o, 3, k, A135 ITIPVQTFSNLQIR Sigma, mouse monoclonal GAS (1 : 1000}

GFAP N-term o, §, x, A135
GFAP C-term o, A135

GFAP & 3 QAHQIVNGTPPARG
GFAP « «© SLGAFVTLQRS
pSeri3 ®Ser13 aa sequence around ®Ser13

MERRRITSAARRSYVSSGEMMV SCBT, mouse monoclonal F-2 (1 : 500}
EMRDGEVIKESKQEHKDVM

SCBT, goat polyclonal C-19 {1 : 500}
Millipore, rabbit polyclonal {1 : 500}
NIN, rabbit polyclonal {1 : 500}
SCBT, rabbit polyclonal {1 : 1000}
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Statistics

All data are given as the mean 4= SEM. For comparisons of means
between groups, a Mann—Whitney test was performed. Differences
were deemed statistically significant if p < 0.05.

Results

Clinical features

Clinical features of the study population are shown in
Table 2. Age and sex did not differ significantly between
patients and control subjects. No complications occurred in
the 57 patients included in this study, either during or after
the endoscopic procedure.

Enteric GFAP expression is increased in PD but not in related
disorders

In a first set of experiments, we evaluated the expression
levels of GFAP in colonic biopsies by western blot with an
antibody that recognizes the large majority of known
isoforms and truncated forms of the protein (PanGFAP
antibody, Table 1) (Middeldorp and Hol 2011; Kamphuis
et al. 2012, 2014). The amounts of GFAP protein in colonic
biopsies from PD patients were compared to samples from
healthy subjects and patients with PSP and MSA, two
atypical parkinsonian syndromes in which the ENS, in
contrast with PD, is spared by the pathological process
(Wakabayashi et al. 2010; Pouclet et al. 2012).

Detection of GFAP on western blots of protein samples
from colonic biopsies with the PanGFAP antibody revealed
one prominent and two weaker bands, migrating at 55, 50,
and 45 kDa, respectively (Fig. 1a). When the density of all
three GEAP-immunoreactive bands was assessed, a signif-
icant 1.2 fold increase in GFAP expression was observed in
biopsies from PD patients as compared with controls
(Fig. 1b). By contrast, the expression levels of GFAP in
biopsies from PSP and MSA patients were significantly
lower than in healthy controls (Fig. 1b). A separate analysis
of each of the three GFAP-immunoreactive bands showed
that the density of the 55-kDa band was significantly lower in
patients with atypical parkinsonism compared with control
subjects (Fig. 1c). A significant 1.6 fold increase in the
density of the 50-kDa band was observed in PD patients
when compared with controls (Fig. 1d), while the density of
the 45-kDa band was not different between controls and
patients (Fig. le).

Table 2 Demographic data of control subjects and patients

GFAPxk is the main isoform expressed in enteric glia

To date, nine splice variants of GFAP have been described in
the human central nervous system (Middeldorp and Hol
2011; Kamphuis ez al. 2014). GFAPuq, 8, and k encode long
isoforms of the protein of 432, 431, and 438 amino acids in
length, respectively, that migrate together on PAGE at
approximately 55 kDa (Fig. 2 and Table 3) (Middeldorp and
Hol 2011; Kamphuis et al. 2014). GFAP A135, AEx6, and
A164 encode shorter isoforms of the protein of 387, 366, and
347 amino acids, respectively, with a faster migration profile
on PAGE ranging between 40 and 45 kDa (Hol et al. 2003).
All these isoforms are recognized by the PanGFAP antibody
(Fig. 2) (Kamphuis er al. 2014). Regarding the three
remaining known isoforms GFAP, v, and {, their detection
at the protein level by PanGFAP or other anti-GFAP
antibodies has never been tested (Zelenika et al. 1995;
Condorelli et al. 1999). This suggests that the major 55-kDa
migrating band we observed in Fig. 1 contains at least
GFAPo, 8, and/or k, whereas the two fastest migrating band
at 50 and 45 kDa represent the alternatively spliced A135,
AEx6, A164 isoforms and/or truncated forms of GFAP that
can be generated by N-terminal post-translational truncation
(Lee et al. 2000; Zoltewicz et al. 2012).

To better identify the GFAP isoforms expressed by enteric
glia, the immunoreactivity of five additional antibodies was
analyzed in both colonic biopsies and human brain extracts
using an adapted western blotting approach. Western blot
experiments were performed using the MOPS-SDS running
buffer as this buffer allowed a better separation of the GFAP
isoforms when compared to the MES-SDS running buffer
that was used in Fig. 1 (Fig. 3a). The first antibody we used
(GFAPmono), which is specific for GFAPuq, 3, k, and A135
(Table 1 and Fig. 2) (Middeldorp and Hol 2011; Kamphuis
et al. 2014) detected one major band along with several
faster migrating bands in human frontal cortex lysate
(Fig. 3b and Figure S1). The pattern of immunoreactivity
was different in colonic biopsies with one single major band
migrating at 55 kDa in most samples (Fig. 3b). Faint faster
migrating bands were visible in some biopsies lysates (see
lane 1, Fig. 3b). The second antibody we used (GFAP C-
term) is specific for the carboxy-terminal tail of GFAPu and
the alternatively spliced variant GFAP A135 (Table 1 and
Fig. 2) (Middeldorp and Hol 2011; Kamphuis et al. 2014).
This antibody detected one band at 55 kDa when the human
frontal cortex lysate was diluted at 1 : 1000 (Fig. 3b) and

Controls {n = 21)

PD (n=24)

PSP {n=6) MSA {n = 6)

Age, years 63.6 + 2 (39 75)
Gender, M/F 1110 13/11

611 + 1.5 (44 71)

71 £ 2 (63 75) 61 + 4.1 (51 71)
3/3 33
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Fig. 1 Glial fibrillary acidic protein {GFAP) expression in colonic
biopsies from patients with Parkinson’s disease (PD), progressive
supranuclear palsy {(PSP), multiple system atrophy {MSA}, and
control subjects (CTRL). {a) Biopsies lysates {10 pg of protein per
sample) were subjected to immunoblot analysis using an antibody
recognizing most known GFAP isoforms (GFAP, PanGFAP in
Table 1} and beta-actin. The PanGFAP antibody detected three main
bands in lysates of colonic biopsies, one major and two fainter bands,
migrating at 55, 50, and 45 kDa, respectively. (b} Global quantifica-
tion of all GFAP-immunoreactive bands. The opfical densities of all
three GFAP-immunoreactive bands were measured, normalized to
the optical densities of beta-actin immunoreactive bands in the same

two main bands migrating at 55 and 45 kDa when the 1 : 10
diluted lysate was used (Figure S1). In colonic biopsies, this
antibody either detected a faint band at 55 kDa (Fig. 3b) or
no specific band (Fig. 1). The third antibody (GFAP N-term),
which recognizes intact GFAPq, 8, x, and A135 but not their
amino-terminal cleavage products (Table 1 and Fig. 2)
detected one band migrating at 55 kDa in human frontal
cortex lysate diluted at 1 : 1000 (Fig. 3b) and two bands,
one major and one minor migrating at 55 and 50 kDa,
respectively, in the more concentrated brain lysate (Fig-
ure S1). A single major 55-kDa band was observed when
this antibody was used in colonic biopsies (Fig. 3b and
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samples, expressed as percentages of controls and added. Data
correspond to mean £ SEM of 21 samples for control subjects
{CTRL), 24 samples for PD patients and six samples for PSP and
MSA. Patients versus control, *p < 0.05 and ***p < 0.001. {c, d, e}
Individual quantification of the three GFAP-immunoreactive bands at
55, 50, and 45 kDa. The optical densities of each GFAP-immunore-
active band were measured, normalized to the optical densities of
beta-actin immunoreactive bands in the same samples, and
expressed as percentages of controls. Data correspond to mean +
SEM of 21 samples for CTRL, 24 samples for PD patients and six
samples for PSP and MSA. Patients versus control, *p < 0.05,
**p < 0.01 and ***p < 0.001.

Figure S1). An antibody specific for human GFAPS (Table 1
and Fig. 2) that does not cross-react with other splice
variants (Roelofs et al. 2005) failed to detect any specific
band at the expected molecular weight in colonic biopsies
(Fig. 3b), while it recognized a band migrating at the
expected size in SVZ lysate (Fig. 3b). Finally, an antibody
raised against a specific sequence of GFAPx (Table 1)
(Kamphuis et al. 2014) detected one major strong band
migrating at 55 kDa in biopsies and a fainter band of
approximately the same size in frontal cortex lysate
(Fig. 3b). An additional faster migrating band was also
observed in some samples (Fig. 3b). Taken together these
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GFAP Alpha 432 aa, 49.9 kDa
1 merrritsaa rrsyvssgem mvgglapgrr lgpgtrlsla rmppplptrv dfslagalna

gfketraser aemmelndrf asyiekvrfl eggnkalaae lnglrakept kladvygael
relrlrldql tansarleve rdnlagdlat vrgklgdetn lrleaennla ayrgeadeat
larldlerki esleeeirfl rkiheeevre lgeglarqqv hveldvakpd ltaalkeirt
gyeamassnm heaeewyrsk fadltdaaar naellrgakh eandyrrqlg sltcdleslr
gtneslergm reqeerhvre aasygealar leeeggslkd emarhlgeyq dllnvklald
ieiatyrkll egeenritip vgtfsnlgir etsldtksvs eghlkrnivv ktvemrdgev

61
121
181
241
301
361
421

ikeskgehkd wvm

GFAP Delta 431 aa, 49.5 kDa
1 merrritsaa rrsyvssgem mvgglapgrr lgpgtrlsla rmppplptrv dfslagalna

gfketraser aemmelndrf asyiekvrfl eqggnkalaae lnglrakept kladvygael
relrlrldgl tansarleve rdnlagdlat vrgklgdetn lrleaennla ayrgeadeat
larldlerki esleeeirfl rkiheeevre lgeqlarqqv hveldvakpd ltaalkeirt
qyeamassnm heaeewyrsk fadltdaaar naellrgakh eandyrrqlg sltcdleslr
gtneslergm reqeerhvre aasygqealar leeegqslkd emarhlgeyq dllnvklald
ieiatyrkll egeenritip vqtfsnlgir ggkstkdgen hkvtrylksl tirvipigah
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421

givngtppar g

GFAP Kappa 438 aa, 50.3 kDa
1 merrritsaa rrsyvssgem mvgglapgrr lgpgtrlsla rmppplptrv dfslagalna

gfketraser aemmelndrf asyiekvrfl eggnkalaae lnglrakept kladvygael
relrlrldql tansarleve rdnlagdlat vrgklgdetn lrleaennla ayrqeadeat
larldlerki esleeeirfl rkiheeevre lgeqlarqggv hveldvakpd ltaalkeirt
gyeamassnm heaeewyrsk fadltdaaar naellrgakh eandyrrqlg sltcdleslr
gtneslergqm regeerhvre aasygealar leeeggslkd emarhlgeyqg dllnvklald
ieiatyrkll egeenritip vgtfsnlgir gqysrasweg hwspapssra crllgtgted
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agkgiqlglg afvtlars

GFAP A135 387 aa, 44.5 kDa
1 merrritsaa rrsyvssgem mvgglapgrr lgpgtrlsla rmppplptrv dfslagalna

gfketraser aemmelndrf asyiekvrfl eqgnkalaae lnglrakept kladvygael
relrlrldql tansarleve rdnlagdlat vrgklgdetn lrleaennla ayrgeadeat
larldlerki esleeeirfl rkiheeevre lgeqlarqqv hveldvakpd ltaalkeirt
qyeamassnm heaeewyrsk fadltdaaar naellrqakh eandyrrqlg sltcdleslr
gtnyqdllnv klaldieiat yrkllegeen ritipvatfs nlgiretsld tksvseghlk

61
121
181
241
301

Fig. 2 Epitopes recognized by the different
anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP)
antibodies in the four main human GFAP
isoforms. GFAPmono (single underline};
GFAP C-term {double underline); GFAP &
{dashed underline}; GFAP N-term ({thick
undetline}; GFAP « {bold wavy undetrline}.
NCBI reference sequence: GFAP o
NP_002046.1; GFAP &: NP_001124491.1;
GFAP «: NP_001229305.1. The expected

361 rnivvktvem rdgevikesk gehkdvm

Table 3 Results of quantitative polymerase chain reaction assays

molecular weights are indicated.

C o} C PD PD PD PD PD PD Mean + SEM
Wl 0.28 240 0.78 1.28 1.32 0.18 0.13 4.94 3.83 1.68 &+ 0.57
Pl 0.018 0.026 0.036 0.001 0.029 0.022 + 0.006

Data are presented as ratio of GFAP« and GFAPP transcripts to GFAP« transcript.

results show that enteric glia does not express GFAPS and
A135, and that GFAPq is only a minor component of the
main 55 kDa band detected by PanGFAP. Furthermore, the
results obtained with GFAPx and GFAP N-term antibodies
strongly suggest that GFAPk accounts for most of the GFAP
immunoreactivity observed at 55 kDa and that the fastest
migrating bands observed in PanGFAP immunoblots repre-
sent truncated products of this isoform.

To further refine the GFAP isoforms that are expressed by
EGCs, PCR analyses were performed in biopsies from three
control subjects and six PD patients. Transcripts for GFAPk
and o were the only ones to be consistently detected in all
nine samples with the k transcripts being 1.7-fold more
abundant than the o transcript (Table 3). GFAP transcript
was detected in five of the nine samples with an average /ot
ratio of 2% (Table 3). All other isoforms transcripts,
including GFAPS and A135, were not or barely detectable.
As a whole, our results obtained at the transcript and protein

levels are consistent and demonstrate that GFAPx is the main
isoform expressed in enteric glia.

Enteric GFAP phosphorylation at serine 13 is decreased

in PD

GFAP can be phosphorylated at multiple sites in its amino-
terminal domain, including threonine 7, serine 8, 13, 17, and
34 (Inagaki et al. 1994). Among these sites, serine 13 has
recently received much attention as it has been shown to be
regulated during central nervous system neurodegeneration
(Herskowitz et al. 2010). We have therefore studied the
regulation of GFAP phosphorylation at this residue in the
ENS using a rabbit polyclonal phospho-specific antibody
(pSer13, Table 1). As a first step, we have validated the
specificity of this antibody in enteric glia by treating rat
enteroglial cells with a combination of serine/threonine
phosphatase inhibitors (okadaic acid, ciclosporin A, and
sanguinarine) and by incubating nitrocellulose membranes
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Fig. 3 Glial fibrillary acidic protein (GFAP) isoforms expressed by
enteric glia. {a) Comparison of immunoblot profiles between MES-SDS
and MOPS-SDS running buffers. A colonic biopsy from a control subject
was subjected to PanGFAP immunoblot analysis using either MES-
8DS running buffer (MES) and MOPS-SDS running buffer (MOPS).
{b} Colonic biopsies and brain samples lysates from healthy subjects
were subjected to immunoblot analysis using the MOPS-SDS running
buffers and various antibodies against specific isoforms of GFAP:
GFAPmono specific for GFAP«, §, «, and A135; GFAP C-term specific
for the carboxy-terminal tail of GFAP« and of the alternatively spliced

with acid phosphatase. pSerl3 detected one major band
migrating at 55 kDa in rat enteroglial cells only in the
presence of phosphatase inhibitors (Fig. 4a). No immunore-
activity for pSerl3 was observed if the membranes were
dephosphorylated, while immunoblotting for PanGFAP
revealed that regular GFAP was detected in both the normal
and the dephosphorylated membrane (Fig. 4a). In colonic
biopsies, pSerl3 detected two bands, one major and one
minor at 55 and 50 kDa, respectively, that comigrated with
the two matching bands labeled by PanGFAP (Fig. 4b).
Although highly variable between individuals, quantification
of the X-ray films revealed that the expression levels of
GFAP phosphorylated at serine 13 were significantly lower
in PD patients as compared with control subjects (Fig. 4b, ¢
and Figure S$2). By contrast, no significant changes in pSer13
immunoreactivity were observed between PSP and MSA
patients when compared with controls (Fig. 4b, c). Because
the RA1 buffer that was used for storage and lysis of biopsies
does not contain any phosphatase inhibitors, additional

variant GFAP A135; GFAP N-term, which recognizes intact GFAP«, 3,
«, and A135 but not their amino-terminal cleavage products; isoform-
specific anti-GFAPS and anti-GFAP«x. The human frontal cortex lysate
{Cortex} was diluted at 1 : 1000 for experiments with GFAPmono,
GFAP C-term, and GFAP N-term, as these antibodies detect GFAP«,
the most abundant GFAP isoform in brain. Human frontal cortex and
subventricular zone {SVZ} lysates were both diluted at 1 : 10 for the
evaluation of the GFAP« and GFAPS isoforms, respectively. Extra-
cellular signal-regulated kinases {(ERK} immunoblot was used as a
loading control between biopsies and brain samples.

experiments were performed to show that our results were
not the mere consequence of sample dephosphorylation. To
this end, snap-frozen biopsies were lysed at 4°C in the
presence of the tyrosine phosphatase inhibitor sodium
orthovanadate and serine/threonine phosphatase inhibitors
before being processed for western blotting. A decrease in
pSerl3 immunoreactivity was still observed in colonic
biopsies from PD patients when this lysis method was used,
confirming that our results were not because of artifactual
dephosphorylation during sample preparation (Figure S3).

