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SNC : Systeme Nerveux Central
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PCGRP : Pro-Calcitonin Gene-Related Peptide
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TTX : TétrodoToXine
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INTRODUCTION




« Le nouveau-né humain est a I’évidence complétement immature, bien plus que celui
des autres primates du méme age. Tout suggere gu’il est né bien avant le terme normal
pour cette espece. On a pu estimer que la gestation d’un singe de notre taille et de nos
caractéristiques serait vraisemblablement de I’ordre de douze mois. Il semble que la
notre se soit raccourcie, donnant naissance a un enfant qui est dans ses premiers mois
un feetus inacheveé. » La fabrique de I’lhnomme. Jean-Paul Levy.

La période périnatale est un moment clé de la vie de tout organisme vivant.
L’organisme jusqu’alors immergé dans I’utérus maternel ou son milieu nutritif, doit s’adapter
a une nouvelle forme de vie aérobie, et est soumis en quelques instants a I’influence de
facteurs environnementaux multiples. Toutes les fonctions vitales vont subir des
métamorphoses et devoir s’adapter & de nouvelles conditions. Le tube digestif, en particulier,
va présenter une maturation postnatale permettant a I’enfant d’abord allaité et tres dépendant
de sa mere, de se diversifier et de s’autonomiser. Cette immaturité, constitutionnelle chez les

espéces altriciales:, est exacerbée chez I’enfant né prématurément (<35SA), dont I’adaptation

a la vie extra utérine pose de nombreux problemes de prise en charge. L hospitalisation est
alors nécessaire, et est souvent compliquée de troubles digestifs rudimentaires, a type de
ralentissement du transit, retardant de quelques jours la mise en place d’une alimentation
normale, ou complexes, dont I’entérocolite ulcéro-nécrosante est la forme la plus grave. La
morbidité et la mortalité des enfants prématurés sont devenus un enjeu de santé publique, a la
fois par I’augmentation de I’incidence des accouchements avant terme, et aussi par
I’amélioration de la prise en charge en réanimation permettant la survie d’enfants grands
prématurés et hypotrophes. Cette prise en charge nécessite le recours a des moyens de haute
technicité non dénués de complications, dont les troubles du transit sont souvent pourvoyeurs
en retardant I’autonomisation alimentaire. En particulier, le recours a une alimentation
parentérale augmente le risque de complications infectieuses nosocomiales, et de cirrhose

hépatique souvent fatale.

Parmi les fonctions du tube digestif en cause dans I’apparition de ces désordres
intestinaux, la motricité et I’action protectrice de la barriére intestinale jouent certainement un
role capital. Ces fonctions continuent leur maturation aprés la naissance (Berseth 1996). Des
études chez la souris ont montré le développement de la motricité et en particulier du
complexe moteur migrant, dans les jours qui suivent la naissance (Roberts, Murphy et al.
2007). D’autre fonctions, telle que la réponse immunitaire digestive, ainsi que la barriere

-ALTRICIAL : Se dit des jeunes vertébrés qui ont besoin des soins de leurs parents apres la naissance



épithéliale intestinale, subissent différentes étapes de maturation post-natale conduisant au
développement et a I’acquisition de la tolérance (Bailey and Haverson 2006).

L’ensemble de ces fonctions du tube digestif est régulé par différents systemes
humoraux et nerveux. En particulier, la complexité des fonctions digestives a nécessité, d’un
point de vue évolutionnaire, le développement de son propre systéme nerveux intégré en son
sein, i.e. le systeme nerveux entérique (SNE) (Schemann and Neunlist 2004). Bien que ce
systeme nerveux soit en relation avec le SNC via son innervation sympathique et
parasympathique, il est un systéme nerveux intégratif, composé de 2 plexus principaux,
myentérique et sous muqueux. Les neurones myentériques contrdlent plus particulierement la
motricité et le péristaltisme (Kunze and Furness 1999) tandis que les neurones sous muqueux
sont plus impliqués dans le contrdle des fonctions d’absorption et de protection (Neunlist,
Van Landeghem et al. 2012). L’importance du r6le du SNE dans la régulation des fonctions
digestives est illustrée par le fait que de nombreuses pathologies digestives sont associées ou
dues a des lésions du SNE. En effet, chez le nouveau-né, les atteintes du SNE jouent un réle
central dans des pathologies motrices. Ceci est illustré clairement dans la maladie de
Hirschsprung (Heanue and Pachnis 2007; Roberts, Bornstein et al. 2008), mais aussi dans
d’autres pathologies motrices telles le laparoschisis (Santos, Tannuri et al. 2003), ou encore
I’atrésie du gréle (Khen, Jaubert et al. 2004; Khen et al. in press)

En outre, le tube digestif est aussi soumis a I’influence de différents facteurs
environnementaux extérieurs a notre organisme. Cette exposition est particulierement
importante lors de la naissance quand notre tube digestif passe d’une situation « stérile » a une
situation « contaminée », et dont la flore est sous I’effet de nombreux facteurs, qu’ils soient le
mode d’accouchement, I’environnement du lieu de naissance, le type d’alimentation et
I’administration de médicaments. Chacun de ces facteurs socioculturels peuvent impacter le
développement du SNE et des fonctions digestives. Par ailleurs, les patients nés
prématurément et nécessitant de longues hospitalisations sont sujets a de multiples risques
infectieux, qu’ils soient liés a I’'immaturité du patient ou nosocomiaux. Dés lors le recours a
une antibiothérapie est nécessaire, or ces molécules peuvent elles-mémes étre a I’origine de

perturbation de la flore intestinale.

Parmi les facteurs extrinséques influencant le développement du tube digestif,
I’alimentation et le microbiote sont les plus étudiés. De maniére intéressante ces facteurs sont

incriminés non seulement dans le développement & court terme du tube digestif mais sont
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aussi capables d’induire une empreinte nutritionnelle & long terme, bénéfique ou délétére, qui
pourrait étre, dans ce dernier cas, a I’origine du développement de pathologies chroniques ou
se déclarant a distance de la naissance. Par exemple, I’alimentation, comme le choix d’un
allaitement maternel ou d’un lait maternisé, est actuellement incriminée. Ainsi, chez le
cochon, une alimentation maternelle riche en acides gras polyinsaturés modifie le
développement de la régulation par le SNE de la perméabilité intestinale du porcelet, sans
qu’un effet rémanent ait été démontré (De Quelen, Chevalier et al. 2010). Parallelement, le
microbiote est impliqué dans la survenue de nombreuses pathologies digestives, en particulier
inflammatoires (Sokol and Seksik, 2010).

Dans ce contexte scientifique, suggérant un réle central de la période postnatale dans le
développement du tube digestif a court terme (enfance-adolescence), mais aussi de ses
conséquences a long terme sur son fonctionnement, il est important de mieux caractériser le
développement physiologique du SNE et ses répercussions fonctionnelles sur les fonctions
digestives. En outre, I’identification de facteurs environnementaux, en particulier d’origine

nutritionnelle, capables de moduler ce développement, reste aussi a approfondir.

Ces connaissances pourront initier des travaux ultérieurs, afin de mieux appréhender
I’impact d’agents stressants environnementaux durant cette periode, et leurs conséquences a
long terme sur le SNE et sur les fonctions digestives. En particulier, il est de plus en plus
reconnu que I’antibiothérapie chez le nouveau-né est a haut risque d’entrainer des pathologies
ultérieures. Or, en raison de la sensibilité du nourisson aux infections, les antibiotiques sont
les médicaments les plus utilisés en période néonatale. Néanmoins, les conséquences de ces
traitements sur les fonctions digestives et sur le SNE, ainsi que sur la susceptibilité a
développer des pathologies inflammatoires restent inconnues.
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Cette premiére partie se divise en quatre grands themes. Apres avoir décrit les troubles
digestifs des enfants prématurés, nous détaillerons le tube digestif et son systéme nerveux
d’un point de vue descriptif : embryologie, histologie, anatomie, physiologie et fonctions.
Ensuite, nous exposerons le r6le du systéme nerveux entérique dans le contréle de la motricité
et de la perméabilité colique. Enfin, nous décrirons les facteurs exogénes qui influencent ces
fonctions, et surtout la mise en place des fonctions intestinales dans les premiers jours de vie

extra-utérine.

1 Troubles des fonctions digestives chez le
nouveau-né et le prématuré

Le nouveau-né humain nait a 41,5 semaines d’aménorrhée (SA). La prématurité se
définit par une naissance avant la fin de la 36°™ semaine d’aménorrhée révolue et représente
un probléeme de santé publique. En effet, I’incidence de la prématurité en France aurait
augmenté de 25 % depuis 1995 selon ’AUDIPOG (réseau sentinelle des maternités
francaises). Elle toucherait 50 000 nouveau-nés par an, soit 7% des naissances. L’incidence
des complications est inversement proportionnelle au terme et au poids de naissance (Wen,
Smith et al. 2004; Robertson, Watt et al. 2009 ). L’extréme prématuré (né avant 28 SA) et le
prématuré hypotrophe (poids de naissance de moins de 1 000 g), sont particulierement a
risque de complications. Tous les appareils et leurs fonctions sont immatures : le systeme
cardio-respiratoire garde une vascularisation fcetale et son canal artériel reste perméable. Le
poumon poursuit son développement alvéolaire et présente un défaut de synthése du
surfactant. Le systéeme nerveux central présente une fragilité importante des capillaires, source

d’hémorragie intra-ventriculaire et de leucomalacie péri-ventriculaire.

Et, bien sdr, le tube digestif présente une immaturité globale et sa fonction principale,
la motricité, est défaillante. Dans la partie supérieure du tube digestif, les troubles de
synchronisation des phénomenes de succion-déglutition et la gastroparésie expliquent les
difficultés a établir une alimentation orale (Ramirez, Wong et al. 2006; Bingham 2009 ). Dans
la partie basse du tube digestif, I’hypomotilité globale se traduit cliniquement par un iléus
fonctionnel, le retard d’émission du méconium et Iaugmentation du temps de transit
(Amodio, Berdon et al. 1986; Arnoldi, Leva et al.). La stase digestive, et la pullulation

microbienne qui en découle, représentent des facteurs prédisposant a I’entérocolite ulcéro-



nécrosante. A cela s’ajoute également une immaturité du réle de barriére et du systéme de
défense du tube digestif. L’intolérance alimentaire retarde la mise en place d’une alimentation
entérale compatible avec un développement adéquat de I’enfant (Moore and Wilson, 2011). Il
en résulte la nécessité de mettre en place une nutrition parentérale prolongée dont la morbidité

propre reste importante : troubles métaboliques, hépatopathie, septicémie.