Discussion

Altogether, our previous results (Devos et al. 2013) and this
study show that the expression of GFAP is increased at both
mRNA and protein levels in mucosal and submucosal EGCs
in PD. In analogy with the central nervous system, it has
been proposed that GFAP up-regulation in the gut is induced
by the activation of EGCs, a phenomenon known as reactive
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Fig. 4 Glial fibrillary acidic protein {GFAP) phosphorylation at serine
13 in colonic biopsies from Parkinson’s disease (PD}, multiple system
atrophy (MSA) and progressive supranuclear palsy {(PSP) patients and
in control subjects. {a} The specificity of the antibody against the
phosphotylated form of GFAP phosphotylated at serine 13 {pSeri3)
was assessed in enteroglial cells treated or not with a cocktail of three
phosphatase inhibitors including 1 1M okadaic acid, 5 uM ciclospotine
A, and 6.75 UM sanguinarine {OA+CsA+SGR}) for 3 h or with vehicle.
Fifteen pg of cell lysates were subjected to immunoblot analysis, with
the nitrocellulose membrane being treated with acid phosphatase
{acidPase} or not {buffer) before incubation with pSer13 antibodies. {b}
Biopsies lysates (15 pg of protein per sample) were subjected to
immunoblot analysis using pSeri3 antibody and reprobed with
PanGFAP and beta-actin antibodies. The GFAP-Phospho-Ser13
antibody detects two bands at 55 and 50 kDa that comigrate with the
two corresponding bands detected by PanGFAP antibody, either in
biopsies from controls {CTRL), PD, PSP or MSA. {c) Quantification of
the two immunoreactive bands at 55 and 50 kDa detected by the
pSer13 antibody. The optical densities of the two pSeri3-immunore-
active bands were measured, normalized to the opfical densities of
PanGFAP-immunoreactive bands in the same samples, expressed as
percentages of controls and added. Data correspond to mean + SEM
of 12 samples for CTRL, 19 samples for PD patients, 6 samples for
MSA, and 5 samples for PSP patients {patients vs. control,
***p < 0.001).

gliosis. In the past few years, several studies have demon-
strated that EGCs are critically involved in maintaining gut
homeostasis (Neunlist ez a/. 2013) and especially in regulat-
ing gut inflammation (Cabarrocas et al. 2003; Ruhl 2005).
Reactive gliosis as well as morphologically altered EGCs
have been reported in the gut of patients with inflammatory
bowel disease (Cornet et al. 2001; Boyen von et al. 2011)
and studies in transgenic animals have showed that enteric
glia ablation resulted in severe gut inflammation (Bush ez al.
1998; Cornet et al. 2001; Aube et al. 2006). Further
supporting the link between EGCs and inflammation, in
vitro experiments obtained in cultured EGC showed that pro-
inflammatory cytokines such as tumor necrosis alpha
increase the expression levels of GFAP (Boyen von et al.
2004) and that once reactive, enteric glia is capable of
secreting interleukin-6 (Ruhl et al. 2001). Regarding PD, we
have recently shown that the expression levels of the main
pro-inflammatory cytokines were increased in the colonic
biopsies from PD patients and correlated with the expression
of GFAP mRNA (Devos et al. 2013). By demonstrating the
occurrence of glial reaction in the gut of PD patients, our
results strongly support the assumption that PD is not
restricted to the brain but is rather a systemic disorder that
affects the peripheral autonomic networks and in particular
the ENS (Braak and Del Tredici 2008; Beach ez al. 2009).
The data also reinforce the role of peripheral inflammation
and associated glial reaction in the initiation and progression
of the disease (Lema Tomé et al. 2013).

Various degrees of astrocytic reaction have been reported
in the brain of parkinsonian syndromes, including PD, PSP,
and MSA. In PD, reactive astrogliosis is usually mild, but
abnormal synuclein deposition occurs in astrocytes, whereas
MSA and PSP cases show marked astrocytic reaction,
which is thought to contribute to neurodegeneration (Song
et al. 2009). We show in the present report that, by contrast
to PD, the levels of GFAP in colonic biopsies from PSP and
MSA patients are either comparable or lower to the control
subjects. This lack of increase in GFAP expression in the
gut of MSA and PSP patients is a strong argument against
the occurrence of enteric reactive gliosis and strongly
suggests that the pathology in PSP and MSA is limited to
the central nervous system. This is further supported by a
small set of studies that showed the absence or paucity of
pathologic lesions in the peripheral nervous systems in these
two disorders (Wakabayashi et al. 2010; Pouclet et al.
2012).

Regarding the GFAP isoforms, our results were consistent
between real-time PCR and western blot analyses and
showed that GFEAPk, which is the most recently discovered
GFAP isoform (Blechingberg et al. 2007), is by far the major
isoform expressed by EGCs obtained from gastrointestinal
biopsies. This stands in sharp contrast with the data that were
recently obtained in human brain showing that the median
expression level of GFAPk transcript was 1.1% when the
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level of GFAPu was set at 100% (Kamphuis et al. 2014).
The GFAPx protein has a C-terminal tail that is different
from the C-terminal tails of the GFAPo and GFAPS isoforms
and it has been suggested that these differences may have a
physiological consequence as GFAPk, in contrast with
GFAPo, has a low propensity to form homomeric interme-
diate filaments (Blechingberg et al. 2007). Whether the high
expression level of GFAPK in the gastrointestinal tract has an
impact on the physiology of EGCs still needs to be studied.
Furthermore, it remains to be determined if the EGCs from
the myenteric plexus, which are not accessible to routine
gastrointestinal biopsies, also preferentially express GFAPk
like their mucosal and submucosal counterparts.

The phosphorylated residues located at the amino terminus
of GFAP, including threonine 7, serine 8, 13, 17, and 34, are
involved in the regulation of the protein self-assembly
(Inagaki et al. 1994). Phosphorylation of GFAP at its
amino-terminus residues causes disassembly of the interme-
diate filaments and conversely its dephosphorylation restores
its potential to assemble (Takemura et al. 2002). As the
integrity of the cytoskeleton is essential for normal astrocyte
function, it has been suggested that GFAP phosphorylation
may be an important regulatory mechanism in central nervous
system disorders. In spite of this, there are very few studies
that have examined the phosphorylation state of GFAP in
pathological conditions. Using two-dimensional immuno-
blotting, Korolainen and collaborators convincingly showed
that the total amount of phosphorylated GFAP was increased
in Alzheimer’s diseases brains (Korolainen ez al. 20053). Only
two reports used a phospho-specific antibody to examine
GFAP phosphorylation in brain neurodegeneration or insults.
Using a phosphoproteomic analysis, Herskowitz et al.
showed that the phosphorylation of GFAP at serine 13 was
increased in the brain of individuals with frontotemporal lobar
degeneration, a result that was validated by immunoblot with
a phospho-specific antibody for GFAP phosphorylated at
serine 13 (Herskowitz et al. 2010). Recently, Sullivan et al.
(2012) demonstrated that the occurrence of hypoxia in pig
brains was associated with increased amount of phosphory-
lation of GFAP at serine 13. Our findings showing GFAP
hypophosphorylation at serine 13 in enteric glia during PD are
thus apparently at odds with previous observations in brain
damage. Nevertheless, given the role of GFAP phosphoryla-
tion in the plasticity of glia cytoskeleton, it could be argued
that glial cells respond differently depending on the neuro-
degenerative process and that, by contrast to Alzheimer’s
disease and frontotemporal dementia, reactive gliosis in PD is
associated with a drop in GFAP phosphorylation. In this
respect, it is worth noting that the phosphorylation state of
GFAP has hitherto not been investigated in the brain of PD
patients. As a logical follow-up of our study, it would be
logical to study whether GFAP is also hypophosphorylated in
brain astrocytes during PD.
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There is increasing interest in bidirectional signaling
between the gut microbiota and brain and the potential
impact of this communication on the development of
psychiatric and neurological disorders, leading to the concept
of a microbiota—gut-brain axis (Forsythe ez al 2012).
Although the precise mechanisms through which signals
from gut bacteria are communicated to the brain are still
largely unknown, evidence obtained from vagotomy exper-
iments point toward a key role for the vagus nerve in the
interplay between the microbiota and the brain (Forsythe
et al. 2012). In this context, the enteric neurons, which are
embedded in the wall of the gastrointestinal tract, show some
unique features that make them prime candidates to act as a
first relay between gut microbiota and the brain as: (i) some of
them, located in the submucosal plexus send axons to the gut
mucosa that are only micrometers away from the gut lumen
and thus from the gut flora, (ii) their neurochemical phenotype
and electrophysiological properties can be modulated by
changes in the composition of gut microbiota (Kunze et al.
2009), and (iii) they synapse with both afferent and efferent
vagal neurons (Walter et al. 2009). With regard to PD, Braak
suggested that the involvement of the enteric neurons by
Lewy pathology was an early event in the development of the
disease. This led to the assumption, the so-called Braak’s
hypothesis, that PD pathology may in fact begin in the
gastrointestinal tract further spreading to the central nervous
system via the vagal pre-ganglionic innervation of the gut and
thus following the brain—gut axis (Braak et al. 2006). Our
results, showing significant changes in EGC during PD,
further reinforce a possible role of the enteric nervous system
in the initiation or the progression of the disease. Further work
will be needed to determine whether changes in gut micro-
biota occur in PD and whether these changes are capable of
modifying enteric neurons and EGC.

Despite technological advances in the field of molecular
genetics and in in vivo imaging, no fully validated
biomarker for PD is available yet (Marek et al. 2008) and
there is still a need for new biomarkers that will comple-
ment the ones already available The observations that
demonstrated that Lewy pathology is not limited to the
central nervous system but also involves peripheral tissues
accessible to biopsies including skin, salivary glands, and
gut, provide new opportunities to develop original histo-
pathological markers of the disease that will directly assess
the pathological process in vivo (Lebouvier et al. 2010c).
Remarkably, by contrast to skin and salivary glands, a gut
biopsy does not only contain post-ganglionic neuronal
processes but a dense network of neurons and EGCs
(Lebouvier et al. 2010a,b). By showing differences in the
expression and phosphorylation of GFAP, our results
support the use of a single colonic biopsy as an original
source of biomarkers in PD beyond the sole assessment of
Lewy pathology.
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*Co-auteurs

Des altérations fonctionnelles et morphologiques de la BEI ont été régulierement
décrites dans des maladies digestives comme les MICI ou le syndrome de l'intestin irritable.
Les symptbmes gastro-intestinaux sont fréquents et précoces dans la MP et ils pourraient
étre impliqués de facon critique dans le développement de la maladie. Nous avons donc
mené cette deuxieme étude pour analyser si des modifications fonctionnelles et/ou
morphologiques de la BEI étaient présentes dans la MP. Pour cela des biopsies de
mugqueuse colique ont été prélevées lors de coloscopies sur 31 patients parkinsoniens et
11 témoins sains correspondant en age. Les perméabilités paracellulaire et transcellulaire
ont été évaluées en mesurant le flux d’acide sulfonique et de la peroxydase de raifort
respectivement, sur les biopsies coliques montées en chambre de Ussing. L’expression et la
localisation des protéines de jonction serrées ZO-1 et occludine ont été mesurées par
western blot et immunohistochimie. Les résultats que nous avons obtenus ne montrent pas
de moadification significative des perméabilités paracellulaire et transcellulaire entre les
parkinsoniens et les témoins sains. L’expression de l'occludine, mais pas de ZO-1, était
significativement diminuée dans les biopsies coliques des parkinsoniens comparés aux
témoins et la distribution cellulaire de ces deux protéines était altérée dans les mugueuses
coliques des parkinsoniens. Nos données montrent que la BEI est morphologiqguement
altérée dans la MP et renforcent le réle potentiel du TD dans [l'initiation et/ou la progression

de la maladie.

73



Clairembault et al. Acta Neuropathologica Communications (2015) 3:12
DOI 10.1186/540478-015-0196-0

RESEARCH

ACTA NEUROPATHOLOGICA
COMMUNICATIONS

Open Access

Structural alterations of the intestinal epithelial
barrier in Parkinson’s disease

Thomas Clairembault“z’}*, Lauréne Ledlair-Visonneau>*, Emmanuel Coron"*** Arnaud Bourreille**, Séverine Le Dily4,

Fabienne Vavasseur™” Ma rie-Francoise Heymannz'“’, Michel Neunlist

123 1247%

and Pascal Derkinderen

Abstract

Functional and morphological alterations of the intestinal epithelial barrier (IEB) have been consistently reported in
digestive disorders such as irritable bowel syndrome and inflammatory bowel disease. There is mounting evidence
that Parkinson’s disease (PD} is not only a brain disease but also a digestive disorder. Gastrointestinal involvement is
a frequent and early event in the course of PD, and it may be critically involved in the early development of the
disease. We therefore undertook the present survey to investigate whether changes in the IEB function and/or
morphology occur in PD. Colonic biopsies were performed in 31 PD patients and 11 age-matched healthy controls.
The para- and transcellular permeability were evaluated by measuring sulfonic acid and horseradish peroxidase flux
respectively, in colonic biopsies mounted in Ussing chambers. The expression and localization of the two tight
junctions proteins ZO-1 and occludin were analyzed by Western blot and immunofluorescence, respectively. The
para- and transcellular permeability were not different between PD patients and controls. The expression of occludin,
but not ZO-1, was significantly lower in colonic samples from PD patients as compared to controls and the cellular
distribution of both proteins was altered in colonic mucosal specimens from PD patients. Our findings provide
evidence that the IEB is morphologically altered in PD and further reinforce the potential role of the gastrointestinal
tract in the initiation and/or the progression of the disease.

Keywords: Parkinson's disease, Intestinal epithelial barrier, Enteric nervous system, Tight junctions, Occludin, ZO-1
\

Introduction

The intestinal epithelium forms a regulated barrier, known
as intestinal epithelial barrier (IEB), between the blood cir-
culation and the contents of the intestinal lumen [1]. It
prevents the passage of noxious contents while allowing
the absorption and secretion of nutrients [1]. Penetration
of this barrier occurs via two routes, either between epi-
thelial cells via the paracellular pathway, or through epi-
thelial cell via the transcellular pathway [1]. Among the
most important structures of the intestinal barrier are the
epithelial tight junctions (TJs) that connect adjacent enter-
ocytes together to determine paracellular permeability
through the lateral intercellular space [2]. They are formed
by transmembrane proteins such as claudins and occlu-
dins connected to the actin cytoskeleton via high
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molecular weight proteins called zona occludens (ZO-1,
ZO-2 and 3) [2]. Increased permeability of the IEB along
with changes in the expression levels of TJs proteins have
been consistently reported in several digestive disorders
such as inflammatory bowel disease [3/4] and irritable
bowel syndrome [5,6].

It has become evident over the last 20 years that PD is
a gut disorder (reviewed in [7]). Gastrointestinal symp-
toms occur in almost every PD patient at some point
and are among the most debilitating non-motor features
of the disease [8]. These clinical data have been supported
by post mortem studies that demonstrated the presence of
Lewy bodies and neurites in the enteric neurons in nearly
every case examined pathologically [9,10]. The German
pathologist Heiko Braak suggested that the appearance of
Lewy pathology in enteric neurons develop early in the
course of disease, prior to the involvement of the central
nervous system [11]. This led him to suggest that the
gastrointestinal tract might be a portal of entry for a puta-
tive pathogen that would breach the IEB to induce the

© 2015 Clairernbault et al,; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (hitp://creativecornmons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public Dornain

Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article,

unless otherwise stated.

74



Clairembault et al. Acta Neuropathologica Communications (2015) 3:12

formation of Lewy bodies and neurites in the enteric
neurons [11].

The high prevalence of gastrointestinal symptoms and
pathology in PD and the possible derangement of gastro-
intestinal permeability in the pathogenesis of the disease
prompted several groups to investigate IEB permeability
in parkinsonian patients. The three studies, which have
been carried out to date have all used absorption of sugar
probes as a means to investigate non-invasively the para-
cellular permeability [12]. These studies, which have in-
cluded a small number of patients, led to conflicting
results. Two studies found a pattern of sugar absorption
reminiscent of small intestine hyperpermeability in a subset
of patients [13,14] while the third one showed an increase
in sucralose excretion without changes in the lactulose/
mannitol ratio, a pattern consistent with increased colonic
permeability [15]. We therefore undertook the present re-
search to analyze in more details the IEB in PD. To this
end, a functional and structural characterization of the IEB
was performed in colonic biopsies from PD patients.

Materials and methods

Subjects

A total of 42 subjects participated in this study, 31 PD
patients and 11 healthy controls. PD patients aged 43-74
years were recruited from the movement disorder clinic at
Nantes University Hospital, France. Diagnosis of PD was
made according to criteria provided by the United King-
dom Parkinson’s Disease Survey Brain Bank [16]. Col-
lected demographic data included gender, age at onset and
disease duration, as well as age at colonoscopy. Complete
drug history was obtained, and an approximation of the
cumulative dose of L-dopa was made based on the equa-
tion developed by Parkkinen and collaborators [17]. Con-
trol subjects were healthy subjects who had a normal
colonoscopy performed for colorectal cancer screening.
All controls subjects underwent a detailed neurological
examination to rule out PD symptoms and cognitive defi-
ciency. Controls and PD patients were excluded if they suf-
fered from irritable bowel syndrome and/or anorectal
dysfunction. The study protocol was approved by the local
Committee on Ethics and Human Research (Comité de
Protection des Personnes Ouest VI) and registered on Clin-
icalTrials.gov (identifier NCT01748409). Written informed
consent was obtained from each patient and from each nor-
mal volunteer according to the principles of Helsinki.

Endoscopic procedure and colonic biopsies

For each subject, nine biopsies were taken in the sigmoid/
descending colon during the course of a rectosigmoido-
scopy for PD patients and during a colonoscopy for con-
trol subjects. Five biopsies were immersed in 4°C Hank’s
Balanced Salt Solution (Life Technologies, Saint Aubin,
France): three of these biopsies were immediately processed
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for the assessment of para- and transcellular permeability
in Ussing chambers while the two other biopsies were used
for immunohistochemistry experiments. Two biopsies were
stored at —80°C in lysis buffer RA1 (Macherey-Nagel,
Hoerdt, France) with 1% (v/v) B-mercaptoethanol (Sigma,
Saint Quentin Fallavier, France) for further analysis by
immunoblotting. The two remaining biopsies were
snap frozen in liquid nitrogen at the time of collection
and kept at -80°C.

Para- and transcellular permeability of colonic biopsies in

Ussing chambers

Three biopsies were mounted in Ussing chambers (World
Precision Instruments; WPI, Hertfordshire, UK) exposing
a surface of 0.011 cm”. Tissues were bathed on each side
with 3 ml of F12 supplemented Dulbecco’s Modified Eagle
medium (Invitrogen, France) containing 0.1% (v/v)
fetal bovine serum, 200 mM Glutamine and 45 g/L of
NaHCO3. The medium was continuously oxygenated
and maintained at 37°C by a gas flow (95% O,/5%
CO,). After a 30 min baseline period, 275 uL of apical
medium was replaced with 200 uL of media containing
1 mg/mL of fluorescein-5,6-sulfonic acid (molecular
weight: 400 Da) (Life Technologies) for a final concen-
tration of 0.1 mg/mL to assess paracellular permeabil-
ity. Seventy-five microliters of media with 10 mg/mL
of Horse Radish Peroxydase (HRP) (Sigma) were also
added to the basolateral chamber for a final concentra-
tion of 0.375 mg/mL to measure transcellular perme-
ability in a subset of PD patients and control subjects.
The fluorescence level of basolateral aliquots of 150 pl,
reflecting paracellular transit from the luminal surface
was measured every 30 min over a 3-hour period using a
fluorimeter (Varioskan®, ThermoFisher Scientific, Cillebon
sur Yvette, France). HRP quantities in the basolateral
chamber, reflecting transcellular transit from the apical
surface, was measured using an enzymatic activity assay
with 3,3)5,5"-tetramethylbenzidine reagent (BD Bioscience,
Le Pont de Claix, France). Paracellular and transcellular
permeabilities were determined by averaging the gradient
of change in fluorescence intensity over time in the three
biopsies that were analyzed per patient, using a linear re-
gression fit model (GraphPad Prism 5, La Jolla, USA).

Western blot

For the analysis of ZO-1 expression, total proteins from
the 2 biopsies stored in RA1 buffer were precipitated
and prepared for Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(PAGE) using protein precipitator and resuspension
buffer (Protein solving buffer and (tris(2-carboxyethyl)
phosphine) TCEP reducing agent, PSB/TCEP) from
NucleoSpin Triprep Kit (Macherey-Nagel, Hoerdt, France)
according to the manufacturer’s instructions. For experi-
ments on the transmembrane protein occludin, the two
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dry frozen biopsies stored at -80°C were lysed in UTC
buffer (7 M Urea, 2 M Thiourea and 4% CHAPS) containing
a protease inhibitor cocktail (Complete™, Roche, Meylan,
France) using the “Precellys 24” tissue homogenizer
(Bertin technologies, Saint Quentin-en-Yvelines, France)
and followed by sonication with “vibracell 75 186" device
(Sonics, Newton CT, USA). Equal amounts of lysate were
separated using the Invitrogen NuPage Novex 3-8%
Tris-Acetate Midi Protein Gels™ for ZO-1 or NuPage
Novex 4-12% Bis-Tris MidiGels™ for occludin before
electrophoretic transfer to nitrocellulose membranes
with the iBlot™ Dry Blotting System also from Invitro-
gen. Membranes were processed for immunoblotting
using rabbit polyclonal anti-ZO-1 (1:500, Life Technologies)
and rabbit anti-occludin (1:250, Abcam, Paris, France) anti-
bodies and the relevant immunoreactive bands were quan-
tified as previously described [18].

Microdissection and immunohistochemistry
Microdissection was performed as previously described
[19] in two out of the nine biopsies taken per patient. Each
whole-mount preparation of submucosa obtained from a
single biopsy was permeabilized for 3 hours in phosphate
buffered saline (PBS)/NaNj containing 1% (v/v) Triton
X-100 and 10% (v/v) horse serum and then incubated
with antibodies against phosphorylated alpha-synuclein
(1:5000, WAKO, Osaka, Japan) and PGP9.5 (1:10,000;
Ultraclone Limited, UK). Each whole-mount preparation
of mucosa was treated for 24 h with Scale A2 solution
composed of 4 M urea, 10% (w/v) glycerol and 0.1% (v/v)
Triton X100 [20] then incubated with rabbit polyclonal
antibodies to ZO-1 (1:100, Life Technologies) and occludin
(1:100, Abcam). Suitable secondary antibodies conjugated to
Alexa Fluor 488 and 594 were used (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France). Following incubation with the secondary
antibodies, the mucosa samples were treated for 10 minutes
with a solution of 0.3% (w/v) of Sudan Black B powder
(Sigma) dissolved in 70% (v/v) ethanol, then washed exten-
sively with PBS. Whole specimen of submucosa and mucosa
were viewed under an Axio Zoom.V16 stereomicroscope
(Zeiss, Marly Le Roi, France). All samples were deidentified
and studied in a blinded manner. For the analysis of ZO-1
and occludin immunofluorescence, the percentage of mor-
phologically normal crypts per biopsy was calculated and
the following classification was used: ‘normal; more than 2/3
of morphologically normal crypts; ‘mild disruption’ between
1/3 and 2/3 of morphologically normal crypts; ‘disrupted*
less than 1/3 of morphologically normal crypts.

Statistics

All data are given as the mean + standard error of the
mean (SEM). For comparisons of means between groups,
a Mann—Whitney test was performed. Differences were
deemed statistically significant if p < 0.05.
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Results

A total of 31 PD patients and 11 controls were included.
Table 1 shows the main clinical and demographic fea-
tures of all patients. Age and sex did not differ sig-
nificantly between PD patients and control subjects
(mean age was 64.2+2.1 for PD and 60.6 +1.4 for
controls, p=0.25; 22/31 male in PD group and 6/11
male in control group, p =0.13).

Para- and transcellular permeability are unaffected in PD

In a first set of experiments, we evaluated whether IEB
is functionally altered in PD patients. The para- and

Table 1 Main clinical characteristics of PD patients

Age Sex Disease duration Cumulative lifetime
(years) dose of L-dopa {mg)

1 70 F 2 0
2 64 M NK NK
3 70 M NK NK
4 66 M 23 66111000
5 47 F 2 0
6 62 M 4 3823375
7 74 M 13 1505625
8 53 M 4 2372500
9 69 M 25 273750
10 43 F 1 508050
11 67 M 23 0
12 58 M 7 2135250
13 58 M 9 1533000
14 72 F 14 1442662.5
15 64 M 4 492750
16 64 M 10 355875
17 56 M NK NK
18 66 M 4.6 0
19 62 M 26 1560375
20 70 F 22 219000
21 57 M 1.8 0
22 58 M 13 2007500
23 50 M 8 1286625
24 69 F 28 3759500
25 62 M 8 511000
26 56 F 8 1241000
27 46 M 10 1213625
28 56 F 84 866875
29 58 F 438 447125
30 54 M 24 3085423
31 58 M 10 3374130

NK: not known.
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transcellular permeability of colonic biopsies were mea-
sured in Ussing chambers in both PD patients and con-
trol subjects using sulfonic acid and HRP, respectively.
No difference in the sulfonic acid flux was observed be-
tween PD patients and control subjects (n=31 and 11,
respectively; p=0.65) (Figure 1A). HRP flux was also
comparable between PD subjects and healthy controls
(n =21 and 9, respectively; p = 0.39) (Figure 1B). Although
not statistically different from controls, the sulfonic acid
and HRP flux values were heterogeneous between PD pa-
tients (Figure 1A and B). We thus investigated if the main
clinical features of the disease had any influence on IEB
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Figure 1 Comparison of para- and transcellular permeability
in PD patients and healthy controls. (A) For the evaluation of
paracellular permeability, the flux of sulfonic acid (SA flux) was
measured in colonic biopsies mounted in Ussing chambers,
expressed in arbitrary units (AU), in PD patients (n=31) and
controls (CTRL, n=11). No significant changes were observed
between the two groups {p = 0.65). (B) For the evaluation of
paracellular permeability, the flux of horseradish peroxidase
{HRP flux) was measured in colonic biopsies mounted in Ussing
chambers, expressed in ng/mL/min, in PD patients {n = 21) and
controls {CTRL, n=9). No significant changes were observed
between the two groups {p =0.39).
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permeability. We did not observe any correlation between
age, disease duration or lifetime cumulative dose of L-
DOPA and the values of sulfonic acid or HRP flux
(Table 2).

There is a growing body of evidence supporting a key
role for submucosal enteric neurons in the regulation of
IEB functions [21-23]. This prompted us to study if the
flux values of sulfonic acid and HRP were related to the
presence of Lewy bodies and Lewy neurites in the sub-
mucosa. To this end, two biopsies per patient were
immunohistochemically assessed for the presence of
Lewy pathology using antibodies against phosphorylated
alpha-synuclein and PGP9.5 (Figure 2A and B). A biopsy
was deemed positive when containing at least one inclu-
sion immunoreactive for both phosphorylated alpha-
synuclein and PGP9.5 (Figure 2C). A patient was noted
as positive when at least one of the two biopsies dis-
played inclusion(s). In accordance with our previous
reports [24,25], the intraneuronal inclusions found in
the submucosal plexus were chiefly observed in the
neuronal processes and thus reminiscent of Lewy neur-
ites (Figure 2A-C). Twenty-three out of 31 PD patients
were positive for phosphorylated alpha-synuclein inclu-
sions. All control subjects were devoid of inclusions.
The values of sulfonic acid and HRP flux were not dif-
ferent between PD patients with or without inclusions
(Figure 2D and E).

Expression of the tight junction protein occludin is
decreased in PD

We next investigated whether structural changes in the
IEB occur in PD. The expression levels of the TJs pro-
teins ZO-1 and occludin were analyzed by Western blot
in colonic biopsies from PD subjects and healthy con-
trols. A significant decrease in the expression of occlu-
din was observed in colonic samples of PD patients as
compared to controls (Figure 3A and B). A doublet band
of approximately 220 kDa was observed on Western blot
with antibodies against ZO-1 (Figure 3A). As previously
shown, these two bands most likely represent the two
ZO-1 isoforms [26,27]. By contrast to occludin, no change
in ZO-1 expression levels was observed in PD whether the
two bands were quantified together (Figure 3C) or separ-
ately (data not shown).

Table 2 Spearman’s correlation with sulfonic acid (SA)
and HRP permeability in PD patients

Age Disease Cumulative lifetime
duration dose of L-dopa
SA p=0.090 p=0.788 p=0.830
r=0.303 r=0.052 r=-0.046
HRP p=0.165 p=0.469 p=0.754
r=0.323 r=0.172 r=0.082
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Figure 2 Sulfonic acid and HRP flux in PD in patients with and without enteric Lewy pathology. Repre
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Cellular distribution of the TJs proteins is altered in PD

The cellular distribution of occludin and ZO-1 was fur-
ther investigated by immunofluorescence in 8 controls
and 31 PD subjects. Samples from 3 controls were ex-
cluded because the mucosa was too small and/or too
damaged to allow a reliable analysis of the TJs morph-
ology. A mean of 96.4 crypts per biopsy were analyzed.
We observed differences in the cellular distribution of
both ZO-1 and occludin between PD patients and

controls (Figure 4). A normal and typical reticular pat-
tern of occludin and ZO-1 staining was observed in the
colonic samples of 6 out of 8 controls (Figure 4A and C,
Additional file 1) and in only 9/31 PD patients (Figure 4B
and D, Additional file 1). TJs morphology was disrupted
and irregularly distributed in the mucosa of 1 out of 8
controls (Figure 4A and C, Additional file 1) and in 14/
31 PD patients (Figure 4B and D, Additional file 1). An
occasional and mild disruption of TJs morphology was
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Figure 3 Expression of TJs proteins in colonic biopsies from patients with Parkinson’s disease (PD) and control subjects (CTRL). Biopsies
as a loading control. The optical densities of occludin (B) and ZO-1 (C) immuncreactive bands were measured, normalized to the optical densities

samples for control subjects {CTRL) and 31 samples for Parkinsen’s disease (PD) patients. Patients versus control, *: p < 0.05.

ysis using antibodies against occludin and ZO-1 (A). Beta-actin was used

as percentages of controls. Data correspond to mean + SEM of 11

observed in the remaining control subject and in 8/31
PD samples (Figure 4 and Additional file 1). An in-
creased staining of occludin in the cytoplasm of colonic
enterocytes, suggestive of protein internalization, was
observed in PD samples as opposed to the healthy group
where occludin was mostly located in the TJs (Figure 4C
and D). Worthy of note was the presence of moderate to
severe TJs disorganization in the 5 patients who had
never received levodopa, suggesting that the altered TJs
morphology was not related to chronic levodopa intake
(Additional file 2 and Table 1).

Discussion

The TJs are intercellular protein complex located at the
apical portions of the lateral membranes of epithelial
cells which play a key role in the regulation of IEB para-
cellular permeability. They are composed of transmem-
brane proteins, such as claudins and occludin and a
wide spectrum of cytosolic proteins among which is ZO-1
[1]. By showing a decrease in occludin expression
along with TJs disorganization, our study is the first to

provide evidence that the IEB is structurally altered in
PD. Previous studies have shown intestinal tissue expres-
sion and distribution of occludin to be markedly de-
creased in patients with intestinal permeability disorders,
including inflammatory bowel disease [28] and irritable
bowel syndrome [6]. Recent data from genetic and epi-
demiological studies provided support for an association
between diseases of the gastrointestinal tract and the sus-
ceptibility to developing PD. The CARDI15 gene known to
be associated with Crohn's disease is over-represented in
patients with PD [29]; vice versa, the Leucine-rich repeat
kinase 2 (LRRK2) gene, a causative PD mutation, was re-
cently identified as a major susceptibility gene for Crohn’s
disease by genome-wide association studies [30]. More-
over, patients with irritable bowel syndrome are almost
50% more likely to develop PD than people who are free
of this gastrointestinal disorder [31]. Our results show that
the two disorders also share similarities at the molecular
levels further supporting the assumption that irritable
bowel syndrome may actually belong to early signs of
gastrointestinal involvement in PD [32]. They also support
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Figure 4 Localization of TJs proteins in the colonic mucosa of healthy controls (CTRL) and patients with Parkinson’s disease (PD).
phs of the colonic mucosa labeled with antibodies against ZO-1 (A, B) and occludin (C, D) in the colonic mucosa
ale bar: 100 um. High-magnification image of each area marked by red square; scale bar: 10 pm.