Chez le nouveau-né a terme, I’immaturité digestive est encore présente, comme le
montrent les nombreuses pathologies se traduisant par une symptomatologie
digestive transitoire : I’hypothyroidie, la mucoviscidose, les infections materno-feetales, les
accouchements difficiles ou les souffrances néonatales ischémiques, ainsi que le microcolon

gauche lié au diabéte maternel.

Par ailleurs, toujours chez le nouveau-né a terme, le réle du SNE a été objectivé dans
plusieurs pathologies digestives organiques (Newgreen and Young, 2002). La plus etudiée est
sans doute la maladie de Hirschsprung, ou I‘interruption de la colonisation du tube digestif
par le SNE entraine une hypertonie d’aval. Dans I’atrésie intestinale, il a également été
montré un retard de maturation du SNE qui pourrait expliquer le délai observé avant la reprise
du transit apres le rétablissement de la continuité digestive (Khen et al. 2004). L’ implication
du SNE dans les troubles moteurs du laparoschisis a été étudiée par MM Santos. Dans cette
pathologie, ou I’absence de fermeture de la paroi intestinale entraine une extériorisation du
tube digestif dans le liquide amniotique durant toute la grossesse, I’hypomotilité intestinale
post-opératoire est liée a une immaturité des neurones intestinaux (Santos, Tannuri et al.
2003).

2 Description et développement du tube
digestif et de ses fonctions

2.1 Le tube digestif

L'appareil digestif est I'ensemble des organes et des fonctions qui permettent de

transformer les aliments en substances utilisables. 1l est composé d’un tube : cavité buccale,
esophage, estomac, duodénum, intestins, colon et rectum ainsi que d’organes associés :
glandes salivaires, foie, pancréas et vésicule biliaire. Ses fonctions sont multiples : propulsion,

digestion, sécrétion, absorption, protection.
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2.1.1 Embryologie

Le développement du tube digestif humain se fait en trois étapes: 1% et 2™

délimitations, et croissance en espace restreint.

Jusqu'a la quatrieme semaine de gestation, les cellules s'organisent en un disque

embryonnaire plat tridermique.

Dés lors, les trois feuillets (mésoderme, endoderme et ectoderme) se différencient pour
constituer les ébauches des différents appareils organiques. Dans le méme temps, le disque
embryonnaire subit un enroulement qui transforme le disque plat en une structure a trois

dimensions.

L’enroulement commence au 22éme jour dans les régions céphalique et latérales de
I'embryon et affecte la région caudale au 23éme jour. La lécithocele (future lumiére
intestinale) semble s’invaginer, englobée dans les structures environnantes qui poussent en

s’enroulant autour.

Au terme de cette modification, les bords céphalique, latéraux et caudal du disque
embryonnaire se rapprochent les uns des autres, sur la ligne médio ventrale. Les feuillets
entoblastique, mésoblastique et endoblastique du disque embryonnaire fusionnent avec leurs

homologues controlatéraux, donnant naissance a un étre en trois dimensions.

L’invagination a I’intérieur de I’embryon d’une partie de la lécithocéle forme I’intestin
primitif et laisse dans les annexes embryonnaires la vésicule vitelline reliée par le canal

vitellin. C’est la premiére délimitation.

L’intestin primitif est constitué d’une partie antérieure (craniale), moyenne, et
postérieure (caudale). Par convention, les intestins antérieur, moyen et postérieur sont

individualisés sur la base de leur apport artériel.

L’intestin antérieur forme la portion de I’intestin pharyngien jusqu’au duodénum. Le
foie, les voies biliaires et le pancréas ont la méme origine craniale et sont vascularisés par le

tronc cceliaque.

L’intestin moyen s’allonge rapidement, plus rapidement que ne grandit la cavité
abdominale. Il realise un pli dorso-ventral, en épingle a cheveux, appelé anse intestinale

primitive. Le sommet de cette anse est attaché via le canal vitellin a la vésicule vitelline, qui
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soblitére & la 5°™ semaine. 1l sera & I’origine des différentes portions intestinales du 3°™
duodénum au colon transverse. Sa vascularisation est mésentérique supérieure. De la 6eme a
la 10éme semaine, l'intestin moyen se développe presque entierement en dehors de la cavité
abdominale, dans le ceelome du cordon : c'est la hernie physiologique, & droite des éléments
vasculaires. A la 10°™ semaine, survient la deuxiéme délimitation qui réintégre Iintestin dans
la cavité abdominale. Le mécanisme a l'origine de cette réintégration est inconnu, mais il
pourrait résulter de I'accroissement relatif de la cavité abdominale car il survient au moment
ou la croissance du foie et des reins ralentit, et probablement au moment de la fermeture des
ceintures & la 8°™ semaine qui améne les grands droits sur la ligne médiane. La poursuite de
la croissance en espace restreint conduit alors a la mise en place du mésentére dans sa

disposition adulte.

L’intestin postérieur s’étend du tiers distal du colon transverse jusqu’aux deux tiers
supérieurs de I’anus. Il est vascularisé par I’artere mésentérique inférieure, ou caudale. La
partie terminale débouche sur la membrane cloacale qui s’ouvre a 9 semaines. La maturation
sphinctérienne anale, ou la formation du méconium pourraient expliquer dans un deuxiéme

temps I’absence d’extériorisation du contenu digestif au dela de 18 semaines.

La disposition anatomique du meésentere adulte présente un duodénum en cadre
antihoraire, autour du pancréas, et un colon en cadre horaire, avec le caecum en fosse iliaque
droite. Cette disposition était auparavant mise sur le compte de multiples rotations autour de
I’axe vasculaire (Tuchmann-Duplessis H, 2005). De récentes observations suggérent que la
réintégration de I’anse primitive, dans une cavité abdominale en restriction de volume, force
le croisement du caecum devant le duodénum en croissance. Le méso primitif unique et
continu s’en trouve obligatoirement replié, en différents segments (mésentére et mésocdlon)

en position finale (Grange G 2012).

Dés lors, l'intestin a réintégré entierement la cavité abdominale, au prix d'une
adaptation qui modifie complétement son orientation initiale. Certaines portions se

rapprochent de la paroi abdominale postérieure, par la présence de méso plus ou moins longs.

2.1.2 Anatomie descriptive

L’ appareil digestif est composé des éléments de la cavité buccale, du tube digestif et
des glandes annexes.

La cavité buccale comprend les lévres, les dents, la langue et le pharynx.
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Le tube digestif a proprement parler comprend I’cesophage, I’estomac et les intestins.
L’intestin gréle a trois parties: le duodénum, le jéjunum et I’iléon. Le gros intestin est
également divisé en trois parties : le caecum et son appendice, le célon (ascendant, transverse,

descendant et sigmoide) et le rectum se terminant par I’anus.

Les glandes annexes comprennent les glandes salivaires, le foie, la vésicule biliaire et

le pancréas.

L’anatomie et la répartition de ces organes varient d’une espece animale a I’autre, par
exemple, certains animaux ont des estomacs a plusieurs chambres. Nous détaillerons
uniquement ici celui de I’homme, qui nous intéresse en premier lieu et celui du rat, chez qui

ont été réalisées les expérimentations de cette these.
- Le tube digestif de I’homme
L’ensemble du tube digestif, excepté I’cesophage, est situé dans I’abdomen. (Figure 1)

L’estomac, sous la coupole diaphragmatique gauche, est en forme de J. Délimité par le
cardia, qui le sépare de I’cesophage en amont, et le pylore en aval, il forme une poche recevant

les aliments méchés. 1l peut contenir jusqu’a 4 litres.

Le duodénum est la premiére portion de I’intestin gréle. Situé sous et en arriere du
foie, il est fixé & la paroi postérieure de I’abdomen et encadre le pancréas. Sa deuxiéme

portion recoit les canaux biliaires et pancréatiques.

L’ angle de Treitz fait la jonction entre le duodénum et le jéjunum. En régle générale, il

est situé sous I’estomac, a gauche de la colonne vertébrale, et traverse le méso-colon.

Le jéjunum et I’iléon semblent libres dans I’abdomen, depuis I’angle de Treitz jusqu’a
la valvule iléo-caecale, reliés a la paroi postérieure par un méso lache. Ils mesurent, chez

I’lhomme adulte entre 2 et 8 métres.

La valvule iléo-caecale ou valve de Bauhin s’abouche a la face interne du caecum, en
fosse iliaque droite. Formée d’une fente entre deux valves, elle a pour réle principal

d’empécher le contenu colique de retourner dans I’iléon.

La distance entre I’angle de Treitz et la valvule iléo-caecale, représente la racine

mésentérique. C’est I’éloignement de ces deux points d’attache qui assure la stabilité de
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I’intestin humain. Leur position respective peut varier, représentant les différentes positions

de mésentére incomplet.

Enfin, le colon est disposé en cadre dans la cavité abdominale. Il mesure environ 1,5
métre, et passe en avant des structures digestives précédemment décrites, a I’exception du
rectum. Certaines de ses parties semblent fixées par un méso plus court. C’est le cas du colon
ascendant, de I’angle droit, I’angle gauche, et du colon descendant. Le caecum, le colon
transverse et le sigmoide présentent des méso laches. Le colon transverse et son meso
séparent la cavité abdominale en étage sus-mésocolique (au dessus), et sous-mésocolique (en

dessous).

Figure 1 : Anatomie du tube digestif humain
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- Le tube digestif du rat

Le systeme digestif du rat comprend les mémes structures que celui de I’lhomme, a
I’exception de la vesicule biliaire. 1l a les mémes fonctions. Nous ne détaillerons que les

différences descriptives majeures. (Figures 2 et 3)

Le duodénum, est placé a droite de I’estomac, et descend verticalement, presque droit.
Les voies biliaires et pancréatiques s’y abouchent. L’absence de vésicule biliaire, et donc de
réservoir, est a rapprocher des habitudes alimentaires de ce rongeur qui mange peu mais

fréquemment.

Les intestins sont disposés en position de mésentere commun, il n’y a pas de

compartimentation de I’abdomen par le méso-colon.

Le plus notable est le caecum, c’est un organe a part entiere, volumineux, et non
vestigial, comme chez I’homme. L’iléon y débouche a angle droit. Les aliments non encore
digérés a ce niveau s’y accumulent et y subissent une fermentation grace aux micro-

organismes, qui permettent a I’animal de digérer la cellulose.

Le colon part du caecum, son diametre est peu différent de celui du gréle. La partie
postérieure se reconnait aux matiéres en formation. On distingue uniquement le c6lon

proximal, et le colon distal, qui ne sont pas séparés par une structure individualisable.