PD

the hypothesis that the brain gut-axis might be critically
involved in the pathophysiology of both disorders [7,33].
Studies of intestinal permeability in humans have
mainly been carried out with in vive techniques, usually
with oral ingestion of various sugar probes and measure-
ment of urinary excretion [12]. To date, the three studies
that attempted to evaluate intestinal permeability in PD
using this technique have provided only preliminary and
conflicting results. Two of these studies focused on the
lactulose/mannitol ratio, which evaluate small intestinal
permeability. As a group, the 15 PD patients studied by
Davies and collaborators had a significant increase in the
lactulose/mannitol ratio when compared to age and sex
matched controls, but individual results in both groups
were highly overlapping [14]. Salat-Foix et al. showed
that the lactulose/mannitol ratio was only marginally
higher in 3 out of 12 PD patients [13]. In addition to lac-
tulose/mannitol ratio, Forsyth et al. also used sucralose
absorption for the assessment of colon permeability in 9
PD patients and 10 controls. They did not observe any
difference in the lactulose/mannitol ratio between the
two groups but found a significantly greater permeability
to sucralose in PD subjects [15]. The inconsistent results
on intestinal permeability in PD obtained with sugar
probes prompted us to measure IEB permeability by an-
other technique, namely Ussing chambers, in a larger
sample size. Although less commonly used than sugar
absorption, the Ussing chambers has proven to be a reli-
able and effective tool to measure IEB permeability of

gastrointestinal biopsies either paracellularly or transcel-
lularly over a 3 hour period [34]. Using this approach,
we showed that there were no significant differences in
para- and transcellular permeabilities between PD sub-
jects and controls. Nevertheless, the values of para-
cellular permeability as assessed by the sulfonic acid
flux in Ussing chamber were highly heterogeneous be-
tween PD patients, some displaying a level comparable
to controls while others had a more than a 2.5 fold
increase in sulfonic acid flux. These data suggest that
increased colonic permeability may be a feature for a
subset of PD patients, as already reported when sugar
probes were used [15]. The factors responsible for this
heterogeneity still remain to be determined, as we did
not observe any correlation between age, cumulative
dose of L-Dopa disease duration and the severity of al-
tered permeability.

On the surface, our results may seem contradictory, as
the decreased expression of occludin observed in PD pa-
tients was not accompanied by changes in paracellular
permeability. Occludin is a tetraspan protein with two
extracellular loops, which homophilically interact with
the adjacent cells [2]. Its role on IEB has been debated
since its initial discovery in 1993 [35]. Initial studies
strongly suggested that occludin was not required for
the TJs formation or the maintenance of barrier function
as occludin knockout mice lacked any noticeable defect
in intestinal TJs morphology or barrier function [36].
This has been recently challenged in an elegant study
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published by Al-Sadi ef al. [37]. The purpose of their re-
search was to better delineate the involvement of occlu-
din in IEB by studying the transepithelial flux of
various-sized probes after knocking down occludin both
in vitro and in vivo. They showed that the occludin
knock down caused a marked increase in the flux rates
of macromolecules above 5 kDa such as inulin and dex-
tran but had only modest effect on flux of smaller-sized
probes under 200 Da such as mannitol and urea [36].
Fluorescein-5,6-sulfonic acid, which was used for the as-
sessment of paracellular permeability in our study has a
molecular weight of 400 Da, likely to be too small for
detecting defects in IEB permeability induced by a mere
down regulation of occludin. This may explain the lack
of significant changes in IEB permeability observed in
PD patients in our study in spite of the occurrence of
structural changes.

The question arises as to what might be the clinical
relevance of our experimental findings. A current theory,
the so-called Braak’s theory, assumes that PD originates
in the gastrointestinal tract [11]. Braak and co-workers
suggested that the appearance of Lewy pathology occurs
in the earliest stage of PD in both the enteric nervous
system and the dorsal motor nucleus of the vagus
[11,38]. This led Braak to postulate that a pathogen may
breach the IEB to trigger Lewy pathology in the terminal
axons of the enteric neurons, further spreading to the
central nervous system via the vagal preganglionic in-
nervation of the gut [11,39]. In light of these consider-
ations, our results demonstrating altered intestinal TJs
structure in PD gain in importance as the down regula-
tion of occludin may favor the entry of a putative patho-
gen. This must be however balanced, as the stomach in
contrast to the colon appears to be the most suitable tar-
get for the pathologic insult to occur in Braak’s scenario.
Several studies have indeed described that Lewy path-
ology is distributed following a rostro-caudal gradient in
PD, with the lower esophagus and stomach having the
greatest involvement and the colon and rectum the low-
est [9,10], a distribution that parallels the vagal innerv-
ation of the gastrointestinal tract [40]. Further studies
are therefore warranted to analyze the mucosal barrier
permeability and morphology in gastric and duodenal
samples from PD patients.

Conclusions

In conclusion, we provide evidence for the first time that
morphological changes in the IEB occur in PD patients.
Qur results further reinforce the possible role of the
gastrointestinal tract in the pathophysiology of PD.
Further work is needed to determine if occludin down
regulation in the gut might facilitate the spreading of PD
pathology in the enteric nervous system and in the
brain.
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Additional files

Additional file 1: Percentage of morphologically normal crypts in
the colonic mucosa of healthy controls (CTRL) and patients with
Parkinson’s disease (PD).

Additional file 2: Localization of TJs proteins in the colonic mucosa
of the 5 with Parkinson’s disease (PD) who had never received
levodopa. Scale bar: 100 pm.
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Discussion

Au cours de ce travail de thése, nous avons montré que 'UNGE est modifiée de

différentes maniéres dans la MP.

Les résultats de notre premiére étude ainsi que ceux obtenus précédemment par
notre équipe montrent que I'expression de la GFAP est augmentée aussi bien au niveau des
transcrits que des protéines dans les CGE des biopsies de muqueuses épithéliales coliques
de nos patients parkinsoniens (Devos et al. 2013). Par analogie avec le SNC il a été proposé
gue 'augmentation de I'expression de la GFAP dans le TD traduit une activation des CGE,
un phénoméne appelé réactivité gliale ou gliose. Ces derniéres années, plusieurs études ont
montré que les CGE sont impliqguées dans le maintien de 'homéostasie du TD (Neunlist et
al. 2013) et particulierement dans la régulation de l'inflammation intestinale (Cabarrocas et
al. 2003; Ruhl et al. 2005). Des modifications morphologiques et biochimiques des CGE sont
observées dans le TD des patients atteints de MICI (Cornet et al. 2001; von Boyen et al.
2011) et une ablation sélective de la glie provoque une inflammation intestinale importante
chez le rongeur (Bush et al. 1998; Cornet et al. 2001; Aube et al. 2006). Des expériences in
vitro sur des cultures de CGE montrent que des cytokines pro-inflammatoires comme le
TNF-a augmentent I'expression de la GFAP (von Boyen et al. 2004) et qu’une fois activées
les CGE peuvent sécréter de I'IlL-6 (Ruhl et al. 2001). Concernant la MP nous avons
récemment montré que les niveaux d’expression des principales cytokines pro-
inflammatoires sont augmentés et sont corrélés avec I'expression des ARNm de la GFAP
dans les biopsies coliques des patients parkinsoniens (Devos et al. 2013). En démontrant la
présence d’une réaction gliale dans le TD des parkinsoniens, nos résultats supportent le fait
que la MP n’est pas restreinte au SNC mais qu’elle est plutét une pathologie systémique qui
affecte le systéme nerveux périphériqgue autonome et en particulier le SNE (Beach et al.
2009). Nos données renforcent également le réle de I'inflammation périphérique associée a

I'activation gliale dans ['initiation et la progression de la maladie (Lema Tomé et al. 2012).

Différents degrés d’activation astrocytaire ont été rapportés dans le cerveau de
syndromes parkinsoniens comme la MP, la paralysie supranucléaire progressive (PSP) et
I'atrophie multi-systéme (AMS). Dans la MP, l'astrogliose est généralement considérée
comme relativement peu importante, avec malgré tout la présence de dépodts d'alpha-
synucléine dans les astrocytes, alors qu’elle est plus marquée dans d’autres syndromes
parkinsoniens dégénératifs que sont la PSP et TAMS (Song et al. 2009). Pendant ce travail
de these nous avons montré que, contrairement a la MP, les niveaux de GFAP dans les

biopsies coliques des patients atteints de PSP ou d’AMS sont comparables voir plus bas que
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les témoins. Cette absence de surexpression de la GFAP dans le TD des patients atteints de
PSP et d’AMS est un argument contre la présence d’une entérogliose et suggére que la PSP
et TAMS sont des pathologies restreintes au SNC. Ceci est dailleurs supporté par les
quelques études autopsiques disponibles qui ont montré I'absence de Iésions pathologiques
dans le systéeme nerveux périphérique dans le cadre de ces 2 pathologies (Wakabayashi et
al. 2010; Pouclet et al. 2012a).

Concernant I'expression des isoformes de la GFAP, nos résultats obtenus en
RTgPCR et Western blot sont concordants et montrent que la GFAPK, qui est l'isoforme la
plus récemment découverte (Blechingberg et al. 2007), est I'isoforme principale que l'on
retrouve dans les CGE. Des données a mettre en contraste avec celles obtenues a partir
d’échantillons de cerveau humain montrant que le niveau d’expression des transcrits de la
GFAPk atteint 1,1% de celui de la GFAPa (Kamphuis et al. 2014). La GFAPk a une queue
carboxy-terminale différente de celles de la GFAPa et de la GFAPS. Il a été suggéré que ces
différences pourraient avoir des conséquences physiologiques puisque la GFAPk forme
difficilement des filaments homomériques contrairement a la GFAPa (Blechingberg et al.
2007). L'impact physiologique sur le TD d’un haut niveau d’expression de la GFAPk dans les
CGE n’est pas encore connu et nécessite de plus amples études. De plus il reste a
déterminer si les CGE du plexus myentérique qui ne sont pas accessibles par la technique
classique des biopsies intestinales expriment de la méme maniére préférentiellement la
GFAPXK.

Les acides aminés phosphorylés localisés sur la téte amino-terminale de la GFAP, a
savoir la thréonine 7, les sérines 8, 13, 17 et 34, sont impliqués dans la régulation de
'assemblage de la protéine en filament (Inagaki et al. 1994). La phosphorylation de la GFAP
a l'extrémité amino-terminale induit le désassemblage des filaments intermédiaires et sa
déphosphorylation restaure le potentiel d’assemblage de la protéine (Takemura et al. 2002).
Etant donné que lintégrité du cytosquelette est essentielle pour le bon fonctionnement des
astrocytes, il a été suggéré que la phosphorylation de la GFAP pourrait étre un mécanisme
de régulation important dans les maladies du SNC. Malgré cela, peu d’études se sont
intéressées aux niveaux de phosphorylation de la GFAP en conditions pathologiques. En
utilisant une approche par électrophorése bi-dimensionnelle, Korolainen et al. ont montré
une augmentation de la phosphorylation de la GFAP dans le cerveau de patients atteints
d’Alzheimer (Korolainen et al. 2005). Seulement 2 études ont examiné la phosphorylation de
la GFAP a travers [utilisation d’anticorps phospho-spécifiques dans des traumatismes
cérébraux ou des maladies neurodégénératives. La premiere a montré par une analyse en

phosphoprotéomique que la phosphorylation de la GFAP sur la sérine 13 est augmentée
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chez les individus avec une dégénérescence lobaire fronto-temporale, un résultat validé par
des immunoblots avec un anticorps spécifique de ce site de phosphorylation sur la GFAP
(Herskowitz et al. 2010). Plus récemment, Sullivan et al. ont démontré dans le cerveau du
cochon que I'hypoxie est associée a une augmentation de la phosphorylation de la sérine 13
de la GFAP (Sullivan et al. 2012). Nos résultats montrant une hypophosphorylation sur ce
méme site semblent donc étre en contradiction avec ces observations. Néanmoins, étant
donné le role de la phosphorylation de la GFAP dans la plasticité du cytosquelette glial, on
pourrait soutenir que les cellules gliales répondent de fagons différentes selon le contexte
neurodégénératif (Figure 25) et que, par contraste avec la maladie d’Alzheimer et la
dégénérescence lobaire fronto-temporale, I'activation gliale dans la MP est associée a une
chute de la phosphorylation de la GFAP. A cet égard il est important de noter que I'état de
phosphorylation de la GFAP n’a pas encore été étudié dans le cerveau des patients
parkinsoniens. Comme suite logique a notre étude il serait donc intéressant d’étudier si la

GFAP est hypophosphorylée dans les astrocytes centraux des parkinsoniens.

Figure 25 : Représentation schématique des modifications de la phosphorylation de la GFAP dans la
MP. Une activation gliale par des modifications morphologiques et biochimiques des astrocytes a été
décrite dans le SNC dans la MP, La PSP et 'AMS (cellules vertes foncées). Dans le SNE, les CGE
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présentent des modifications biochimiques importantes dans la MP (cellules vertes foncées) mais pas
dans la PSP et 'AMS (cellules vertes claires). Les modifications biochimiques observées sont
illustrées par le niveau de phosphorylation de la GFAP. En conditions physiologiques tout comme
dans le SNE en cas de PSP et d’AMS, le niveau de phosphorylation de la GFAP commande I'état
d’équilibre entre I'assemblage et le désassemblage des formes solubles de GFAP en filaments et
protege la protéine de la dégradation (physiological GFAP organization). Dans la MP, la GFAP
entérique est hypophosphorylée et a donc une plus grande tendance a s’assembler et une plus
grande sensibilité au clivage protéique (reactive GFAP organization). Nous proposons que les
modifications de la phosphorylation de la GFAP régulent la plasticité des filaments gliaux et

éventuellement les fonctions des CGE.

Dans le contexte de I'hypothése de Braak, nos données sur l'activation des CGE
associées a la présence d'une inflammation de bas grade dans les biopsies coliques des
parkinsoniens renforcent le réle potentiel du TD et du SNE dans Tlinitiation et/ou la
progression de la MP. En effet Braak et al. ont suggéré que la pathologie de Lewy touchait
le noyau moteur dorsal du nerf vague et le SNE précocement au cours de I'évolution de la
maladie (Braak et al. 2003). Ces observations conduisirent Braak a proposer I'hypothése
selon laquelle un pathogéne présent dans I'environnement passerait la BEI et déclencherait
les premieres lésions au niveau des neurones entériques du plexus sous-muqueux avant
que celles-ci ne se propagent au plexus myentérique pour gagner ensuite progressivement
le SNC en empruntant l'innervation vagale du TD (Braak et al. 2006). Si cette hypothése est
vraie, ceci implique que la BEI des parkinsoniens est plus perméable pour laisser passer cet
éventuel agent pathogéne. C’est la raison pour laquelle notre second travail a porté sur la
caractérisation de latteinte de la BElI en nous intéressant plus particulierement aux
perméabilités para et transcellulaires et a I'expression des protéines des jonctions serrées.
En montrant une diminution de I'expression de l'occludine avec une désorganisation des
jonctions serrées, notre étude est la premiére a mettre en évidence que la BEI est
structurellement altérée dans la MP. Des travaux précédents ont montré que I'expression et
la distribution de I'occludine est nettement diminuée chez les patients avec des altérations de
la perméabilité intestinale comme cela est noté dans les MICI et le syndrome de l'intestin
irritable (Gassler et al. 2001; Bertiaux-Vandaéle et al. 2011). Des données récentes d’études
génétiques et épidémiologiques apportent des arguments en faveur d'un lien entre des
pathologies intestinales et la MP. Le géne CARD15 connu pour étre associé a la maladie de
Crohn est sur-représenté dans la MP (Bialecka et al. 2007). A linverse, le géne LRRK2
(Leucin Reach Repeated Kinase 2), dont la mutation induit une MP, a été récemment
identifié comme un géne majeur de susceptibilité pour la maladie de Crohn (Barrett et al.
2008). De plus les patients avec un syndrome de l'intestin irritable présentent 50% de risque

de développer une MP en comparaison aux personnes ne présentant pas de troubles
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gastrointestinaux (Lai et al. 2014). Nos résultats montrent également que ces 2 pathologies
partagent des similarités jusqu’au niveau moléculaire ce qui permet de penser que le
syndrome de l'intestin irritable pourrait faire partie des signes digestifs précoces impliqués
dans la MP (Cersosimo et al. 2013). lls supportent également I'hnypothése que I'axe intestin-
cerveau pourrait bien étre impligué de facon critique dans la physiopathologie de ces
2 maladies (Derkinderen et al. 2012; Coss-Adame and Rao 2014).