Figure 2 : Appareil digestif du rat in situ : Photos de
J.P. Airoldi © 2006
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Figure 3 : Appareil digestif étalé : Longueur du corps du rat, (sans la queue) : 21 cm, longueur du tube digestif :
150 cm : Photos de J.P. Airoldi © 2006

2.1.3 Histologie

D’apreés I’atlas d’histologie fonctionnelle de Weather (Young B 2006).

Le tractus gastro-intestinal présente des caractéristiques structurales communes de
I’cesophage a I’anus. Il se présente sous la forme d’un cylindre musculaire tapissé d’une

muqueuse.
Il est constitué de 4 couches fonctionnelles distinctes :

La muqueuse comprend un épithélium, le chorion encore appelé lamina propria
(couche de tissu conjonctif de soutien), et la musculaire muqueuse, fine couche de muscle
lisse, responsable des mouvements locaux et des replis de la muqueuse. En 4 points du tractus
digestif, la muqueuse subit une transition structurale brutale : aux jonctions cesogastrique,
gastroduodénale, iléoczcale et anorectale. L’épithélium est polarisé et constitué d’une
monocouche de cellules. Un pool de cellules pluripotentes présent au niveau des cryptes se
différencie en 4 types cellulaires résumés dans la figure 4.
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Figure 4 : Les cellules différenciées de l'intestin gréle : Les cellules souches intestinales donnent naissance a
quatre types cellulaires différenciées. Les cellules absorptives, ou entérocytes, sont majoritaires. Les cellules
sécrétrices, a mucus, entéro-endocrines et de Paneth, migrent au fond des cryptes et sont absentes dans le c6lon.

La sous muqueuse est constituée de tissu collagene lache. Elle soutient la muqueuse

et contient de gros vaisseaux sanguins, des lymphatiques et des nerfs.

La musculeuse, réelle paroi musculaire, est constituée de muscles lisses, disposés en
une couche circulaire interne, et une couche longitudinale externe. Ces deux couches

perpendiculaires entre elles, sont responsables de la contraction péristaltique.

L’adventice est une couche externe conjonctive lache, qui forme le tissu de soutien
des gros vaisseaux et des nerfs. Elle contient une quantité variable de tissu adipeux. Dans la
cavité péritonéale, I’adventice se confond avec la séreuse, et est revétue d’un épithélium

pavimenteux. Ailleurs, I’adventice se confond avec les tissus rétro-péritonéaux.

Si la disposition des couches principales reste relativement constante tout au long du
tube digestif, il existe quelques variations en fonction de la localisation.

Dans le colon, plus particulierement étudié au cours de ce travail de these, les
fonctions principales de la muqueuse sont I’absorption d’électrolytes et la protection. De ce
fait, la muqueuse se présente sous forme de glandes tubulaires droites ou cryptes, serrées les
unes contre les autres. La muqueuse présente des replis a I’état relaché, mais ne forme pas de
plis circulaires distincts comme dans I’intestin gréle. Les glandes sont revétues de cellules
absorbantes spécialisées dans [I’absorption de [I’eau et de cellules caliciformes
mucosécrétantes, secrétant du mucus lubrifiant le passage des féces. Au fur et a mesure que
les feces progressent dans le tube digestif, en se déshydratant, le mucus devient plus abondant

afin de protéger la muqueuse des traumatismes. La musculaire muqueuse est une structure
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importante dans le colon. Elle présente des contractions rythmiques qui empéchent
I’obstruction des glandes et accélérent I’expulsion du mucus.

La paroi musculaire colique quand a elle, est relativement épaisse, et capable d’une
activité péristaltique puissante. Comme dans le reste du tractus, elle est constituée d’une
couche circulaire interne et d’une couche longitudinale externe. Chez I’lhomme, la couche

longitudinale externe est formée de trois bandes longitudinales séparées, appelées taenia coli.

2.1.4 Fonctions du tube digestif

Le tube digestif permet a I’organisme d’assimiler des aliments afin d’assurer un apport
hydrique, nutritif et énergétique permanent. Pour cela, il doit propulser les aliments, les
dégrader en nutriments, les absorber, tout en maintenant un équilibre hydro-électrolytique et
en assurant la défense de I’organisme contre les éléments agressifs (d’apreés Physiologie
Humaine de Sherwood 2006).

Il présente donc classiquement cing fonctions principales, lui permettant de mener a
bien ses missions : la motricité, la sécrétion, la digestion, I’absorption et la protection (ou

réponse immune).

La motricité résulte de [I’action des muscles lisses. Elle comporte trois
variétés principales : la segmentation ou brassage, la propulsion et le complexe moteur
migrant (MMC) (Furness 2012).

La segmentation, qui est la principale modalité de motilité pendant le repas, melange
et propulse lentement le chyme. Elle consiste en contractions annulaires, oscillantes, du
muscle lisse circulaire tout le long de I’intestin gréle. Les régions relachées, situées entre les
anneaux de contraction, contiennent une petite quantité de chyme. Les anneaux de contraction
sont distants de quelques centimétres et donnent a I’intestin gréle I’apparence d’un chapelet.
Ils ne progressent pas le long de celui-ci comme une onde péristaltique : & la différence de
celle-ci, les segments contractés se relachent et les segments antérieurement relachés se
contractent. De ce fait, le chyme contenu dans les segments initialement au repos est poussé
dans les deux sens : oral et anal. L alternance de contraction et de relachement recommence,
de sorte que le chyme est fragmenté, malaxé et bien mélangé. Ceci permet d’une part de
mélanger les aliments aux sucs digestifs, et d’autre part, d’améliorer I’absorption en

favorisant le contact intime entre le contenu et la surface absorbante. La vitesse de
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progression est adaptée au réle du segment digestif. Ainsi dans I’cesophage, qui permet la
traversée du thorax, la progression est plus rapide que dans I’intestin gréle qui absorbe.

La propulsion assure la propagation des aliments le long du tube digestif dans le sens

oral et anal.

Le complexe moteur migrant (CMM) est une succession de faibles contractions
péristaltiques qui progressent sur une courte distance le long de I’intestin avant de s’effacer.
Elles commencent a I’estomac et migrent dans le sens aboral, le long de I’intestin, c’est a dire
que chaque nouvelle onde péristaltique commence un peu en aval de la précédente. Le CMM
parcours I’intestin gréle en 100 a 150 mn et s’arréte a I’extrémité de I’iléon. Une fois celle-ci
atteinte, le cycle recommence et ceci jusqu’au repas suivant, chez I’humain
approximativement toutes les 90 mn. Son réle semblerait étre la vidange de I’intestin apres
que le repas a été digéré, éliminant les résidus non digérés, les cellules épithéliales, le mucus,
et réduisant ainsi le risque d’accumulation et de pullulation bactérienne dans I’intestin gréle

(Vantrappen, Janssens et al. 1977).

Chez les animaux qui s’alimentent occasionnellement, comme I’homme et le chien, la
segmentation et la propulsion ont lieu durant les « repas » et les CMM entre les phases de
digestion. Chez les animaux qui s’alimentent en permanence, comme le rat ou le mouton, les

CMM se produisent également pendant les phases de digestions (Kunze, Clerc et al. 1999).

La motricité du colon, fait également intervenir la segmentation et la propulsion. La
présence de complexe moteur migrant coliqgue (CMMC) a été retrouvée chez la souris et le
cochon d’Inde. Sa présence chez I’homme reste controversée (Heredia, Dickson et al. 2009).

La sécrétion est assurée tout au long du tube digestif par les glandes exocrines. Elle
commence dés la bouche, grace aux glandes salivaires, et se poursuit dans I’estomac et les
intestins, par I’intermédiaire des sécrétions gastriques, pancréatiques, biliaires et intestinales.
Elle réalise de nombreux échanges hydriques et électrolytiques (Na, K, Cl, HCO3...). Mais
elle permet également la fabrication des substances organiques indispensables aux différentes
fonctions : les enzymes (assurant la digestion), le mucus (protégeant les cellules épithéliales),
les immunoglobulines (en particulier les IgA), les facteurs de croissances (assurant le
renouvellement cellulaire du tube digestif), les acides biliaires et la bilirubine, les
phospholipides et le cholestérol.
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La digestion siege principalement dans I’intestin gréle. Elle débute dés la bouche
grace a la mastication et a la salive, et se poursuit dans I’intestin. Il existe trois niveaux de

digestion :

- Intraluminal, sous la dépendance des enzymes salivaires, gastriques et pancréatiques
- Membranaire : via la bordure en brosse des entérocytes. Elle fait également intervenir
des enzymes digestives

- Intra-entérocytaire

Les grosses molécules ingérées sont converties par étapes successives en petites molécules
absorbables au cours de la progression des aliments dans le tube digestif : les glucides en
monosaccharides, les protéines en acides aminés, et enfin les lipides en acides gras libres et

mono glycérides.

L’absorption des nutriments se situe essentiellement dans I’intestin gréle, celle de
I’eau a lieu essentiellement dans le célon. La totalité des produits de la digestion des glucides,
des lipides et des protéines, ainsi que les électrolytes, les vitamines et I’eau sont absorbés par

I’intestin gréle. Cependant I’absorption est souvent achevée avant I’iléon terminal.

Seule celle du fer et du calcium est ajustée au besoin de I’organisme : ainsi, plus il y a
d’aliments ingérés, plus il en sera digéré et absorbé.

L’ absorption résulte de flux permanents et abondants d’eau et de substances dissoutes,
de la lumiére digestive vers le milieu extracellulaire, et inversement, permettant la régulation
du milieu intérieur. L’absorption para-cellulaire est faible. L essentiel de I’absorption se fait a
travers les cellules, par pinocytose, par diffusion passive ou via des transporteurs. Les
transporteurs font intervenir des phénomenes actifs, nécessitant de I’énergie, ou la diffusion

facilitée, indépendante de I’énergie.

Le tube digestif a également un réle protecteur. La barriére intestinale est soumise en
permanence a des agressions chimiques, mécaniques et infectieuses. Plusieurs facteurs

intriqués assurent ce role :
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- le renouvellement et I’homéostasie de la barriére intestinale : I’épithélium est remplacé
intégralement tous les 4 a 5 jours chez I’homme. Environ 10 milliards de cellules sont
produites chaque jour (Bullen, Forrest et al. 2006).

- La production de salive, I’acidité gastrique et la fabrication des substances organiques
et des enzymes contribuent a I’extermination de nombreux agents pathogénes

- Le systeme GALT (Gut-Associated Lymphoid Tissue) comprend les plaques de Peyer,
I’appendice, des nodules lymphoides isolés, des cellules lymphoides isolées, des IgA
sécrétoires (Nagler-Anderson 2001).

- Le microbiote, systtme symbiotique contribue également a la protection de
I’organisme, par un phénoméne de compétition entre les agents microbiens
« bénéfiques » et les agents microbiens « pathogénes ». Ce sujet fera I’objet d’un
chapitre a part entiére.

Toutes les fonctions du tube digestif sont contrdlées par le systéme nerveux entérique.

2.2. Le systéme nerveux entérique

Le tube digestif difféere des autres organes périphériques du fait de la présence en son

sein d’un systéme nerveux intrinséque extensif : le systéme nerveux entérique.

Longtemps considéré comme un simple relais post ganglionnaire du systéeme nerveux
parasympathique, son statut de systéme nerveux autonome et intégratif a été bien établi par
les travaux réalisés ces trente derniéres années. Bien qu’étroitement lié au systéme nerveux
central (SNC) via le systéme nerveux sympathique et parasympathique, le SNE peut controler
les fonctions intestinales lorsqu’il est totalement déconnecté du SNC. Cette aptitude lui a valu
le surnom de «the second brain », le second cerveau. Composé de 400 a 600 millions de
cellules, neurones et cellules gliales, chez I’lhomme, il possede plus de cellules que les
systemes sympathique et parasympathique réunis, et autant que la moelle épiniére.

L'importance du SNE est aussi soulignée par la vaste gamme des neuropathies

entériques qui sont liées a un dysfonctionnement d’une ou plusieurs de ses fonctions.

2.2.1 Découverte du SNE

En 1857 et 1864, G. Meissner et L. Auerbach décrivirent la présence de neurones dans
la paroi intestinale. Le premier mit en évidence les neurones du plexus sous-muqueux, le

second les neurones plus profonds formant le plexus myentérique.
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R.Y. Cajal en 1893 montra que les neurones étaient des entités cellulaires séparées par
de fins espaces (nommées synapses par Sherrington). Puis grace a des marquages argentiques,
il établit la présence de plusieurs types neuronaux. A.S Dogiel en réalisa la classification
selon leur microarchitecture. En 1920, J.N. Langley initia la compréhension des

caractéristiques neurochimiques du SNE en cartographiant le systéme nerveux autonome.

Parallelement, en 1899, W. M. Bayliss et E. H. Starling ont publié les premiers
travaux décrivant le role fonctionnel du systéme nerveux entérique (SNE) (Bayliss and
Starling 1900). Ils ont défini la « loi de I’intestin » : « Local stimulation of the gut produces
excitation above and inhibition below the excited spot. These effects are dépendent on the
activity of the local nervous mechanism. » En effet, en isolant des anses intestinales chez le
chien, ils ont observé que la propulsion du contenu endoluminal s’accompagnait d’une
contraction d’amont et d’une relaxation d’aval. Ils ont montré que ces contractions
péristaltiques étaient des réflexes coordonnés, induits par une stimulation mecanique de
I’intestin et conduits par le systéme nerveux local (intrinseque) indépendamment du systéme
nerveux périphérique. Leurs travaux ont été complétés par J. N. Langley qui montra que cette
contraction persistait aprés dégénérescence des afférences nerveuses, prouvant le caractere
intrinséque de ce réflexe (Langley and Magnus 1905). Cependant, le SNE est resté longtemps
considéré comme un simple relais post-ganglionnaire du systeme nerveux autonome (Hansen
2003). Ce n’est qu’a partir des années 1970 que les travaux de Gershon, Costa, Furness,
Wood et North permirent un plein essor de la caractérisation du SNE et de ses roles, grace au
développement, d’une part des techniques d’immunohistochimie et de tragage neuronal, et
d’autre part de celles d’électrophysiologie et de neuropharmacologie.

2.2.2 Anatomie du SNE

Le SNE regroupe plus de 100 millions de neurones (Goyal and Hirano 1996) et plus
de 400 millions de cellules gliales (Ruhl, Nasser et al. 2004). 1l est présent dans la totalité du
TD, de I'esophage jusqu'au rectum. Le SNE est composé principalement de plexus organisés
en ganglions, contenant les neurones et les CGE. Il est constitué schématiquement de 2 plexus
majeurs : le plexus myentérique (Auerbach) et le plexus sous muqueux (Meissner). Les plexus
majeurs sont organisés en ganglions. Le plexus sous mugueux est situé sous la muqueuse et
n’est présent que dans I’intestin gréle et le colon, il est absent dans I’estomac. Le plexus
myentérique est situé entre les couches musculaires lisses longitudinale externe et circulaire

interne. Il est présent depuis I’cesophage jusqu’a I’anus. (Figure 5)
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Figure 5 : représentation schématique d'une coupe transversale de l'intestin Le systéme nerveux entérique est
constitué de ganglions organisés en deux plexus principaux : le plexus myentérique ou plexus d’Auerbach situé
entre la couche musculaire circulaire et la couche musculaire longitudinale ; et le plexus sous-muqueux ou
plexus de Meissner situé & proximité de la muqueuse. D’aprés (Heanue and Pachnis 2007)

Les plexus différent entre eux par leur topographie, leur morphologie et le phénotype
neurochimique de leurs neurones : le plexus myentérique présente une densité de neurones

plus importante que le plexus sous muqueux (Wedel, Roblick et al. 1999; Furness 2000).

Le nombre et I’organisation des plexus varient selon les espéces, reflétant une
adaptation du SNE lors de I’évolution. Ainsi, chez le cobaye, il n’existe qu’un seul plexus
sous-muqueux, tandis que chez le porc, on distingue 2 plexus sous-muqueux : le plexus de
Meissner, localisé dans la sous-muqueuse proche de la couche muscularis mucosae et le
plexus de Schabadash, reposant sur la couche musculaire lisse circulaire. Chez I’lhomme, on
distingue en outre un 3°™ plexus sous-muqueux, le plexus intermédiaire, localisé entre le
plexus de Meissner, et le plexus de Schabadash (Timmermans, Adriaensen et al. 1997).
(Figure 6)
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Figure 6 : Organisation du SNE des humains et des moyens et grands mammiféres. Le SNE posséde des plexus
ganglionnaires : le plexus myentérique (myenteric plexus) entre les couches musculaires lisses externes
longitudinales et circulaires (longitudinal muscle et circular muscle) ; et le plexus sous-muqueux ayant lui-méme
une composante externe et interne (Outer et inner SMP). Les faisceaux de fibres nerveuses relient les ganglions,
mais aussi forment des plexus innervant les muscles longitudinaux et circulaires, la muscularis mucosae, les
artéres intrinséques et la muqueuse. Il existe également des connexions avec les cellules endocrines et les
ganglions coeliaques et mésentériques, non représentées ici (Furness 2012).

Les cellules nerveuses entériques envoient des prolongements vers I’ensemble des
constituants cellulaires de I’intestin: les muscles de la paroi intestinale, I’épithélium, les

vaisseaux sanguins et les cellules intrinseques endocrines du pancréas (figure 7).

Ces plexus entretiennent des connexions entre eux, mais le SNE se projette également
vers les ganglions cceliaques, mésentériques et sympathiques, et innerve des organes tels le
pancréas (Anglade, Michel et al. 1987) et la vésicule biliaire (Mawe and Gershon 1989).

Le tube digestif contient les circuits neuronaux constitués de neurones sensitifs,
interneurones et neurones moteurs. Ainsi, le SNE possede un circuit nerveux capable de
générer des réflexes et ainsi constitué de types cellulaires lui permettant de recevoir une
information sensorielle, de traiter I’information et d’exécuter une réponse. Néanmoins, cette
activité est régulée par le SNC. Les informations du tractus intestinal voyagent vers
I’extérieur via les neurones intestinofuges vers le SNC, les ganglions sympathiques, la
vesicule et le pancréas. Les neurones des ganglions paravertébraux sympathiques regoivent
des informations du SNC et du SNE. Les informations sensorielles se dirigent d’une part vers
les autres composants du SNE via les IPAN : neurones afférents intrinséques primaires, et
d’autre part vers le SNC, via les EPAN : neurones afférents extrinseques primaires suivant les

circuits afférents spinaux et vagaux. Les informations en provenance du SNC atteignent le
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SNE et les effecteurs digestifs par I’intermédiaire des systemes vagal, sympathique et pelvien
(Furness 2012).

Figure 7 : L’innervation du tube digestif : les connexions nerveuses entre le systéme nerveux entérique (SNE) et
le systéme nerveux central (SNC), ainsi que les connexions nerveuses entre les différents organes intestinaux
sont complexes. Le tube digestif contient les circuits neuronaux complets du SNE (neurones moteurs et
interneurones bleus, neurones sensitifs mauves). Les informations du tractus intestinal voyagent vers I’extérieur
via les neurones intestinofuges (rouges) vers le SNC (neurones en jaune), les ganglions sympathiques, la
vésicule et le pancréas. Les neurones des ganglions paravertébraux sympathiques (verts) regoivent des
informations du SNC et du SNE. Les informations sensorielles se dirigent d’une part vers le SNE via les IPAN :
neurones afférents intrinséques primaires (mauves), et d’autre part vers le SNC, via les EPAN : neurones
afférents extrinséques primaires (mauves) suivant les circuits afférents spinaux et vagaux. Les informations en
provenance du SNC atteignent le SNE et les effecteurs digestifs par I’intermédiaire des systémes vagal,
sympathique et pelvien (Furness 2012).

32



2.2.3 Développement et colonisation du SNE

Toutes les cellules neuronales et gliales entériques dérivent des cellules de la créte
neurale (CNN) qui migrent le long et a travers le tube digestif en développement durant les

premiers jours de vie embryonnaire.

La majorité des CNN naissent du segment vagal de la créte neurale et vont coloniser
I’intestin antérieur (Yntema and Hammond 1954 ; Le Douarin and Teillet 1973) (futur
cesophage et estomac) puis migrer et coloniser tout le tractus gastro-intestinal dans le sens
rostro-caudal (Young and Newgreen 2001). Cependant, des cellules du segment rostro-
troncal participent également a la colonisation de I’cesophage et de la partie supérieure de
I’estomac, tandis que des cellules du segment sacré participent a la colonisation du segment
intestinal post-ombilical. Ces CNN sacrées ont en plus la particularité de réaliser leur
colonisation dans le sens caudo-rostral. (Heanue and Pachnis 2007) (Burns and Douarin
1998) (Figure 7).