Les études de la perméabilité épithéliale intestinale chez ’'homme ont principalement
été menées in vivo en mesurant I'excrétion urinaire de différents sucres non métabolisables
aprés ingestion (Hollander 1999). A ce jour les 3 études qui se sont intéressées a évaluer la
perméabilité intestinale dans la MP en utilisant cette technique ont montré des résultats
souvent préliminaires et discordants. Deux de ces études se sont focalisées sur le ratio
lactulose/mannitol, qui permet d’évaluer la perméabilité de l'intestin gréle. Les 15 patients
étudiés par Davies et al. avaient une augmentation significative de ce ratio comparés au
témoins mais les résultats individuels de chaque groupe se chevauchaient (Davies et al.
1996). Salat-Foix et al. ont montré un ratio lactulose/mannitol seulement marginalement plus
haut chez 3 parkinsoniens sur 12 (Salat-Foix et al. 2012). En plus de ce ratio, une autre
étude a également utilisé le sucralose pour évaluer la perméabilité du colon chez
9 parkinsoniens et 10 témoins. Elle ne met pas en évidence de modification du ratio
lactulose/mannitol entre les 2 groupes mais montre une augmentation significative de la
perméabilité au sucralose chez les parkinsoniens (Forsyth et al. 2011). En raison de
I'inconsistance et de la variabilité des résultats obtenus avec les sucres non métabolisables,
nous avons utilisé une autre approche, les chambres de Ussing, pour mesurer la
perméabilité de la BEI. Bien que moins fréquemment utilisées, les chambres de Ussing
permettent d’évaluer la perméabilité paracellulaire et transcellulaire de biopsies intestinales
sur une période de 3h (Wallon et al. 2005). Nous n’avons pas observé de modification des
perméabilités para et transcellulaires en chambre de Ussing chez nos parkinsoniens par
rapport a nos sujets témoins. Néanmoins les valeurs obtenues par mesure du flux d’acide
sulfonique se sont révélées trés hétérogénes parmi les patients parkinsoniens. Certains
présentaient un flux similaire aux témoins alors que d’autres présentaient un flux jusqu’a
2,5 fois plus élevé. Ces données suggerent que l'augmentation de perméabilité colique
pourrait étre une caractéristique chez un sous-groupe de patients comme cela a été suggéré
quand les sucres non métabolisables étaient utilisés (Forsyth et al. 2011). Le ou les
facteur(s) responsables de cette hétérogénéité restent toutefois a identifier car nous n’avons
pas observé de corrélation entre I'age, la dose cumulée de L-Dopa, la durée d’évolution de la

maladie et le degré d’altération de la perméabilité.
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A premiére vue nos résultats sur la BEIl des parkinsoniens peuvent paraitre
contradictoires puisque la diminution d’expression de I'occludine que nous observons chez
les patients parkinsoniens n’est pas accompagnée d’'une modification de la perméabilité
paracellulaire. L'occludine est une protéine des jonctions serrées comportant 2 boucles
extracellulaires qui interagit de facon homophilique avec les cellules adjacentes (Suzuki
2013). Son réle dans la BEI est débattu depuis sa découverte en 1993 (Furuse et al. 1993).
D’une maniére étonnante les premiéres études suggéraient que l'occludine n’était pas
impliquée dans la formation des jonctions serrées et la maintenance de la BEI étant donné
que les souris occludine” ne présentaient pas d’anomalies notables de la BEl ou des
jonctions serrées (Saitou et al. 2000). Cependant une étude plus récente montre que les
souris occludine” ont une augmentation importante de la perméabilité aux macromolécules
de plus de 5kDa comme l'inuline ou le dextran sans avoir de modification de la perméabilité
des petites molécules de moins de 200Da comme le mannitol ou l'urée (Al-Sadi et al. 2011).
La molécule que nous avons utilisée pour les mesures de perméabilité paracellulaire, I'acide
sulfonique couplé a la fluorescéine, a un poids moléculaire de 400Da. Cette taille parait donc
incompatible avec la détection d’altérations de la perméabilité de la BEI induites par une
baisse d’expression de l'occludine. Cela pourrait expliquer le manque de modifications
significatives de perméabilité observé chez les parkinsoniens de notre étude malgré la

présence des altérations structurelles.

En repositionnant ces données face a 'hypothése de Braak, la détérioration de la
structure des jonctions serrées chez les parkinsoniens gagne en importance puisque la
sous-expression de l'occludine pourrait favoriser I'entrée d’un pathogéne. Cependant en
gardant a I'esprit que les pathologies de Lewy sont distribuées en suivant un gradient rostro-
caudal avec le tiers inférieur cesophagien et 'estomac les plus touchés par les Iésions et le
cblon et le rectum les moins atteints (Wakabayashi et al. 1988; Beach et al. 2009) les parties
hautes du TD semblent étre plus enclines a étre ciblées par un éventuel déclencheur
environnemental comme le voudrait le scénario de Braak. Les prochaines études devront
ainsi s’attacher a étudier la structure et la perméabilité de la BEI tout comme I'expression
des cytokines pro-inflammatoires et des marqueurs gliaux au niveau d’échantillons de

mugqueuses gastriques et duodénales de patients parkinsoniens.
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Conclusion

Bien que le rble physiopathologigue de 'UNGE dans la MP reste encore a définir en
étudiant plus profondément son atteinte, il existe un besoin pressant de biomarqueurs non
seulement pour différencier la MP parmi d’autres pathologies neurodégénératives mais aussi
pour évaluer la progression et la sévérité de la maladie. Malgré des avancées importantes
dans le domaine de la neuro-imagerie, il n’existe pas encore de biomarqueur validé pour la
MP. Les observations montrant que la MP n’est pas limitée au SNC mais qu’elle est
également étendue au systeme nerveux périphérique et notamment au SNE donnent de
nouvelles opportunités de développement de nouveaux biomarqueurs pour cette pathologie.
Jusqu’a maintenant la recherche de ces nouveaux biomarqueurs dans le SNE s’est focalisée
sur l'identification des agrégats d’alpha-synucléine (Visanji et al. 2014). L’identification de
modifications des CGE ainsi que d’altérations de la BEI au niveau moléculaire dans la MP
ouvre la voie a la découverte de biomarqueurs entériques, qui pourraient aller au-dela de la
simple mise en évidence des pathologies de Lewy. Au regard de son atteinte précoce dans
le développement de la maladie, 'UNGE pourrait donc étre considérée comme une source
de biomarqueurs précoces de la MP.
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RESUME

Le systéeme nerveux entérique (SNE) est un réseau neuronal présent sur 'ensemble du tractus
digestif, qui est touché par le processus pathologique chez la quasi-totalité des patients
parkinsoniens. Nous avons récemment montré que le SNE pouvait étre analysé du vivant du
patient en utilisant des biopsies digestives réalisées en routine. Ceci permet d'envisager le SNE
comme source originale de biomarqueurs histopathologiques de la maladie de Parkinson.

© 2013 Publié par Elsevier Masson SAS.

SUMMARY

The enteric nervous system (ENS) is an integrative neuronal network distributed along the entire
digestive tract that is affected by Lewy pathology in almost all Parkinson's disease (PD) patients.
We have recently shown that the ENS can be readily analyzed using routine colonic biopsies.
This led us to propose that the ENS is a unique window to assess the neuropathology in living PD
patients and may therefore be exploited to improve our understanding and management of PD.
© 2013 Published by Elsevier Masson SAS.

¥un point de vue pathologique, la mala-
D die de Parkinson (MP) est classique-
ment caractérisée par I'existence

d'une perte des neurones dopaminergiques
de la substance noire associée a la présence
d'inclusions intraneuronales, les corps et pro-
longements de Lewy dans les neurones sur-
vivants (Dickson et al., 2009). Il est toutefois
désormais bien établi que la pathologie de
Lewy ne se limite pas a la substance noire ni
au systéme nerveux central (SNC) mais qu'elle
touche aussi des systémes nerveux périphéri-
ques (Beach et al., 2009). Parmi ces réseaux

© 2013 Publié par Elsevier Masson SAS.
http:/fdx.doi.org/10.1016/ praneu.2013.10.009

neuronaux périphériques, le systéme nerveux
entérique (SNE) a regu une attention toute par-
ticuliere car (i) il a une organisation qui est
proche du SNC, (ii) il est touché par le proces-
sus pathologique chez la quasi-totalité¢ des
patients parkinsoniens, (iii) il peut étre facile-
ment analysé du vivant du patient en utilisant
des biopsies digestives réalisées en routine
(revue dans Derkinderen et al., 2011). Ceci
permet d'envisager le SNE comme source ori-
ginale de biomarqueurs de la MP, permettant
d'appréhender directement le processus
pathologique du vivant du patient.
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LE SYSTEME NERVEUX ENTERIQUE, UN
SECOND CERVEAU

Le SNE est un réseau neuronal distribué tout le long du tube
digestif, composé de plus de 100 millions de neurones, soit
autant que dans la moelle épiniére. Cette subdivision du
systéme nerveux végétatif est parfois appelée « le second
cerveau » car elle présente de nombreuses similitudes avec
le SNC et est capable de réguler de fagon autonome
les fonctions digestives, en partie indépendamment SNC
(Benarroch, 2007). Le SNC exerce toutefois une régulation
importante sur le SNE par des afférences et efférences sym-
pathiques (issues du ganglion sympathique prévertébral) et
parasympathiques (issues du noyau dorsal moteur du vague
et du noyau parasympathique sacré) (Benarroch, 2007).

Le SNE est organisé en deux plexus principaux, le plexus
myentérique (Auerbach), qui contréle essentiellement la moti-
lité digestive, et le plexus sous-muqueux (Meissner) qui est
principalement impliqué dans la régulation de la sécrétion
(Schemann et Neunlist, 2004). Les plexus myentérique et
sous-muqueux sont organisés en ganglions reliés par des
fibres inter-ganglionnaires (Fig. 7). Au sein des ganglions,
les neurones entériques sont fonctionnellement variés et plus
de 40 messagers intercellulaires ont été identifiés a ce jour
dans le SNE. Les différents neurotransmetteurs synthétisés
par les neurones entériques définissent leur codage neuro-
chimique et déterminent leur réle physiologique (Schemann et
Neunlist, 2004). Ainsi, le peptide vasoactif intestinal et le
monoxyde d'azote ont un effet inhibiteur sur la motilité

MUSCULEUSE :
couche longitudinale [
couche circulaire

SOUS-MUQUEUSE |
muscularis mucosae £

MUQUEUSE

Plexus sous-mugqueux
(de Meissner)
ganglion sous-muqueux

Plexus myentérique
(d'Auerbach)
ganglion myentérique

Figure 1. Représentation schématique du systeme nerveux
entérique.

T. Clairembauilt et al.

digestive et l'acétylcholine a un effet prokinétique. A coté
des neurones entérigues, les ganglions contiennent des cel-
lules gliales entériques qui partagent les propriétés morpho-
logiques et fonctionnelles des astrocytes du SNC (Gulbransen
et Sharkey, 2012).

LE SYSTEME NERVEUX ENTERIQUE EST
ATTEINT FREQUEMMENT ET PRECOCEMENT
PAR LA PATHOLOGIE DE LEWY AU COURS DE
LA MALADIE DE PARKINSON

Les premiéres descriptions de pathologie de Lewy dans le
SNE remontent aux années 1980. Des corps et prolonge-
ments de Lewy ont été mis en évidence dans le plexus
myentérique et &8 un moindre degré dans le plexus sous-
muqueux du cdlon, du tiers inférieur de I'cesophage et de
'estomac (Qualman et al., 1984 ; Kupsky et al., 1987 ;
Wakabayashi et al., 1988). Depuis, plusieurs travaux autop-
siques de grande envergure ont été menés afin de mieux
caractériser l'atteinte du SNE au cours de la MP. Une étude
réalisée par Thomas Beach et al. a montré que les Iésions
du SNE sont présentes chez la quasi-totalité des patients
parkinsoniens et sur I'ensemble du tube digestif, du tiers
inférieur de I'cesophage au rectum (Beach et al., 2009). Ces
lésions sont toutefois réparties selon un gradient rostro-
caudal, les corps et prolongements de Lewy étant plus
denses dans le tiers inférieur de I'cesophage que dans le
colon (Beach et al., 2009). Nous avons récemment montré
en utilisant des biopsies réalisées au cours d'une colonos-
copie qu'il existe aussi un gradient rostro-caudal dans le
colon, la pathologie de Lewy étant plus dense dans le colon
droit que dans le rectum. Des expériences complémentaires
sur ces mémes prélévements autopsiques ont montré qul'il
n'y a pas de perte neuronale significative dans les plexus
myentérique et sous-muqueux au cours de la MP et que la
pathologie de Lewy n'affecte pas préférentiellement un type
de neurone entérique (Annerino et al., 2012).

S'il ne fait donc désormais aucun doute que la grande
majorité des patients parkinsoniens a des corps de Lewy
« digestifs », la précocité de cette atteinte est encore sujette
a débat. L'hypothése d'une atteinte précoce du SNE a été
suggérée apres les publications d'Heiko Braak en 2003 et
2006 (Braak et al., 2003, 2006). Les études neuropatholo-
giques menées par cet anatomiste allemand ont permis de
mettre en évidence une progression temporospatiale ascen-
dante des corps de Lewy dans le tronc cérébral et I'encé-
phale (Braak et al., 2003). Ces travaux suggérent que les
premiéres lésions de la MP apparaitraient dans le noyau
dorsal du vague, bien avant l'atteinte de la substance noire
compacte. Le nerf vague innervant la quasi-totalité du trac-
tus digestif, il n'y avait qu'un pas pour envisager que le SNE
est la premiéere structure touchée par le processus patho-
logique (Braak et al., 2006). Bien que cette hypothése ait
regu de nombreux échos favorables, les données a la
fois anatomiques et expérimentales sont encore trop pré-
liminaires pour affirmer que le SNE est la premiére structure
nerveuse touchée au cours de l'évolution de la MP
(Jellinger, 2008).
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LE SYSTEME NERVEUX ENTERIQUE, UNE
SOURCE ORIGINALE DE BIOMARQUEURS POUR
LA MP

Malgré les progrés réalisés dans les domaines de la neuro-
imagerie et de la biochimie, il n'existe pas, a I'heure actuelle,
de biomarqueur validé permettant de faire un diagnostic pré-
coce ou de sévérité de la MP (Marek et al., 2008). La présence
de pathologie de Lewy dans des tissus nerveux périphériques
qui comme le SNE sont accessibles par biopsie permet d'envi-
sager le développement de biomarqueurs originaux de la
maladie (Lebouvier et al., 2010c).

Afin d'étudier les neurones entériques, nous avons mis au
point une technique de microdissection des biopsies digesti-
ves. Contrairement a la technique d'analyse classique des
biopsies digestives par inclusion en paraffine, notre méthode
permet d'isoler I'ensemble du plexus sous-muqueux et de faire
une analyse quantitative et morphologique des neurones quile
composent (Fig. 2) (Lebouvier et al., 2010a). En utilisant cette
technique, nous avons pu mettre en évidence des prolonge-
ments de Lewy chez prés de trois quarts des patients parkin-
soniens (Lebouvier et al., 2010b), des anomalies qui ne sont
pas retrouvées chez des témoins appariés en age et chez des
patients atteints d'atrophie multi-systématisée (Pouclet et al.,
2012b). La charge lésionnelle en prolongements de Lewy des
biopsies, évaluée par un score quantitatif, était corrélée a la
sévérité de I'atteinte clinique : les patients avec une charge
lésionnelle importante étaient ceux dont les signes axiaux
(instabilité posturale, dysarthrie notamment) étaient les plus
marqués (Lebouvier et al., 2010b). Ces signes axiaux tradui-
sent habituellement la sévérité de la maladie et il est donc
possible d'envisager I'utilisation de I'analyse des biopsies coli-
ques comme biomarqueur de sévérité de la maladie.