Une fois dans le tractus gastro-intestinal, les CCN sont appelées cellules entériques
dérivées de la créte neurale (ENCC). La différenciation en neurones ou en cellules gliales
commence dés le début de la migration, avant que les ENCC aient atteint la partie anale
terminale (Young, Ciampoli et al. 1999). Et ces neurones différenciés existent sur la totalité
du tube colonisé, y compris au niveau du front de migration. Dans la paroi digestive, les
ENCC vont intégrer les différents plans histologiques, de fagcon centripéte ou centrifuge, selon
les espéces (Burns and Douarin 1998).

La colonisation compléte du tube digestif requiert une coordination complexe de la
migration, de la prolifération, de la survie, et de la différenciation des ENCC. Ces
évenements sont régulés par (i) des facteurs solubles libérés par le mésenchyme intestinal ;
(ii) I’expression de molécules de la matrice extra cellulaire ; (iii) I’expression de récepteurs
membranaires sur les ENCC ; (iv) I’expression de facteurs de transcription par les ENCC, qui
vont réguler les événements en aval. (Un tableau récapitulatif des molécules impliquées et de

leur impact sur les ENCC est proposé en annexe 1.)

O MIGRATION :

Les ENCC migrent en chaines, et les interactions entre cellules sont importantes pour
réguler ce comportement (Druckenbrod and Epstein 2005). Lorsque les systemes de
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signalisation sont perturbés, des changements de comportement ont été observés
(Druckenbrod and Epstein 2009).

Deux principales voies de signalisation sont impliquées dans la colonisation du tube
digestif : le facteur Glial-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) et ses récepteurs Ret et
GFRal, ainsi que I’endothéline-3 et son récepteur B (endothelin receptor B) jouent un réle
important dans la migration et le développement du SNE (Baynash, Hosoda et al. 1994 ;
Hosoda, Hammer et al. 1994).

Le GDNF est sécrété par le mésenchyme digestif selon un gradient de concentration rostro-
caudal (Figure 8) précédant le front de migration des cellules de la créte neurale (Natarajan,
Marcos-Gutierrez et al. 2002), et les ENCC expriment les récepteurs Ret et GFRal.

Ainsi, I’absence de GDNF, de Ret ou de GFRal, chez la souris conduit a une
aganglionose entérique étendue et a une agénésie rénale (Schuchardt, D'Agati et al. 1994).
Tandis que I’absence de I’endothéline-3 ou de son récepteur B conduit a une aganglionose
terminale (Baynash, Hosoda et al. 1994 ; Hosoda, Hammer et al. 1994). Chez I’lhomme, dans
la maladie de Hirschsprung, des mutations du géne Ret sont associées a des formes de
mégacblon (Romeo, Ronchetto et al. 1994; Hofstra, Landsvater et al. 1994; Newgreen and
Young 2002). De méme, la mutation des récepteurs au GDNF (Glial cell line-derived
neurotrophic factor) ou de I’endothélin-3 induirait I’inhibition de la prolifération et/ou
I’accélération de la différenciation des cellules des crétes (lwashita, Kruger et al. 2003, Serra
et al. 2009).
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Figure 8 : ontogénése du systéme nerveux entérique : colonisation du tube digestif par les cellules de la créte
neurale, migration et contréle génétique.

(a) au stade E 8,5 chez I’embryon de souris, les cellules de la créte neurale (NCC) du segment vagal (fleche
rouge) pénétrent dans la partie supérieure du tube digestif (TD) et migrent dans le sens rostro-caudal afin de
coloniser de facon séquentielle la partie antérieure (FG), la partie médiane (MG) et la partie postérieure (HG)
(pointillés rouges). Les NCC de la partie la plus caudale du segment vagal proviennent d’une région qui se
superpose avec les NCC de la partie du segment rostro-troncal la plus antérieure (fleche bleue). Ces cellules
participent & la colonisation de I’cesophage et de la partie supérieure de I’estomac. Les NCC du segment sacré
(fleche jaune) commencent leur migration plus tardivement (E13,5) dans le sens caudo-rostral pour coloniser le
colon.

(b) Les NCC d’origine vagale expriment Soxbetal0 et EDNRB lorsqu’elles émigrent du tube neural.

(c) Vers le 9e jour, les cellules dérivées des NCC expriment le récepteur RET. Dans le mésenchyme intestinal,
son ligand GDNF est fortement exprimé dans I’estomac (vert) et le ligand de ’EDNRB EDN3 est exprimé dans
les parties médiane et postérieure du TD (rose).

(d) Au stade E11, les cellules dérivées des NCC rencontrent de hauts niveaux d’expression de GDNF et d’EDN3
dans le cecum (high level GDNF and EDN3) (jaune). Les cellules en aval du front de migration commencent
progressivement & se différencier en neurones ou en cellules gliales (cells undergoing neural/ glial cell
differentiation). GDNF et EDN3 sont ensuite exprimés dans la partie distale du TD postérieur (E 11.5, non
illustrée).

D’aprés (Heanue and Pachnis 2007).

O PROLIFERATION ET SURVIE

La prolifération des ENCC est capitale pour assurer la production d’un nombre

suffisant de cellules pour coloniser tout I’intestin. Les ENCC se multiplient tandis qu’elles
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migrent le long de I’intestin, mais aussi tandis qu’elles pénetrent ses différentes épaisseurs
(Barlow, Wallace et al. 2008). Young et al. ont également montré en 2004 que la densité de
cellules sur le front de migration avait un impact direct sur leur comportement et sur la

distance colonisee. (Young, Bergner et al. 2004).

Sur des modeéles in vitro, d’expansion frontale sur des intestins en culture, Simpson et
al. (Simpson, Zhang et al. 2007) ont montré un gradient de prolifération des ENCC en regard
du front de migration. En revanche, il n’a pas été mis en évidence de différence de densité de
prolifération entre le front de migration et les zones deja colonisées in vivo. Or in vivo, le tube
digestif croit en méme temps qu’il est colonisé. L’hypothése retenue serait qu’une
prolifération importante est nécessaire sur le front de migration pour la colonisation d’aval,
mais qu’une prolifération considérable est tout autant nécessaire in vivo, pour maintenir une

certaine densité cellulaire, sur le tissu digestif en extension (Simpson, Zhang et al. 2007).

Par ailleurs, la régulation de la mort cellulaire est fondamentale durant le
développement du SNE (Enomoto 2009). Avant leur arrivée dans le tube digestif, les ENCC
sont soumises a I’apoptose. Cette apoptose est nécessaire a la régulation de leur nombre, et
I’inhibition de I’apoptose induit une hyperganglionose (Wallace, Barlow et al. 2009). En
revanche, une fois dans le tube digestif, il n’a pas été mis en évidence de phénomene
apoptotique, ce qui est inattendu par rapport a ce qui est observé dans les autres systemes
nerveux en développement (Wallace, Schmidt et al. 2010).

O PARTICULARITES DU CONTINGENT DES CCN SACRES

Le développement du contingent nerveux sacré reste mal compris.

- Ses cellules commencent leur migration, a partir de la créte sacré, plus tardivement
que le contingent vagal, et leur colonisation débute aprés une pause dans le plexus
pelvien chez la caille (Burns and Douarin 1998), et dans les ganglions pelviens chez la
souris (Kapur 2000).

- Leur migration commence aprés que le contingent vagal ait atteint I’intestin postérieur
proximal, mais avant qu’il ait atteint sa partie distale (elles ne se rencontrent pas
immédiatement).

- Cette migration se fait dans le sens caudo-rostral, inverse des ENCC vagales.
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- La colonisation commence par le bord antérieur (antimésentérique) de I’intestin et non
par le bord postérieur (mésentériqgue) (Wang, Chan et al. 2011). Elle est
essentiellement a destination du plexus myentérique (Burns and Le Douarin 2001).

- L’absence de CNN vagales n’empéche pas le développement du contingent sacré. Les
neurones dérivant des CNN sacrés ne représentent que 17% des cellules nerveuses
présentes dans le colon distal, et ne peuvent coloniser tout le colon, en raison d’un
moindre potentiel de migration (Burns and Douarin 1998).

- L’effet physiologique de ce contingent sur la motricité colique reste inconnu.

O DIFFERENCIATION

La différenciation des cellules de la créte neurale CCN en ENCC puis en neurones
entériques ou en cellules gliales entériqgues commence dés le début de leur migration.
Contrairement au systéme nerveux central (SNC), pendant leur différenciation, les cellules
precurtrices du SNE continuent & proliférer et expriment des marqueurs généraux neuronaux
(Hu) ou gliaux (S100-B) (Young, Turner et al. 2005). Différents facteurs de transcription tels
que Mashl et Sox10 contrblent de maniére spécifique la différenciation des cellules du SNE.
Ainsi, le facteur de transcription Mashl est impliqué dans la différenciation des neurones
sérotoninergiques (Blaugrund, Pham et al. 1996) et Sox10 dans la différenciation des cellules
gliales entériques (Kelsh 2006). Enfin, différents types de neurones sont généres
séquentiellement durant la différenciation des cellules de la créte neurale, les neurones
nitrergiques et sérotoninergiques se développant de maniére précoce par opposition aux
neurones cholinergiques et ceux exprimant la CGRP (calcitonin gene-related peptide) (Burns,
Pasricha et al. 2004). Dans le méme contexte, les CGE expriment de fagon précoce le
marqueur glial S100-B comparativement a la Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP), qui n’est

exprimée que plus tardivement (Young, Turner et al. 2005).

Les neurones différenciés jouent a leur tour un réle dans la migration et la colonisation
des ENCC avec lesquelles ils cohabitent, y compris sur le front de migration, grace aux
neurotransmetteurs (Baetge and Gershon 1989), et a I’activité électrique qu’ils commencent a
produire (Hao, Bornstein et al. 2012).
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O DEVELOPPEMENT DU PLEXUS SOUS MUQUEUX

Le développement des plexus entériques est coordonné au développement musculaire
et muqueux, comme I’ont montré Wallace et Burns en 1998. Ainsi, le développement des
plexus peut il étre centripete ou sembler centrifuge (Burns and Douarin 1998).

Dans I’intestin gréle de poulet et de souris, la migration des ENCC, est d’abord
périphérique, formant le futur plexus myentérique. Une seconde vague de migration
centripete a partir du plexus myentérique conduit a la formation du futur plexus sous
muqueux (Gershon, Epstein et al. 1980; Pham, Gershon et al. 1991). Cette seconde migration
est sous la dépendance de la voie de signalisation des Netrines (exprimées par la muqueuse de
I’intestin gréle en développement) et de leurs récepteurs DCC (exprimés par les ENCC)
(Jiang, Liu et al. 2003). Il semblerait que GDNF soit également impliqué dans cette seconde
vague de colonisation, par un effet chémo-attractant, permettant la formation du plexus sous

muqueux (Uesaka and Enomoto 2012).

Dans le colon, il semblerait que le développement du plexus sous muqueux différe
selon les especes. En effet, chez le poulet, le plexus sous muqueux est colonisé en premier car
les ENCC migrent sur le bord sous muqueux de la couche musculaire circulaire de I’intestin
postérieur. En revanche, chez la souris, le muscle circulaire ne se différencie pas avant la
colonisation de I’intestin postérieur par les ENCC. Celles-ci se dispersent a travers la couche
circulaire présumée. Lorsque le muscle commence sa différenciation au 14°™ jour
embryonnaire (E14,5), les cellules nerveuses se condensent a la surface séreuse du muscle
circulaire, formant le plexus myentérique (Burns and Douarin 1998). Les cellules sous
muqueuses n’apparaissent que vers E18,5, mais sont peu nombreuses, et le plexus sous
mugqueux n’est formel qu’au 3°™
2001).

jour apres la naissance, i.e. a (P3) (McKeown, Chow et al.

2.2.4 Chronologie du développement

Ainsi, la génération d‘activités neuro-musculaire et neuro-épithéliale fonctionnelles
dans le tractus gastrointestinal requiert le développement coordonné des neurones entérigues,
des cellules gliales, des muscles lisses circulaires et longitudinaux et des cellules de Cajal. La
durée des évenements qui aboutissent a la colonisation compléte du tube digestif est variable
d’une espece a I’autre. Sasseli et al. proposaient en 2012 un schéma des différentes étapes du
développement du SNE chez la souris, résumé dans la figure 9.
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Etape

Evenements cellulaires

E 85

Les CNN quittent la région vagale du tube
neural

E95

Colonisation de I’intestin antérieur primitif
par les CCN

E 10,5

Migration rostro-caudale des ENCC
Prolifération des ENCC
Début de la différenciation neuronale

E 11,5

Migration rostro-caudale des ENCC
Prolifération des ENCC

Différenciation neuronale

Premiére apparition des neurotransmetteurs
Début de la différenciation gliale

E 13,5

Achévement de la migration rostro-caudale
des ENCC vagaux

Invasion de I’intestin postérieur par les
ENCC sacrés

Prolifération des ENCC

Différenciation neuronale

Différenciation gliale

al’age
adulte

Prolifération des ENCC

Différenciation des phénotypes neuronaux
matures

Différenciation des phénotypes gliaux
matures

Gangliogénése

Formation des circuits neuronaux
fonctionnel et naissance

de la motricité intestinale coordonnée

Figure 9 : Le développement du SNE chez la souris nécessite la coordination de multiples évenements ( d’aprés

Sasselli, Pachnis et al. 2012)

Chez I’lhomme, Wallace et Burns, grace a des immunomarquages sur embryon de 4 a 14

semaines de grossesses, proposaient en 2005 le schéma suivant (Burns, Pasricha et al. 2004) :
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Les cellules de la créte neurale, marquées par le récepteur de la neurotrophine p75™
colonisent I’intestin antérieur a partir de 4 semaines. Les cellules du segment rostro-
troncal participent a la colonisation de I’cesophage et de la partie supérieure de
I’estomac et celles du segment sacré commencent leur migration plus tardivement
dans le sens caudo-rostral pour coloniser I’intestin post-ombilical. Les cellules de la
créte neurale vagale ont colonisé I’ensemble du tube digestif (TD) dés la 7°™ semaine
de gestation.

Au départ, ces cellules sont faiblement réparties dans le mésenchyme intestinal, et
fusionnent ultérieurement pour former des ganglions selon le gradient rostro-caudal de
maturation. Le plexus myentérique se forme initialement dans I’intestin antérieur, puis
moyen et enfin postérieur. Le développement du plexus sous muqueux suit son
développement a 3 semaines d’intervalle, dans le méme ordre. Il résulterait de la
migration centripete du plexus myentérique a travers la couche musculaire circulaire.
La différenciation du muscle lisse suit la colonisation de I’intestin par les CCN a
quelques semaines prés, comme cela a été démontré par la mise en évidence des
récepteurs a I’Alpha-SMA (a-smooth muscle actin). Elle se fait également dans un

sens rostro-caudal, avec mise en évidence dés la 8°™

semaine d’un marquage d’alpha-
SMA sur I’cesophage, et & la 11°™ semaine d’un marquage dans I’intestin postérieur.
Le muscle lisse circulaire se développe avant le muscle longitudinal.

Les cellules interstitielles de Cajal émergent du mésenchyme & la 9°™ semaine,
1éme

entourant puis enveloppant les ganglions myentériques a la 1 semaine.

A partir de la 14°™ semaine, I’intestin est composé de cellules nerveuses, de couches
musculaires lisses longitudinales, circulaires et muscularis mucosae, et d’un réseau de
cellules interstitielles de Cajal qui donnent au tube digestif feetal I’apparence d’un

intestin mature.

Conjointement, les fonctions de I’intestin vont se mettre en place, par la maturation

progressive des différentes composantes cellulaires, notamment du systéme nerveux

entérique, et nous le décrirons plus loin.

2.2.5 Histologie du SNE

Classifications neuronales

Les différents types de neurones composant le SNE ont été classés en fonction de leur

morphologie, de leur propriétés électrophysiologiques ou de leur codage neurochimique. Ces
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classifications "historiques" sont aujourd’hui peu utilisées et sont remplacées par des
classifications "fonctionnelles™ en neurones sensitifs, interneurones ou neurones moteurs

(excitateurs, inhibiteurs).

La premiére classification des neurones entériques est descriptive (Figure 10). Elle a
éte initiée il y a plus d’un siécle par Dogiel, qui décrivit les différentes formes de neurones
entériques dans les plexus myentériques et sous-muqueux chez I’homme, le cobaye, le lapin,
le rat, le chien et le chat (Dogiel 1899). Il a décrit 3 types de neurones nommés Dogiel I, Il et
I11. Par la suite cette classification a été complétée par les travaux de Stach et Furness, ainsi
que de Timmermans, identifiant 4 autres types neuronaux, qui seront classés de | a VII
(Timmermans, Adriaensen et al. 1997, Furness, Bornstein et al. 1988) (Figure 4). Cependant
la majorité des neurones entériques appartiennent aux types I, 1l et 111 (Hansen 2003).

Type | Type Il Type I

Morphologie selon la
classification de
Dogiel

Caractéristiques " . Type AH "After Type S
électrophysiologiques Type S "Synaptic Hyperpolarisation™ "Synaptic"

Effet TTX Bloqué par la TTX Insensible a la TTX BquTu%gzar la
IPAN (Intrinsic primary
Types neuronaux Neurones moteur afferent neurons) Interneurones

Figure 10: Principaux types morphologiques de la classification Dogiel des neurones entériques de I’intestin
gréle chez le cobaye. a-c : neurones de type I, uniaxonaux et multidendritiques (courtes et lamellaires). d-e :
neurones de type Il, multiaxonaux et adendritiques. f: neurones de type Ill, uniaxonaux et multidendritiques
(longues). g : neurones filamenteux TTX : tetraodontoxine (Timmermans, Adriaensen et al. 1997).

Les neurones de type Dogiel | sont caractérisés par une forme aplatie légerement
allongée et présentent un seul axone et plusieurs dendrites courtes et lamellaires. Ce groupe
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est relativement vaste et il reste difficile a déterminer un réle fonctionnel précis de ces
neurones. Les neurones de type Dogiel Il sont multiaxonaux et se caractérisent par un corps
cellulaire rond ou ovale de taille assez large et une absence de dendrite. L’ultrastructure de
ces neurones est caractérisée par la présence d’un nombre important de mitochondries et de
lysosomes (Pompolo and Furness 1988). Enfin, les neurones de type 111 sont uniaxonaux avec
des dendrites tres longues (Stach 1982).

La deuxiéme classification des neurones entériques, plus précise, est basée sur leurs
caractéristiques électrophysiologiques (Lomax and Furness 2000). Les premiers
enregistrements intracellulaires, permettant la description des propriétés électriques des
neurones entériques, ont été rapportés dans les années 70 (Nishi and North 1973 ; Hirst,
Holman et al. 1974 ; Wood and Mayer 1978). Ces premieres études avaient initialement décrit
trois types de neurones entériques. Cependant, le troisieme type qui était non excitable,
correspondait en fait aux cellules gliales. Les neurones entériques sont donc a présent classés
en deux catégories : les neurones de type S ou “Synaptic” et les neurones de types AH ou
“After Hyperpolarisation” dans I’intestin de cobaye (Hirst, Holman et al. 1974).

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

et 111 (uniaxonal).

Les neurones AH se caractérisent par un large potentiel d’hyperpolarisation suivant le
PA (amplitude 75 a 110 mV). lls présentent une inflexion dans la phase descendante de
repolarisation et sont normalement suivis de deux phases separées d’hyperpolarisation : une
premiére phase précoce et une seconde plus tardive et longue (20 - 30 sec) et médiée par les
canaux potassiques activés par le calcium (KCa+) (Hirst, Holman et al. 1974). De plus, les
neurones AH sont insensibles a la TTX et ont une morphologie de type Dogiel Il (Furness,
Robbins et al. 2004).

La stimulation des fibres inter-ganglionnaires n’induit pas de potentiel post-synaptique
excitateurs rapides dans ces neurones, mais en revanche peut induire des potentiels post-

synaptiques excitateurs lents (Wood and Mayer 1978).
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2.2.6. Neuromédiateurs du SNE

Les neurones entériques produisent et libérent une trentaine de substances chimiques
différentes, les neurotransmetteurs ou neuromédiateurs, qui permettent de communiquer entre
eux et avec les cellules cibles effectrices (McConalogue and Furness 1994) (Figure 11). Ces
neurotransmetteurs ou neuromédiateurs peuvent étre classés en fonction de leur action

excitatrice ou inhibitrice sur leurs cellules cibles (Tableau 1).