Les anomalies du SNE au cours de la MP ne se limitentpas ala
simple présence de pathologie de Lewy. En effet, nous avons pu
montrer récemment que les patients parkinsoniens ont
un niveau d'expression des cytokines pro-inflammatoires

Figure 2. Plexus sous-muqueux obtenu aprés microdissection de
biopsie colique. Un marquage neuronal obtenu avec un anticorps
dirigé contre les chaines lourdes des neurofilaments (NF220)
montre la présence de ganglions et un réseau interganglionnaire
dense. Un ganglion (agrandissement) contient de 3 a 5 neurones
en moyenne, une biopsie environ 150 neurones.
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(interleukine 6, tumor necrosis alpha et interféron gamma) et
des marqueurs gliaux plus élevés dans leurs biopsies digestives
que des témoins apparentés en age (Devos et al., 2012). Ces
données sont a rapprocher de celles obtenues dans le SNC, qui
montrent la présence d'une neuro-inflammation et d'une réac-
tion gliale dans la substance noire et le striatum (Hirsch et al.,
2012). Ceci suggere donc fortement que les anomalies obser-
vées dans le SNE des patients parkinsoniens vont bien au-dela
des inclusions intraneuronales et qu'elles pourraient refléter
dans leur intégralité les anomalies observées dans le SNC.

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Le SNE n'est pas le seul tissu neuronal périphérique touché
par le processus pathologique au cours de la MP et qui soit
accessible par biopsie (Lebouvier et al., 2010c). Il a été ainsi
proposé de pratiquer des biopsies cutanées et de glandes
salivaires accessoires, mais jusqu'a présent I'analyse de ces
prélévements n'a pas permis de mettre en évidence la patho-
logie de Lewy avec une bonne sensibilité (moins de 20 %)
(Miki et al., 2009 ; Folgoas et al., 2013). La sensibilité de prés
de 75 % des biopsies digestives est donc largement supéri-
eure et pourrait étre améliorée en augmentant le nombre de
biopsies coliques analysées ou en utilisant des biopsies de
tube digestif haut (Pouclet et al., 2012a). En effet, la densité de
la pathologie de Lewy dans le tube digestif des patients par-
kinsoniens est distribuée selon un gradient rostro-caudal, avec
une charge lésionnelle importante dans le bas cesophage et
I'estomac, plus faible dans le célon et le rectum (Beach et al.,
2009). Enfin, il sera important d'améliorer les conditions de
réalisation et d'analyse des biopsies digestives afin de pro-
poser des études a plus grande échelle. Notre technique
d'analyse des biopsies par microdissection nécessite qu'elles
soient disséquées et fixées immédiatement apres I'endosco-
pie par un personnel habitué a la technique (Lebouvier et al.,
2010a), ce qui limite son développement en tant que

Points essentiels

« | 'atteinte pathologique au cours de la maladie
de Parkinson (MP) n'est pas restreinte a la
perte neuronale nigro-striée. Elle concerne
aussi les systémes nerveux périphériques
autonomes et en particulier le systéeme nerveux
entérique (SNE).

L'étude du SNE permet de mettre en évidence
la pathologie de Lewy du vivant des patients
parkinsoniens, par le biais des biopsies
digestives.

Nous proposons que le SNE soit une source
originale de biomarqueurs histopathologiques
de la MP qui permettrait non seulement le diag-
nostic positif, mais aussi le suivi de la progres-
sion de la MP.
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biomarqueur potentiel. Une technique d'analyse des biopsies
qui pourrait étre réalisée aprés leur congélation permettrait
d'envisager des études multicentriques a plus grande échelle
en facilitant les procédures de conservation et de transport des
prélévements. Une éventualité est I'analyse du SNE par
électrophorése bidimensionnelle, une technique qui s'est mon-
trée efficace dans la détection des formes pathologiques
d'a-synucléine du SNC.
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Enteric Glial Cells: New Players in Parkinson’s Disease?
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ABSTRACT: Lewy pathology has been
described in neurons of the enteric nervous system in
nearly all Parkinson’s disease (PD) patients at autopsy.
The enteric nervous system not only contains a variety
of functionally distinct enteric neurons but also harbors
a prominent component of glial cells, the so-called
enteric glial cells, which, like astrocytes of the central
nervous system, contribute to support, protect, and
maintain the neural network. A growing body of evi-
dence supports a role for enteric glial cells in the patho-
physiology of gastrointestinal disorders such as
%

\

inflammatory bowel disease and chronic constipation.
We have recently shown that enteric glial cell dysfunc-
tion occurs in PD. In the present review, we discuss the
possible implications of enteric glia in PD-related gut
dysfunction as well as in disease initiation and develop-
ment. © 2014 International Parkinson and Movement
Disorder Society

Key Words: Parkinson’s disease; enteric nervous
system; enteric glial cells; GFAP

J

Over the last 15 years, that Parkinson’s disease (PD)
is a gut disorder has become evident.! Gastrointestinal
symptoms occur in almost every PD patient at some
point and are among the most debilitating non-motor
features of the disease.” These clinical data have been
supported by several pathological studies demonstrat-
ing the presence of Lewy bodies and neurites (together
referred to as Lewy pathology) in the enteric nervous
system. Since the first demonstration of Lewy bodies
in the enteric nervous system in 1984,> Lewy pathol-
ogy has been confirmed in the enteric neurons in
nearly every case examined pathologically.**

The enteric nervous system also contains a popula-
tion of glial cells, the so-called enteric glial cells,
which are likely to represent the digestive counterpart
of brain astrocytes.® Several recent studies have
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Veil, 44000 Nantes, France. E-mail: derkinderenp@yahoo.fr;
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indicated that the enteric glial cells participate in the
regulation of gastrointestinal functions and that they
may be critically involved in the pathophysiology of
gastrointestinal disorders such as inflammatory bowel
disease and chronic constipation.®” We have recently
shown that biochemical changes suggestive of glial
dysregulation occurs in enteric glial cells in PD.%?
This led us to propose that the enteric glial cells might
be involved in PD-related gastrointestinal dysfunction
as well as in disease initiation and development.

Enteric Glial Cells, the Gut
Astrocytes

Dogiel was the first to describe the presence of glial
cells within the enteric nervous system at the end of
the nineteenth century.® Nevertheless, for more than
70 years, enteric glia were largely ignored and fre-
quently defined as Schwann cells. In his detailed ana-
tomical description of the guinea-pig myenteric
plexus, Gabella noted that enteric glial cells, such as
astrocytes, carry extensive branchings and irregular
processes that mingle with neuronal cell bodies and
the axon bundles.’® A turning point came in the early
1980s when Jessen and Mirsky demonstrated that
enteric glial cells were immunoreactive for the two
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FIG. 1. Populations of enteric glial cells within the gut wall. A subpo-
pulation of enteric glial cells is located directly underneath the epithe-
lial cells and is involved in the regulation of intestinal epithelial barrier
function. Enteric glial cells of the submucosal and myenteric plexus
are mingled with neurons and are involved in the regulation of enteric
neurotransmission. Enteric glial cells lying under the mucosa and in
the submucosal plexus are readily analyzable using routine gastroin-
testinal biopsies (dashed line). Following microdissection of the biopsy,
the glial network can be analyzed by immunochistochemistry (S100p
immunostaining). The whole biopsy also can be processed by Western
blot for the analysis of the expression levels of glial markers, for
instance, GFAP. [Color figure can be viewed in the online issue, which
is available at wileyonlinelibrary.com.]

canonical astrocyte markers, namely glial fibrillary
acidic protein (GFAP) and $100-beta (Fig. 1).!! More
recent studies showed that the enteric glial cells and
astrocytes are also similar at the functional levels, as
they share electrophysiological and neuroprotective
properties. Likewise, their central nervous system
counterparts, enteric glial cells, possess a number of
voltage-gated ion channels' and express nenrotrans-
mitters receptors such as purinergic, adrenergic, gluta-
mate metabotropic receptors and are therefore capable
of modulating synaptic transmission.'>'* Reduced glu-
tathione and prostaglandins have been identified as
factors secreted by the enteric glial cells protecting
neurons from dopamine-induced oxidative stress.!®

The glial population of the gut is unlikely to be
homogenous, and unique populations of enteric glial
cells may reside at multiple levels through the gut
wall, the unique microenvironments of the gastrointes-
tinal tract defining the phenotype of these cells
(Fig. 1).° Thus, enteric glial cells that lie in the mucosa
directly underneath the epithelial cells influence epithe-
lial cells and intestinal epithelial barrier function,
whereas enteric glial cells of the submucosal or myen-
teric plexus embed neurons and are involved in the
regulation of neurotransmission (Fig. 1).° By contrast
to the central nervous system astrocytes, the enteric
glial cells are readily accessible and analyzable
through routine gastrointestinal biopsies. We have
shown that the microdissection of a routine colonic
biopsy enables an immunohistochemical assessment of
the glial network located either in the mucosa or in
the submucosal plexus (Fig. 1).' Biopsies also can be
processed by polymerase chain reaction and Western
blot, which can be used to measure quantitative differ-
ences in glial markers (Fig. 1).%71¢

Enteric Glial Cells in Gastrointestinal
Physiology and Pathology

The intestinal epithelium forms a regulated barrier
between the blood circulation and the contents of the
intestinal lumen, preventing the passage of noxious
contents while allowing the absorption and secretion
of nutrients.'” Increasing evidence suggests that factors
secreted by the enteric glial cells that are located
directly underneath the intestinal epithelial cells (Fig.
1) are involved in the differentiation of epithelial cells
and, as such, regulate gut barrier function.'®

Increased expression of glial markers and especially
of GFAP is a hallmark of reactive astrocytes in the
central nervous system.’® Changes in the expression
levels of the glial markers GFAP and S100-beta have
been observed in various gastrointestinal disorders
associated with barrier dysfunctions, including inflam-
matory bowel disorders. Both GFAP and S100-beta
are up-regulated in the colons of patients with ulcera-
tive colitis, whereas their expression levels are either
unchanged or inconsistently increased in Crohn’s dis-
ease.?® This strongly suggests that the pattern of
enteric glial dysregulation is different depending on
the underlying pathological process and that ulcerative
colitis might therefore represent a prototypical disor-
der for reactive enteric gliosis. Whether the reactive
gliosis observed in inflammatory bowel disease is only
a bystander effect or whether it participates actively in
the inflammatory process remains to be elucidated.
Slow-transit constipation, which defines patients with
markedly delayed gut transit refractory to usnal thera-
peutics, is another gastrointestinal pathology in which
a role for the enteric glial cells has been suggested.
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FIG. 2. Changes in enteric GFAP phosphorylation in PD. Astrocytic reactions characterized by morphological or biochemical changes of astrocytes
have been described in the central nervous system (CNS) in PD, progressive supranuclear palsy (PSP), and multiple system atrophy (MSA) (rimmed
cells). In the enteric nervous system (ENS), enteric glial cells exhibit major biochemical changes in PD (rimmed cells) but not in PSP and MSA
(unrimmed cells). The biochemical changes observed in entetic glial cells in PD are exemplified by the phosphorylation status of GFAP. In physiolog-
ical condition as well as in PSP and MSA, phosphorylation disassembles enteric GFAP filaments shifting the equilibrium to the soluble form of the
protein and protecting it from proteolytic degradation (physiological GFAP organization). In PD, enteric GFAP is hypophosphorylated and therefore
has a greater potential to assemble and a greater sensitivity to proteolytic cleavage. We suggest that these changes in phosphorylation regulate the
structural plasticity of glial filaments and eventually functions of enteric glial cells. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available

at wileyonlinelibrary.com.]

Bassotti et al.?! investigated 26 patients with severe
slow transit constipation who required colectomy and
found that the density of enteric glial cells, as labeled
by S100-beta was decreased when compared with con-
trol subjects.?! This led to the proposal that chronic
constipation is an enteric neuro-gliopathy that might
be explained by a defective neurotransmission induced
by the loss of enteric glial cells.”!

Enteric Glial Cells Dysregulation in
PD

The emerging critical role of enteric glial cells in
gastrointestinal function prompted us to investigate
whether enteric Lewy pathology in PD was associated
with enteric glial cells dysfunction. A first critical step
was to study whether changes in the expression levels
of the three commonly used enteric glial markers,
GFAP, S100-beta, and Sox-10, were present in PD.
Using quantitative polymerase chain reaction in colo-
nic biopsies, we showed that the expression levels of
GFAP and Sox-10, but not S100-beta, were increased
in the gastrointestinal tract of PD patients.® The
GFAP and Sox-10 levels strongly correlated with
the amount of several pro-inflammatory cytokines,

including interleukin-6,® which is released after enteric
glial cells activadon?> These first observations
strongly supported the idea that glial reaction occurs
in the gastrointestinal tract during PD. We were never-
theless struck by the heterogeneity of GFAP levels
between PD patients, some displaying a level compara-
ble to controls, whereas others had a more than a
threefold increase in GFAP messenger RNA. Levels of
glial markers were negatively related to disease dura-
tion, suggesting that enteric glial reaction is high at
disease onset and decreases over time.® Enteric glial
reaction may be high at disease onset when the acti-
vated cells release their cytokines, then decreasing
while maintaining ongoing disease activity as already
shown in the brain for microglial activation.>*

Glial fibrillary acidic protein is a phosphoprotein
and phosphorylation of serine, and threonine residues
from its amino-terminus are involved in the regulation
of the protein self-assembly (Fig. 2).* Because the sta-
bility of the cytoskeleton is essential for normal astro-
cyte function, GFAP phosphorylation may be critically
involved in central nervous system disorders. Changes
in GFAP phosphorylation and especially at serine 13
residue has been reported in the brain of patients with
Alzheimer’s disease and frontotemporal dementia®**
as well as in a pig model of brain hypoxia.?” We
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therefore investigated whether the GFAP phosphoryla-
tion status was affected in the gastrointestinal tract
during PD. By using two different antibodies specific
for GFAP phosphorylated at serine 13, we showed
that GFAP was hypophosphorylated at this residue in
colon biopsy specimens from PD patients when com-
pared with healthy controls (Fig. 2).”

Taken together, the biochemical changes in GFAP
observed in the colon of PD patients are highly sugges-
tive of reactive gliosis.”” Interestingly, these glial
changes were specific to PD because no changes in
GFAP expression or phosphorylation were observed
when colon biopsy samples from progressive supranu-
clear palsy and multiple system atrophy patients were
analyzed.” By demonstrating the occurrence of glial
reaction in the gastrointestinal tract of PD patients but
not in related disorders, our results are consistent with
the idea that PD is not limited to the central nervous
system but is in fact a widespread neuronal disorder
affecting peripheral autonomic networks and in partic-
ular the enteric nervous system. Moreover, they also
suggest that the pathology in progressive supranuclear
palsy and multiple system atrophy is limited to the
central nervous system and does not affect the periph-
eral nervous systems.”*

Possible Roles of Enteric Glial Cells
Dysregulation in PD

In light of these findings, what are the likely patho-
logical outcomes of enteric glial dysregulation
observed in PD? First, these enteric glial changes
might be involved in the gastrointestinal symptoms
often seen in PD.> Results from autopsy study have
indicated no overt neuron loss or changes in the neu-
rochemical phenotype in the gut in PD, suggesting
that neuropathology in the enteric nervous system is
unlikely to be a causative factor in PD-related gastro-
intestinal dysfunction.’®*! One might therefore postu-
late that the biochemical changes of enteric glial cells
in PD might induce glial dysfunction, which in turn
would lead to synaptic dysfunction and altered gastro-
intestinal motility as already suggested for chronic
constipation.”! Second, the occurrence of enteric glial
cells dysfunction in PD provides an argument to sup-
port Braak’s hypothesis. Braak has proposed that PD
may be triggered by a hitherto unknown neurotropic
agent that breaches the intestinal epithelial barrier to
initiate a-synuclein (a-Syn) aggregation in the terminal
axons of the submucosal plexus.>? Thereafter, accord-
ing to the hypothesis, a-Syn pathology would propa-
gate in a prion-like manner to the central nervous
system via the vagal preganglionic innervation of the
gut.3? In such a scenario, the enteric glial reaction
observed in PD may play a key role by modulating
intestinal permeability as greater gut permeability has

been observed in PD patients >>>* and in experimental

parkinsonism.** Equally intrigning is the possible role
of enteric extracellular a-Syn,*® which might promote
local glial reaction, as already demonstrated in the
central nervous system.’” The enteric glial reaction
would in turn induce local pro-inflammatory cytokines
secretion and inflammation, thereby facilitating the
spreading of PD pathological process.>®

Conclusion and Perspective

A pressing need exists for biomarkers not only to dif-
ferentiate PD from related disorders but also to assess
disease severity and progression. Despite technological
advances in the field of neuroimaging, no fully vali-
dated biomarker for PD is available yet. The observa-
tions demonstrating that PD pathology was not limited
to the central nervous system but also involved periph-
eral neuronal networks such as the enteric nervous sys-
tem have provided new opportunities for the
development of novel biomarkers of the disease. To
date, search for enteric nervous system biomarkers in
PD has focused on the identification of enteric nerve a-
synuclein deposits.> The identification of enteric glial
cells dysfunction in PD opens the way for the discovery
of enteric biomarkers, which can go beyond the mere
assessment of Lewy pathology.> Providing that, simi-
larly to astrocytes,™ the enteric glial cells are involved
in the earliest disease changes, they might be considered
as a source of biomarkers for prodromal PD. @
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Abstract

There is growing evidence supporting a role of extracellular
alpha-synuclein in the spreading of Parkinson’s disease (PD)
pathology. Recent pathological studies have raised the
possibility that the enteric nervous system (ENS) is one of
the initial sites of alpha-synuclein pathology in PD. We
therefore undertook this survey to determine whether alpha-
synuclein can be secreted by enteric neurons. Alpha-
synuclein secretion was assessed by immunoblot analysis
of the culture medium from primary culture of ENS. We show

that alpha-synuclein is physiologically secreted by enteric
neurons via a conventional, endoplasmic reticulum/Golgi-
dependent exocytosis, in a neuronal activity-regulated man-
ner. Our study is the first to evidence that enteric neurons
are capable of secreting alpha-synuclein, thereby providing
new insights into the role of the ENS in the pathophysiology
of PD.

Keywords: alpha-synuclein, enteric nervous system, enteric
neurons, neuronal activity, Parkinson’s disease, secretion.
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Read the Editorial Highlight for this article on page 487.

Alpha-synuclein, a 140-amino acid neuronal protein,
attracted great interest since 1997 after a mutation in its
gene was identified in autosomal dominant Parkinson’s
disease (PD) (Polymeropoulos et al. 1997), and its aggre-
gates were found to be the primary components of Lewy
bodies, the pathological hallmarks of PD (Spillantini et al.
1997). Although initially considered as an intracellular
protein, recent reports have shown that alpha-synuclein also
exerts its effects extracellularly (Borghi et al 2000;
El-Agnaf et al. 2003). Alpha-synuclein can be secreted into
the culture medium of differentiated human neuroblastoma
cells and primary cortical neurons (Lee et al. 2005) and
detected in human cerebrospinal fluid and plasma (El-Agnaf
et al. 2003). Recent reports have shown that alpha-synuclein
can be directly transferred from nerve cells that over-express
the protein to neighboring cells both in tissue culture and in
transgenic animals (Desplats ez al. 2009; Hansen et al.
2011). This suggests that alpha-synuclein has the potential
to spread from one nerve cell to another, thereby contributing
to the diffusion of neuropathology from one brain region to
the next (Angot et al. 2010).

The distribution of alpha-synuclein pathology in PD is
much greater than formerly appreciated. Lewy bodies

distribution extend well beyond the substantia nigra and
involves peripheral nervous networks, especially the enteric
nervous system (ENS) (Beach er al. 2009). Braak and
colleagues have determined that the appearance of alpha-
synuclein aggregates occurs in the ENS at the earliest stage
of the disease, leading to the assumption that PD pathology
may in fact begin in the gastrointestinal tract, further
spreading to the central nervous system (CNS) via the vagal
pre-ganglionic innervation of the gut (Braak et al. 2006).
Alpha-synuclein expression in the ENS is restricted to a
subset of enteric neurons that are synaptically linked with
alpha-synuclein-positive vagal neurons, thus providing a
candidate alpha-synuclein-expressing pathway for the retro-
grade transport of PD pathology (Phillips ez al. 2008). In this
context, it is crucial to determine whether enteric neurons are
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capable of secreting alpha-synuclein. The aim of this survey
was therefore to study the secretion of alpha-synuclein in
primary culture of ENS.

Material and methods

Reagents and antibodies

Forskolin, veratridine, brefeldin A (BFA) were purchased from
Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). Recombinant alpha-
synuclein was obtained from Millipore (Molsheim, France). The
following commercially available antibodies were used for western
blotting: rabbit polyclonal anti-alpha-synuclein C-20 (1 : 500; Santa
Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), mouse monoclonal
anti-alpha-synuclein Syn-1 (1 : 500; BD Bioscience, Le Pont-De-
Claix, France), mouse monoclonal anti-ubiquitin P4D1 (1 : 1000;
Cell Signaling, Ozyme, Saint Quentin en Yvelines, France), rabbit
polyclonal anti-bovine serum albumin (BSA) (1 : 1000; Millipore),
and mouse monoclonal anti-Protein Gene Product (PGP) 9.5
(1 : 1000; Ultraclone limited, Isle of Wight, UK). Mouse mono-
clonal anti-alpha-synuclein Syn-1 and rabbit polyclonal anti-alpha-
synuclein C-20 were used for ELISA.

Primary cultures of ENS
Primary cultures of ENS were performed as previously described
using small intestine of E15 rat embryos (Paillusson ez al. 2010).

Culture medium and cell lysates western blots

The culture medium (CM) was collected and centrifuged at 4000 g
for 10 min at 4°C to remove cell debris. The CM was further
concentrated at 1800 g for 28 min using 3-kDa-cutoff concentrators
(Pierce, Brébieres, France). Harvesting of primary cultures of ENS
as well as western blotting analysis and quantification were
performed as described previously (Paillusson et al. 2010).
PGP9.5 and BSA were used as protein loading controls for cell
lysates and CM samples, respectively.

Alpha-synuclein ELISA assay

For ELISA, immuno 96 MicroWell™ Solid Plates (Thermo
Scientific, Brebigres, France) were coated for 24 h at 20°C with
0.5 pg/mL of rabbit polyclonal anti-alpha-synuclein antibody C-20
in 100 mM NaHCOs; at pH 9.3. Plates were washed three times in
wash buffer (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, and 0.04% viv
Tween-20) and blocked for 30 min with phosphate-buffered saline
(PBS) containing 1% (w/v) BSA. Recombinant alpha-synuclein
diluted in PBS (50 mM potassium phosphate; 150 mM NaCl; pH
7.2y containing 1% (w/v) BSA was used as standard. Concentrated
CM or standards were added and plates were incubated at 37°C for
2.5 h. After washing three times with wash buffer, 50 pL of mouse
monoclonal anti-alpha-synuclein Syn-1 (1 : 2500 in PBS with 1%
w/v BSA) was added to each well and incubated for 1 h at 20°C.
Then, wells were washed three times and filled with 50 pL of
biotinylated goat anti-mouse antibody (1 : 2500; Invitrogen, Life
Technologies, Saint Aubin, France) for 1 h followed by a washing
step procedure. Finally, horseradish peroxidase-coupled streptavidin
(1 : 1000; Thermo Scientific) was added for 30 min and after a
three-times washing procedure, TMB substrate (BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France) was added to each well for 15 min at 20°C.
The chemiluminescence was integrated for 1 s.

Secretion of alpha-synuclein by enteric neurons |

Cell death assay

Neuronal cell death was assessed by quantifying the release of
neuron-specific enolase (NSE) into culture medium as described
previously (Abdo et al. 2010).

Statistical analysis

All data are given as the mean = standard error of the mean (SEM).
Comparisons of means between groups were performed by
Student’s #test for unpaired data or by analysis of variance
followed by Dunnett’s test. When data were not normally distrib-
uted, a Mann—Whitney test was performed. Differences were
considered statistically significant if p < 0.05.

Results

Alpha-synuclein Is physiologically secreted by enteric
neurons
Primary culture of ENS contains smooth muscle, enteric glial
cells, and neurons. We have previously shown that only
neurons express alpha-synuclein in this primary culture
model (Paillusson et al. 2010). To determine whether enteric
neurons secrete alpha-synuclein, culture medium (CM) was
concentrated and immunoblotted with C-20 antibodies.
Alpha-synuclein was detected in the CM as early as 3 h
and accumulated over time (Fig. la and b), while the
expression levels of intracellular alpha-synuclein remained
constant (Fig. la). The identity of the band detected by
alpha-synuclein antibodies was confirmed by comigration
with recombinant alpha-synuclein (data not shown). The
accumulation of alpha-synuclein in the CM was not
explained by the membrane leakage caused by cell death as
(i) the amount of NSE in the CM remained relatively stable
throughout the 48-h period (8.7 £ 2.3 ng/mL at 6 h and
9.5 + 1.6 ng/mL at48 h; n = 5 p > 0.05), (ii) the cytosolic
protein ubiquitin was not detected in the CM and did not
accumulate over time (Fig. 1a). We quantified the levels of
secreted alpha-synuclein in the CM after 48 h by ELISA.
The concentration of alpha-synuclein was estimated to be
12.8 & 3.7 pg/mL. Altogether, these results show that alpha-
synuclein is physiologically secreted by enteric neurons.
Studies performed in SH-SYSY cells over-expressing
alpha-synuclein suggested that it is constitutively secreted
via an unconventional secretory pathway because brefeldin A
(BFA), a classical inhibitor of the endoplasmic reticulum
(ER)/Golgi-dependent secretion pathway had no effect on
alpha-synuclein secretion (Lee et al. 2005; Emmanouilidou
et al. 2010). We have therefore assessed the effects of BFA
in primary culture of ENS. Treatment of primary culture of
ENS with 1 pg/mL BFA for 6 h significantly reduced alpha-
synuclein release as compared with controls (Fig. 2a and b).
By contrast, when the same treatment was applied to culture
of primary cortical neurons, no changes in the levels of
extracellular alpha-synuclein were observed (data not
shown). Cell viability in primary culture of ENS as assessed
by NSE release in the CM was not compromised following
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hours. Cells were harvested, homogenized, and 35 pg of protein per
sample was subjected to immunoblot analysis using Syn-1 and anti-
ubiquitin antibodie s {ubiquitin and poly-ubiquitin). In parallel, CM were
concentrated and subjected to immunoblot analysis using C-20
antibodies and anti-ubiquitin antibodies. After stripping, membranes

a 6-h treatment with BFA (8.9 £ 1.1 ng/mL for controls,
8.5 £ 3.7 ng/mL for BFA-treated cells, » — 3, p > (L05)
This suggests that alpha-synuclein secretion in enteric
neurons occurs through a secretory mechanism likely to be
dependent on ER/Golgi-related vesicular transport.

Another remarkable result obtained in SH-SYSY cells was
that the amount of released alpha-synuclein in the CM
comrelated with its intracellular expression levels (Lee et al
20(5; Emmanouilidou et al. 2010}, To address this issue we
used forskolin, as we have previously demonstrated that such
a treatment was capable of increasing intracellular alpha-
synuclein expression in enteric primary culture without any
deleterious effect on cell survival (Paillusson e al. 2010).
‘We show in this survey, that the 2.7-fold increase in
intraceltular alpha-synuclein expression levels evoked by
20t uM forskolin for 48 h was not associated with changes in
the amount of extracellular alpha-synuclein (Fig. 2c and d).
These results are in sharp contrast with that obtained in
neuronal cell lines (Lee et af. 2005; Emmanouilidou et al.
2011{}) and suggest that the release of alpha-synuclein in the
CM by enteric neurons is, at least partially, regulated.

Alpha-synuclein secretion is regulated by neuronal activity
Given that alpha-synuclein seems to be secreted through a
regulated mechanism dependent on classical vesicular trans-

[=10KD2

®)
§|W
5
] =
3
LI
o)
0 ) L)
Time (h)
F]
2
H
k4

were reprobed with the appropriate loading control [PGP 9.5 or bovine
serum albumin (BSA)] to ensure equa loading of intracellular or
extracellular proteins, respectively. (b) For quantification, the optical
densities of extracellular alpha-synuclein-immunoreactive bands were
measured, normalized to the optical densities of BSA-immunoreactive
bands in the same samples, and expressed as percentages of
maximum response. Data correspond to means + SEM of four
experiments per condition.

port, we tested whether neuronal activity regulates its
secretion. A 48-h treatment of primary culture of ENS with
the sodium channel activator veratridine &t 30 uM signifi-
cantly increased the release of alpha-synuclein in the CM as
compared with controls (Fig. 3a and b). This was associated
with a statistically significant drop in the level of intracellular
alpha-synuclein (Fig. 3a and b). Treatment of primary
culture of ENS with the sodium channel blocker tetrodotoxin
at 1 pM for 48 h induced a significant increase in infracel-
lular alpha-synuclein expression as compared with controls
(Fig. 3a and b). In parallel, a decrease in alpha-synuclein
level in the CM was observed, but it did not reach
significance. Under veratridine and tetrodotoxin treatments,
cell viability as assessed by the release of NSE, was not
compronised (11.1 £ 2.4 ng/mL for controls, 14.5 £ 1 ng/
mL for veratridine-treated cells, n — 3, p — 1; 20,6 & 17 ng/
mL for controls, 35.2 £ 10.5 ng/mL for tetrodotoxin-treated
cells, n — 3, p — 0.4).

To further investigate the role of neuronal activity, we
studied whether intracellularly accumulated alpha-synuclein
can be secreted. To this end, primary culture of ENS were
treated with 20 pM forskolin then depolarized with veratn-
dine. Treatment with veratridine induced the secretion of
alpha-synuclein that accumulated following forskolin freat-
ment (Fig. 3¢ and d}).
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Flg. 2 Effects of brefeldin A (BFA) and forskolin on alpha-synuclein
secretion. (&) After 10 days in culture, the medium of primary culture of
enteric nervous system (ENS) was totally replaced and primary
cultures were treated with vehicle {control) or with 1 pg/mlL of BFA
for & h. Immunoblots were performed as described in Fig. 1a. (b)
quantification of the results for alpha-synuclein protein level was
assessed as described in the legend to Fig. 1b. White bars represent
experiments performed with cell lysates (intracellular), black bars
represent experiments performed with CM (extracellular). Statistical
analysis was done with a Student's r-test followed by Mann Whitney
post-hoc test (treated vs. control *p < 0.05). Data correspond to
means + SEM of at least three experiments per condition. (c) After

Taken as a whole, these results demonstrate that alpha-
synuclein secretion in enteric neurons is regulated by
neuronal activity.

Discussion

We have shown in this survey that alpha-synuclein is
physiologically secreted by enteric neurons and that its
secretion is regulated by neuronal activity.

Because of the lack of an ER signaling peptide from its
sequence, alpha-synuclein was considered to be an exclusive
intracellular protein. Using SH-SYSY cells over-expressing
alpha-synuclein, two different groups have convincingly
shown that alpha-synculein can be secreted in the extracel-
lular space, thereby affecting neighboring neurons (Lee et al.
2005; Emmanouilidou et al. 201}, We show in this report
that alpha-synuclein can also be secreted from peripheral and
more particularly from enteric neurons. The levels of secreted
alpha-synuclein in primary culture of ENS were similar to
those described in hiological fluids and in tissue (Emma-
nouilidou et af. 2011). In accordance with the previous

Secretion of alpha-synuclein by enteric neurons | 515

-
=z

a-synuclein immunoreactivity

brefeldin A nd + = 2
(1 pg/mi)

Intraceliular ExtraceSular

~

*

H

(% of control)

100

a-synuclein immunoreactivity G

0
forskolin = + - +
(20 pM)

Intracediular Extracellular

10 days in culture, the medium of primary culture of ENS was totally
replaced and primary cultures were treated either with vehicle (control)
o 20 pM of forskolin for 48 h. Immunoblots were performed as
described in Fig. 1a. (d) Quantification of the results for alpha-
synuclein protein level was assessed as described in the legend to
Fig. 1b. White bars represent experiments perfarmed with cell lysates
(intracellular), black bars represent experimerts performed with CM
(extracellular). Statistical analysis was done with an anava test followed
by a Dunnett post-hoc test (treated ve. control *p < 0.05). Data
correspond to means £ SEM of at least three experiments per
condition.

reports, secreted alpha-synuclein in primary culture of ENS
accumulated over time and was not attributable to cell death
as measured by the release of NSE in the extracellular space.
This suggests that at least a portion of alpha-synuclein from
enteric neurons is secreted in a constitutive manner or
following spontaneous enteric neuronal activity.