Stimulation Inhibition

Ach, Adénosine, 5-HT, Histamine, NO, VIP, Somatostatine, GABA,

NeurokinineA, SP, CCk, GRP, CGRP, NPY, Galanine, Glucagon,
Motiline, bombésine, opioides, Neurotensine, PACAP, PHI, PYY,
TRH, PGE2 sérotonine, Dopamine

Tableau 1 : Principaux neurotransmetteurs et substances neurohumorales. 5-HT, sérotonine ; GRP, gastrin
relesing polypeptide ; NO, nitric oxide ; PGE2, prostaglandine E2 ; TRH, thyrotropin-releasing hormone; CGRP,
calcitonin gene-regulated peptide; GABA, gamma butyric acid; NPY, neuropeptide Y; PACAP, pituitary
adenylate cyclase activating polypeptide ; PHI, peptide histidine isoleucine ; PYY, peptide YY ; SP, substance
P ; VIP, vasoactive intestinal polypeptide. (D'aprés Hansen 2003)

Onze molécules différentes ont pu étre détectées dans un méme neurone (Schemann
and Neunlist 2004). Ces substances sont de petites molécules telles que I’acétylcholine (Ach),
le monoxyde d’azote (NO) ou I’adénosine triphosphate (ATP), ou encore des peptides comme
la sérotonine (5-HT) et le vasointestinal peptide (VIP). De nombreuses études associant des
techniques d’immunohistochimie, de tracage neuronal, couplées a des études fonctionnelles et

pharmacologiques, ont permis de corréler le codage neurochimique du neurone a sa fonction.

Figure 11 : Ganglion myentérique de souris : Photographie de microscopie a fluorescence couplé & un
apotome. Les corps des neurones sont visualisés avec différents anticorps dirigés contre nNOS (vert), VIP
(violet), ChAT (rouge), (X63). (INSERM U913).
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Les neurotransmetteurs contrélent les différentes fonctions digestives. Furness en
2012 a récapitulé les neurotransmetteurs retrouvés dans chaque type de neurones entériques,

selon leurs roles et leurs fonctions (tableau 2).

Tableau 2 : les neurotransmetteurs des neurones qui contrélent les fonctions digestives, d’apres Furness 2012
(Furness 2012)

2.3 Controle de la motricité colique par le SNE

Les différents travaux de ces trente derniéres années, ont permis d’étudier en détail le

circuit nerveux entérique contrélant le péristaltisme.

Tout d’abord, il a été montré que le bol alimentaire fonctionnait comme un stimulus
mécanique dans la lumiére intestinale, déclenchant un réflexe nerveux. Ce réflexe entraine
une relaxation en amont et une contraction en aval du bol alimentaire. Ce stimulus mécanique
se répétant de facon sequentielle le long de I’intestin, permet la progression du bol alimentaire

(Bayliss and Starling 1900). Ce réflexe persiste aprés dénervation extrinseque — travaux de
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Langley en 1905 —, il est donc intrinseque au tube digestif (Langley and Magnus 1905). Par la
suite, il a été montré que le SNE contient tous les éléments nécessaires a la mise en place de

ce réflexe : des neurones sensitifs, des interneurones et des neurones moteurs.

Cependant, les neurones entériques ne détectent pas directement les changements du
contenu luminal. C’est I’épithélium, et en particulier les cellules entérochromaffines qui sont
les cellules sensitives primaires (par analogie avec les récepteurs gustatifs). Celles-ci liberent
en particulier de la sérotonine (5-HT), en réponse a la distension intestinale, aux mouvements
de distorsion mécanique (frottements dus au passage du bol alimentaire) de la muqueuse, et
aux modifications chimiques du contenu intraluminal (présence d’acide gras, de
carbohydrates, ou d’une hyperosmolarité). Ce neuromédiateur agit ensuite sur les
terminaisons nerveuses des neurones primaires afférents intrinseques (IPAN) (Figure 12)
(Furness, Kunze et al. 1998).

Les IPAN sont connectés entre eux sur toute la circonférence et tout le long du TD
afin de coordonner I’activit¢ motrice (Furness, Kunze et al. 1998). Ils établissent des
connexions avec les interneurones ascendants et descendants, dont les axones se projettent
respectivement vers le coté oral et vers le coté anal. Ils sont alors en contact avec les neurones
moteurs ascendants ou excitateurs (vers I’amont) et les neurones moteurs inhibiteurs ou
descendants (vers I’aval) (Furness, Kunze et al. 1998). Dans I’intestin gréle de cobaye, les
neurones moteurs excitateurs représentent 10% et les neurones moteurs inhibiteurs 12% des

neurones myentériques totaux (Costa, Brookes et al. 1996).

Les IPAN possedent une morphologie Dogiel de type Il et un comportement
électrophysiologique de type AH. Les interneurones posseédent une morphologie Dogiel de
type | et un comportement électrophysiologique de type S ou AH. Les neurones moteurs
possédent une morphologie Dogiel de type | et un comportement électrophysiologique de
type S (Furness, Clerc et al. 2000).

Chague type de neurones possede un ou un groupe de neurotransmetteurs (tableau 2).
Pour ce qui est des circuits contrdlant la motricité, il est possible de schématiser ainsi :

- Les interneurones ascendants sont immunoréactifs pour la ChAT, la SP, et la
calrétinine (Brookes 1997). La transmission entre ces neurones est médiée par I’ACh
se fixant sur les récepteurs nicotiniques (NAChR). La transmission synaptique vers les
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neurones excitateurs est assurée par I’ACh et les tachykinines (récepteurs NK3)
(Bornstein, Costa et al. 2004).

Les neurones moteurs excitateurs contiennent des substances comme I’ACh et les
tachykinines, notamment la Substance P, la neurokinine A et I’enképhaline, et
possédent des projections longues et courtes (Holzer, Schluet et al. 1993; Lippi,
Santicioli et al. 1998; Furness, Alex et al. 2003).

- Les interneurones descendants sont répartis en trois groupes. Les interneurones
descendants ChAT/NOS, ChAT/5-HT et ChAT/SOM (somatostine). La transmission
synaptique vers les neurones inhibiteurs est assurée essentiellement par I’ACh et par
I’ATP via les récepteurs P2X.

- Les neurones moteurs inhibiteurs, contiennent de I’ACh, et du VIP, leurs médiateurs
sont I’ATP, le NO ou le VIP (Furness 2000).

Ainsi, la contraction d’amont est-elle essentiellement sous le controle de I’ACh, des
tachikinines. L’activation de ces neurones moteurs excitateurs entraine une dépolarisation et
une contraction du muscle. Cette activité est bloquée par des antagonistes des récepteurs
muscariniques (atropine) et aux tachykinines. Tandis que la relaxation d’aval est sous le
contréle du NO, du VIP et de I’ATP. L’activation des neurones moteurs inhibiteurs induit une
hyperpolarisation et la relaxation du muscle lisse intestinal. Dans la plupart des espéces, cette
réponse utilise des composantes rapides, médiées par I’ATP, ou le NO, ou tardives médiees
par le VIP (Figure 10) (Hansen 2003). Le NO est produit par la NO-synthase (NOS), dont
I’activité est bloquée par le N(G)-nitro-L-Arginine-Méthyl Ester (L-NAME).

Par ailleurs, parmi les trois types d’interneurones descendants, dont I’axone se projette
dans la direction anale, le groupe d’interneurones ChAT/NOS/VIP est impliqué dans le
réflexe péristaltique tandis que le groupe ChAT/SOM est impliqué dans la propagation des
complexes myoélectriques migrants dans I’intestin gréle (Furness 2000).
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Figure 12 : Schéma du réflexe péristaltique dans I’intestin gréle :

La stimulation de la muqueuse induit la libération de sérotonine par les cellules entérochromaffines vers les
IPAN (les IPAN possedent des récepteurs 5-HTp, 5-HT3 et 5-HT,) et vers les afférences vagales et spinales
extrinséques (qui possédent des récepteurs 5-HT3). Les IPAN libérent alors de la SP (de la substance P), de
I’ACh (acétylcholine), et du CGRP (Calcitonin Gene-Regulated Peptide) vers les interneurones ascendants et
descendants. Les interneurones ascendants, excitateurs, libérent de la SP et de I’ACh en amont, vers les moto-
neurones excitateurs. Tandis que les interneurones descendants libérent de la 5-HT et de I’ACh en aval vers les
motoneurones inhibiteurs. Les motoneurones excitateurs libérent de I’ACh et de la SP vers les muscles. Les
motoneurones inhibiteurs libérent du NO, du VIP (vasointestinal peptide) et de I’ATP vers les muscles (Hansen
2003).

Enfin, les cellules interstitielles de Cajal (CIC) jouent aussi un rdle déterminant dans
le contr6le neuronal de la contraction musculaire. Dans la plupart des régions du TD, un
réseau de CIC est localisé dans I’espace inter-musculaire, au niveau du plexus myentérique,
entre le muscle circulaire et le muscle longitudinal (Ward, Sanders et al. 2004). Elles jouent
un réle de «pacemaker» en générant des ondes lentes de propagation de la motricité
intestinale. En effet, une mutation de c-kit, un facteur clé dans le développement des CIC,
entraine une perte de I’activité de pacemaker (Ward, Sanders et al. 2004; Torihashi, Ward et
al. 1995). Ces cellules sont innervées par les neurones moteurs entériques et sont capables de
répondre a différents neurotransmetteurs (Ward, Sanders et al. 2004). Des données récentes
montrent que la transmission nerveuse motrice implique peu de connexions directes entre les
neurones et les muscles, mais impliquent principalement des connexions entres les neurones
et les CIC, couplées aux muscles par des jonctions communicantes (Ward, Sanders et al.
2004).
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2.4 Controble de la perméabilité intestinale par le SNE

Plusieurs études ont suggéré I’implication de voies nerveuses dans le contréle de la
perméabilité paracellulaire de la barriére épithéliale intestinale BEI. Ainsi, Crowe a observé
que I’augmentation de la perméabilité chez des rats allergiques a I’ovalbumine était inhibée
par la TTX (Crowe, Soda et al. 1993). De méme, le jelne du porcelet entraine une
augmentation de la perméabilité au niveau du jéjunum, qui est bloquée par la TTX et par des
antagonistes des récepteurs cholinergiques (Hayden and Carey 2000). Le réle direct du SNE
dans le contrdle de la perméabilité a été montré dans un systéeme de co-culture composé de
sous-muqueuse humaine et de la lignée épithéliale colique HT-29 clone 16E. Dans ce modele,
la stimulation électrique des neurones sous-muqueux diminue la perméabilité de I’épithélium
et augmente I’expression de Zonula occludens-1 (ZO-1), molécule-clé des jonctions serrées.
Cet effet passe par I’activation de voies VIPergiques (Neunlist, Barouk et al. 2003). De plus,
il a été montré qu’un stress aigu active les voies cholinergiques qui induisent la sécrétion
pancréatique exocrine de trypsine. Cette sécrétion de trypsine altére la perméabilité
paracellulaire colique chez la souris (Demaude, Leveque et al., 2009)

L’effet direct de neuromédiateurs sur la perméabilité de la BElI a montré, sur des
lignées épithéliales coliques humaines (Caco-2, HT-29 clone 19A), que le VIP diminue la
perméabilité tandis que I’Ach I’augmente (Blais, Aymard et al. 1997). Les travaux de
Héllgren ont également montré que la neurokinine A augmente la perméabilité dans le
duodénum de rat, effet qui est inhibé par le VIP (Hallgren, Flemstrom et al. 1998). Ces
résultats suggerent que le VIP a des effets protecteurs de la BEI notamment vis-a-vis d’agents
pathogénes (Conlin, Kaltenbach et al. 2010).
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3 Facteurs intervenants dans la maturation
du tube digestif et de ses fonctions

3.1 Le microbiote
3.1.1 Définition

Le microbiote intestinal est I’ensemble des bactéries qui vivent dans le tube digestif.
C’est un écosystéme microbien, vivant en symbiose avec son hote. Il est constitué de 100 000
milliards de bactéries, ce qui représente 10 fois plus de micro-organismes que le corps humain
adulte ne compte de cellules, répartis en plus de 500 espéces différentes. Son génome possede
également 100 fois plus de génes que le génome humain. Le microbiote humain représente
une biomasse estimée a 1 kg de bactéries. (Goulet and Joly, 2010) Le microbiote est doté de
plusieurs fonctions physiologiques, ce qui en fait, pour certains un « organe caché » (Goulet
and Joly, 2010).