This led us to investigate the mechanisms of alpha-
synuclein secretion by enteric neurons and especially the role
of neuronal activity. It has been suggested previously that
alpha-synuclein exocytosis is mediated by a non-classical,
BFA-independent, secretory mechanism (Lee et al 2005;
Emmanouilidou et al. 201{). In sharp contrast with these two
previous reports, we show in this survey that treatment of
primary culture of ENS with BFA resulted in a significant
decrease in alpha-synuclein secretion, strongly suggesting
that enteric alpha-synuclein follows a conventional secretory
pathway. This is reinforced by our observations showing a
tight regulation of alpha-synuclein release by neuronal
activity, which is known to regulate conventional exocytosis.
In support of this idea, a portion of pre-synaptic
alpha-synuclein has been shown to be present within
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Flg. 3 Effects of neuronal activity on alpha-synuclein secretion. (a)
After 10 days in culture, the medium of primary culture of enteric
nenous system (ENS) was totally replaced and primary cultures were
treated with vehicle, 30 uM of veratridine, or 1 pM TTX for 48 h.
Immunoblots were performed as described in Fig. 1a (b) quantification
of the results for alpha-synuclein protein level was assessed as
described in the legend to Fig. 1b. White bars represent experiments
performed in cell lysates, black bars represert experiments performed
in CM. Statistical analysis was done with an anova test followed by a
Dunnett post-hoe test (treated vs. control *p < 0.05; treated vs. control
#p< 0.05). Data correspond to means + SEM of at least three
experiments per condition. (¢) After 10 days in culture, the medium

synaptic vesicles either in SH-SY SY cells or in rat brain (Lee
et al. 2005; Lee 2008), and neuronal activity controls the
pre-synaptic accumulation of alpha-synuclein (Fortin et al.
2005). Our study is the first to directly address the regulation
of alpha-synuclein secretion by depolarization. Although Lee
and collaborators elegantly demonstrated that alpha-synuc-
lein was localized within vesicle lumen, they did not mention
the effects of depolarization, probably because alpha-synuc-
lein secretion was BEA independent in their cell system (Lee
et al. 2005). More recently, Emmanouilidou e? al. showed
that a portion alpha-synuclein is secreted via an exosomal
calcium-dependent mechanism in SH-SYSY cells (Emma-
nouilidou et al. 2010). Nevertheless, as stated in their
discussion, it is not possible to rule out the possibility that
alternative mechanisms for alpha-synuclein secretion, such as
secretory vesicle-mediated exocytosis that is also calcium-
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of primary culture of ENS was totally replaced and primary cultures
were treated with vehicke (control) or with 20 uM of forskolinfor 72 h, or
with 20 pM of farskolin for 72 h followed by a 6-h treatment with 30 pi
veratridine. |mmunoblots were performed as described in Fig. 1a. (d)
quantification of the results for alpha-synuclein protein level was
assessed as described in the legend to Fig. 1b. White bars represent
experiments performed in cell lysates, black bars represent experi-
ments performed in CM. Statistical analysis was done with an anova
test followed by a Dunnett post-hoc test (treated vs. control *p < 0.05;
treated vs. control “p < 0.05). Data correspond to means £ SEM of at
least three experiments per condition.

sensitive, may also operate. Altogether, our results and the
available data on alpha-synuclein secretion show that alpha-
synuclein secretion from neurons is likely to occur through
several pathways, either following conventional or uncon-
ventional exocytosis.

Our findings may be relevant to the pathogenesis of PD.
Although precise etiology of the disease remains unknown, it
is suggested that, besides genetic factors or in combination
with, environmental factors could be crfically involved.
Some recent evidences suggest that the pathological process
of P affects the ENS at a very early stage of the disease
(Braak et al. 2006). Remarkably, the enteric neurons are
directly in contact with the environment, leading to the
postulate, the so-called Braak's hypothesis, that they could
represent a route of entry for an hitherto unknown
environmental factor to initiate the pathological process
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further spreading to the CNS and more precisely to the dorsal
motor nucleus of the vagus via the vagal pre-ganglionic
innervation of the gut (Braak er al. 2002, 2006). If Braak’s
theory is true, two necessary conditions must be satisfied.
First, an uninterrupted pathway that expresses alpha-synuc-
lein throughout its trajectory should allow the retrograde
transport of the pathological process from the gastrointestinal
tract to the CNS. Second, enteric neurons should be able to
secrete alpha-synuclein to transmit the pathological process
from cell to cell as suggested for CNS neurons (Hansen et al.
2011). The first condition is fulfilled as Phillips and
coworkers have elegantly shown that vagal efferent axons
and terminals, which originate from the dorsal motor nucleus
of the vagus, are positive for alpha-synuclein and that some
of these pre-ganglionic efferent neurons synapse on alpha-
synuclein-positive intrinsic neurons in the myenteric plexus
of both the stomach and duodenum (Phillips et al. 2008).
Regarding the second condition, our results allow us to
consider that alpha-synuclein could behave in the ENS like in
the CNS and thus transmit the pathology from neuron to
neuron (Angot et al. 2010).
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Abstract. The pathological process affects the peripheral autonomic nervous system in the vast majority of sporadic PD patients.
Recent reports have shown that patients with a familial form of the disease caused by mutation of the gene encoding LRRK?2
and alpha-synuclein also display autonomic abnormalities, especially cardiac sympathetic denervation. In the present report, we
have studied the involvement of the peripheral autonomic system in a patient with Gaucher disease-associated parkinsonism.
Using colonic biopsies and quantitative 1231-MIBG scintigraphy respectively, we show that both Lewy pathology and cardiac
denervation were present in this case of Gaucher-associated Parkinsonism. We discuss the consequence of these findings on the

pathophysiology of the disease.

Keywords: Parkinson’s disease, gaucher disease, enteric nervous system, alpha-synuclein, biopsies, MIBG scintigraphy

Mutations in the gene encoding the lysosomal
enzyme glucocerebrosidase lead to Gaucher dis-
ease (GD), the most common autosomal recessive
lysosomal storage disease. It has been now clearly
demonstrated that a subset of patients with GD develop
parkinsonism, some with idiopathic Parkinson’s dis-
ease (PD) [1]. Postmortem brain tissue examination
of patients with GD-associated parkinsonism have

*Correspondence to: Pascal Derkinderen, Inserm U913, 1 place
Alexis Ricordeau, 44093 Nantes, France. Tel.: +33 0 240087924,
Fax: +33 0 240087506; E-mails: derkinderenp@yahoo fr; pascal.
derkinderen@chu-nantes fr.

consistently shown classic PD pathology, namely neu-
ronal loss in the substantia nigra along with the
presence of Lewy pathology in the remaining sur-
viving neurons [2]. In sporadic PD, pathology is
nevertheless not limited to the central nervous sys-
tem. Recent evidence from comprehensive autopsy
surveys showed that the peripheral autonomic sys-
tem was affected by Lewy pathology in the vast
majority of PD cases [3]. The lesions of these auto-
nomic networks predominate at the postganglionic
level, as demonstrated for both cardiac sympathetic
and enteric innervation [3, 4]. These two postgan-
glionic structures can be investigated in living patients

ISSN 1877-7171/14/$27.50 © 2014 — IOS Press and the authors. All rights reserved
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Fig. 1. Identification of Lewy neurites in the colonic submucosa using phospho-alpha-synuclein immunostaining; scale bar 50 j. m.

Fig. 2. Anterior planar imaging of the myocardial MIBG-SPECT acquired 15 minutes after intravenous injection of 2*I-MIBG in our patient
(A) and in a healthy subject (B). The regions of interest are depicted (heart: circle; mediastinum: square). Almost no radioactivity is detectable
in the myocardium of our patient with GD-associated parkinsonism (myocardial/mediastinal uptake ratio of 1.15) as compared to a normal

scintigraphy (myocardial/mediastinal ratio of 2.

using I-123-metaiodobenzylguanidine-single photon
emission computed tomography (MIBG-SPECT) and
colonic biopsies, respectively [5]. In the present report,
these two methods were used in a patient with Gaucher-
related parkinsonism to evaluate the involvement of
peripheral autonomic systems.

A right-handed 50-year-old man of Spanish descent
was referred to our neurology department due to
progressive gait disturbance and tremor from which
he suffered from one year. He had been diag-
nosed with GD type 1 at the age of 32 when
the patient complained of persistent fatigue and
his blood tests showed thrombopenia, high plasma
level of chitotriosidase (2350 nmol/h/mL for a nor-
mal range of 4-76nmol/h/mL) and a marked decrease
inleukocyte B-glucosidase (glucocerebrosidase) activ-
ity (0.8nmol/h/mg protein for a normal range of
6-12.5nmol/h/mg protein)

On initial neurological examination, the patient pre-
sented with global bradykinesia, loss of arm swing,
cogwheel rigidity of both upper and lower limbs

and mild bilateral postural tremor that were more
pronounced on the right side. These motor signs
were associated with non-motor symptoms including
constipation, erectile dysfunction, pollakiura, hands
vasomotor dysfunction, vivid dreams suggestive of
REM sleep disorder and hyposmia, scoring 68/360
on the non-motor symptoms scale [6]. The Unified
Parkinson’s Disease Rating Scale-III decreased from
33 to 16/108 after treatment with a combination of
rotigotine and levodopa. Apart from the dopaminergic
medication, the only treatment given to the patient was
imiglucerase on a biweekly basis.

Colonic biopsies used for the analysis of enteric
Lewy pathology were taken during the course of a
colonoscopy, which was routinely performed for col-
orectal screening. This study was approved by the
local Ethical Committee (Comité de protection des
personnes Ouest IV, Nantes) and written informed
consent was obtained before the endoscopic pro-
cedure and the scintigraphy. Four biopsies, two in
the descending and two in the ascending colon
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were microdissected and processed for phosphory-
lated alpha-synuclein immunostaining as described
previously [7]. Structures immunoreactive for phos-
phorylated alpha-synuclein were observed in the
submucosa of all four biopsies (Fig. 1). Myocardial
MIBG SPECT was abnormal with a decrease in both
early and delayed myocardial/mediastinal uptake ratio
(1.15 and 1.00, respectively; Fig. 2A) as compared to
a normal scintigraphy with a myocardial/mediastinal
ratio of 2 (Fig. 2B).

Although the occurrence of cardiac sympathetic
denervation has already been reported in GD-
associated parkinsonism [8, 9], our case report is
the first to demonstrate the presence of enteric Lewy
pathology in such a case. The structures immunore-
active for phosphorylated alpha-synuclein observed in
the submucosal plexus in our case of GD-associated
parkinsonism were similar in every respect to the ones
described in sporadic PD and were highly reminiscent
of Lewy neurites [7, 10, 11].

Since its first description more than 15 years
ago [12], the clinical and pathological features of
GD-associated parkinsonism has been refined [1].
Although parkinsonian symptoms in patients with
GD were initially thought to be more severe and
poorly responsive to levodopa [12], subsequent studies
reported that most patients with GD-associated parkin-
sonism had typical PD features with respect to the
motor phenotype and levodopa responsivity but also
the early and frequent occurrence of non-motor symp-
toms such as hyposmia, constipation, and executive
dysfunction [1]. From a pathological point of view,
recent findings from brain autopsy studies showed
that the pathological hallmark of sporadic PD, namely
Lewy bodies and neurites, were also found in the cen-
tral nervous system of GD patients with parkinsonism
[2].

Some case reports have shown that familial PD
caused by mutation of the gene encoding LRRK?2 and
alpha-synuclein or by alpha-synuclein gene triplica-
tion also features cardiac sympathetic denervation
[13-15]. Our case report, by showing the involvement
of the peripheral autonomic nervous system in
Gaucher-related parkinsonism further strengthens
the similarities between sporadic PD and genetic
forms of the disease and might therefore provide new
insight into PD pathogenesis. A current hypothesis
postulates that an as yet unidentified external agent
might set off the disease process in enteric neurons
further spreading to the central nervous system via
the vagal preganglionic innervation of the gut [16].
That enteric lesions are found in patients who present

with a genetic form of parkinsonism goes against
this notion and would instead support the hypothesis
that the widespread distribution of Lewy pathology
in PD results from the simultaneous involvement of a
subtype of neurons that are selectively vulnerable to
alpha-synuclein accumulation.
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Caractérisation de I’atteinte de I'unité neuro-glio-épithéliale entériqgue dans la maladie de

Parkinson a travers l'utilisation de biopsies épithéliales coliques humaines.

Investigation of the enteric neuro-glio-epithelial unit alterations in Parkinson’s disease

through human epithelial colonic biopsies.

Résumé

Des altérations fonctionnelles et morphologiques de l'unité
neuro-glio-épithéliale (UNGE) entériqgue sont décrites depuis
longtemps dans des pathologies digestives comme le
syndrome de l'intestin irritable ou les maladies inflammatoires
chroniques de lintestin. Il est désormais bien établi que la
maladie de Parkinson (MP) n’est pas seulement une maladie
du cerveau mais est aussi une maladie digestive. Les
symptdmes gastro-intestinaux sont fréquents et prématurés
dans la MP et ils pourraient étre impliqués de fagon critique
dans le développement précoce de la maladie. Dans la MP les
neurones entériques accumulent de 'a-synucléine, la signature
spécifique de la MP, c’est la raison pour laquelle nous avons
enquété a travers ce travail de thése sur la réactivité gliale
entérique en évaluant les niveaux d'expression et de
phosphorylation de la protéine GFAP dans des biopsies
coliques de parkinsoniens. En paralléle nous avons également
étudié les éventuelles altérations des fonctions et de
morphologie de la barriére épithéliale intestinale (BEI) en
mesurant les perméabilités para- et transcellulaires dans les
biopsies coliques et en évaluant I'expression et la localisation
cellulaire de deux protéines des jonctions serrées ZO-1 et
I'occludine. Comparés aux contrdles, les parkinsoniens avaient
une surexpression significative de la GFAP entérique alors que
les niveaux de phosphorylation sur la sérine 13 étaient
significativement plus bas. Les perméabilités para- et
transcellulaires n’étaient pas modifées chez les parkinsoniens.
L’expression de l'occludine, mais pas de ZO-1, était
significativement plus basse chez les patients MP comparés
aux témoins et la localisation cellulaire de ces deux protéines
était altérée chez les parkinsoniens. Nos données apportent
ainsi de nouvelles preuves sur I'atteinte de TUNGE dans la MP
via l'accumulation d'a-synucléine dans les neurones
entériques, lactivation gliale entérique et les altérations
morphologiques de la BEI. Ce travail de these renforce ainsi le
role potentiel joué par le tube digestif dans l'initiation et/ou la
progression de la MP.

Mots clés

Maladie de Parkinson, unité neuro-glio-épithéliale, systéme
nerveux entérique, barriére épithéliale intestinale, cellules
gliales entériques, GFAP, jonctions serrées, occludine, ZO-1.

Abstract

Functionnal and morphological alterations of the enteric neuro-
glio-epithelial unit (NGEU) have been consistently reported in
digestive disorders such as irritable bowel syndrome or
inflammatory bowel disease. There is mounting evidence that
Parkinson’s disease (PD) is not only a brain disease but also a
gut disorder. Gastrointestinal involvement is a frequent and
early event in the course of PD, and it may be critically involved
in the early development of the disease. As in PD the enteric
neurons accumulate a-synuclein, and thus are showing PD
specific pathological features, we undertook the present PhD
work to investigate whether the enteric glia in PD become
reactive by assessing the expression and phosphorylation
levels of GFAP protein in colonic biopsies. In parallel we
investigated whether changes in the intestinal epithelial barrier
(IEB) function and/or morphology occur in PD by measuring the
para- and transcellular permeabilities in colonic biopsies and by
assessing the expression and localization of the two tight
junctions protein ZO-1 and occludin. As compared to control
subjects, patients with PD had significant higher enteric GFAP
expression levels whereas the phosphorylation at serine 13
was significantly lower. The para- and transcellular
permeabilities were not different between PD patients and
controls. The expression of occludin, but not ZO-1, was
significantly lower in colonic samples from PD patients as
compared to controls and the cellular distribution of both
proteins was altered in PD patients. Our findings provides
evidence that the NGEU is altered in PD via accumulation of a-
synuclein in enteric neurons, enteric glial reaction and IEB
morphological impairments. This PhD work further reinforce the
potential role of the gastrointestinal tract in the initiation and/or
the progression of the disease.

Key Words

Parkinson’s disease, neuro-glio-epithelial unit, enteric nervous
system, intestinal epithelial barrier, enteric glial cells, GFAP,
tight junctions, occludin, ZO-1.
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