L’étude du microbiote a commencé en 1900 (Tissier, 1900) et a été effectuée par des
méthodes de culture. Depuis l'avenement récent de techniques moléculaires modernes,
fondées sur I’ARN ribosomique 16S comme marqueur phylogénétique, et leur capacité a
identifier un grand nombre d'especes qui ne peuvent étre cultivées, une évaluation plus
complete et plus rapide de I'écosystéme gastro-intestinal a été réalisée ces derniéres années
(Guaraldi and Salvatori, 2012).

3.1.2 Mise en place du microbiote chez le nouveau-né

Le tube digestif, stérile in-utero, est rapidement colonisé des les premieres heures de
vie. La colonisation bactérienne de I’intestin est influencée par les caractéristiques
maternelles, le mode d’accouchement, I’environnement du lieu de naissance, I’administration
de médicaments et le type d’alimentation. Si le sujet a été trés étudié, la littérature
contradictoire refléte la prise en compte de conditions de naissance, de pratiques alimentaires
et d’environnements socio-culturels extrémement diversifiés (Kononen 2000; Fallani, Young
et al. 2010). Le microbiote est implanté le long du tube digestif, selon un gradient oro-anal,

mais il prédomine au niveau du colon, en particulier le colon droit.
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L'étude de la microflore fécale de nouveau-nés a montré une séquence d'implantation
et de relais en dominance de divers genres bactériens issus initialement de la microflore fécale
et vaginale de la mére, puis ultérieurement de la microflore buccale et cutanée. Les

entérobactéries et streptocoques sont les premiers colonisateurs.

Apreés 2 & 3 jours a vie, le niveau de population atteint 10° & 10** bactéries par gramme

de selles et la microflore se diversifie avec I’apparition d’anaérobies en dominance.

A 6 semaines de vie, le genre Bifidobacterium est prédominant (40% en moyenne des
bactéries détectables), suivi de Bacteroides (11,4%) et des entérobactéries (7,5%). Les pays
du Nord ont été associés a une plus grande proportion de bifidobactéries dans les selles du
nourrisson, alors qu'une flore plus variée avec plus de bactéroides caractérisait les pays du
Sud. De plus, les bifidobactéries dominent le microbiote des nourrissons allaités au sein, alors
que les bébés nourris au lait maternisé montraient des proportions beaucoup plus élevées de
Bacteroides, des membres des groupes de Clostridium coccoides et de Lactobacillus. Les
nouveau-nés nés par césarienne ou par des meres traitées avec des antibiotiques pendant la
période périnatale présentaient de plus faibles proportions de Bacteroides et des membres du
groupe Atopobium. (Fallani, Young et al., 2010). Il en résulte que la succession ne peut étre
décrite qu’en termes de tendances : la microflore est dominée par les bifidobactéries chez la
majorité des nouveau-nés nourris au lait maternel, tandis que I’alimentation au lait de vache
maternisé s’accompagne d’une diversification trés précoce avec I’apparition en dominance de
genres bactériens de la microflore d’adulte. Le seul genre bactérien prédictif de I’alimentation
au lait maternel est Clostridium, dont les espéces sont toujours moins représentées dans ce
cas. Il existerait également une différence qualitative dans la diversité d’especes retrouvées
chez le nouveau-né et I’adulte (Jost, Lacroix et al., 2012). Indépendamment de I’alimentation
et des facteurs environnementaux entourant la naissance (Fallani, Young et al., 2010),
I’immunité d’origine maternelle et la maturation du systeme immunitaire du nouveau-né

joueraient un réle sur la colonisation (Jost, Lacroix et al., 2012).

Ensuite, I’acquisition d’une microflore d’adulte peut prendre plusieurs mois et I’on
ignore encore les mécanismes qui dirigent cette succession. Cependant, le projet européen
MetaHIT, coordonné par I'INRA, en 2008 portant sur la caractérisation de la flore humaine
dans 39 populations différentes, réparties sur au moins 3 continents, a mis en évidence
I’existence d’« entérotypes », Les entérotypes sont de Véritables « signatures bactériennes

intestinales », ils sont spécifiques de chaque individu et indépendant de I'origine géographique
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(pays, continent, etc.), de l'age et de I'état de santé de l'individu. Ils sont définis par
I'abondance de certains types bactériens et par leur « potentiel génétique (c'est-a-dire par les
fonctions que leurs génes codent) ». Trois principaux entérotypes ont été identifiés : le type 1
est caractérisé par de hauts niveaux de bacteroides, le type 2 a peu de bacteroides mais
beaucoup de prevotella, alors que le type 3 a un haut niveau de ruminococcus. Cette étude a
également mis en évidence 19 000 fonctions différentes de cette flore : désagrégation de
substances que notre propre systéme est incapable de démanteler, par exemple les cartilages et
les molécules de cellulose ; fonctions immunitaires ; synthése de substances indispensables,
par exemple la vitamine K, qui joue un role essentiel dans la coagulation sanguine. Cette
étude ouvre la porte a de nombreuses questions, et une analyse plus approfondie a I’avenir
pourra peut-étre faire apparaitre un lien direct entre un entérotype et certaines pathologies
(Arumugam, Raes et al., 2011).

3.1.3 Fermentation bactérienne

L’influence principale de la microflore sur le métabolisme de I’héte provient du
métabolisme bactérien des composés présents dans le c6lon et en particulier du métabolisme
des sucres et des protéines. Les produits terminaux des fermentations bactériennes digestives
sont tres divers mais les métabolites majeurs sont : les AGCC (les acides gras a chaines
courtes), les gaz comme I’hydrogene, le gaz carbonique, le méthane, et I’ammoniac. Les
substrats présents dans le c6lon proviennent soit des aliments non digérés dans I’intestin gréle
(les fibres alimentaires et amidons résistants) soit des sécrétions digestives (mucus surtout et

enzymes).

Les AGCC principaux sont I’acétate (chaine a deux carbones C2), le propionate (C3)
et le butyrate (C4). Rapidement absorbés par la muqueuse colique, ils exercent des fonctions
physiologiques majeures au niveau colique (C4) et méme hépatique (C2, C3) et général (C2).

Ils apportent de I’énergie et stimulent I’absorption colique de sodium. L’acétate passe
dans le sang et fournit de I’énergie a I’ensemble de I’organisme. Le propionate a des
propriétés hypocholestérolémiantes, au moins chez certains animaux. Le butyrate est le
principal nutriment des colonocytes ; il exerce des propriétés d’immuno-modulation locale,

influence la prolifération cellulaire et semble diminuer la cancérogenese colique.

L’hydrolyse des protéines et la fermentation des acides aminés produit de
I’ammoniaque, des acides gras branchés ainsi que des phénols, indoles, skatoles (gaz
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odorants) et amines. Les gaz produits au cours de la fermentation sont soit excrétés soit

transformés. L’excrétion se fait soit par les émissions de gaz rectaux soit par voie pulmonaire.

L’hydrogéne peut aussi étre métabolisé par certaines bactéries de la microflore pour
produire du méthane (méthanogenése) ou de I’acétate (acétogenése) ou des sulfites odorants
(sulfatoréduction).

Il est difficile de déterminer quelle espece bactérienne produit quel métabolite car de
nombreuses especes bactériennes interagissent dans un environnement complexe ou les

prelevements sont difficiles.

3.1.4 ROle du microbiote dans la mise en place des fonctions digestives

Pour étudier le role de la flore sur les fonctions digestives et leur développement deux
approches principales ont été utilisées : I’étude d’animaux axéniques (sans germe) ou la
perturbation de la flore. La flore peut étre artificiellement modifiée par [I’utilisation
d’antibiotiques ou de probiotiques.

O Données issues de I’étude des animaux axéniques et gnotoxéniques

Des différences ont été mises en évidence entre des animaux axéniques et des animaux
conventionnels : les animaux axéniques présentent une vascularisation de I’intestin plus
faible, des activités enzymatiques digestives réduites, ainsi qu’une couche de mucus plus
importante, une susceptibilité aux infections augmentée ou encore une dépense énergétique
supérieure de 20 a 30 % par rapport aux animaux conventionnels (Shanahan 2002). De méme,
le renouvellement de I’épithélium colique apparait ralenti en I’absence du microbiote. La
vitesse de production de cellules par crypte est ainsi réduite et peut aboutir a une différence de
production quotidienne d’environ cinquante cellules, le nombre de cellules par crypte étant
diminué d’environ 20 % (Alam, Midtvedt et al. 1994).

L’inoculation de différentes espéces bactériennes chez des souris axéniques a par
ailleurs montré que les profils d’expression génique de la muqueuse intestinale différaient en

fonction de la bactérie testée (Hooper, Wong et al. 2001).

Une autre étude, menée a I’aide de souris initialement axéniques, a permis de mettre
en évidence I’importance du microbiote intestinal dans I’angiogénése intestinale. Les réseaux

de wvaisseaux sanguins des Vvillosités intestinales de souris adultes axéniques et
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conventionnelles ont été comparés, montrant que ce réseau est deux fois moins dense chez des
souris axéniques en raison d’un développement stoppé prématurément chez ces dernieres
(Stappenbeck, Hooper et al. 2002).

O Raole du microbiote dans la mise en place de la motricité intestinale

Le role du péristaltisme dans la composition et le maintien d’un équilibre du
microbiote a été étudié depuis longtemps. En effet, grace a la présence d’une motricité
normale, telle que décrite précédemment (péristaltisme et complexes moteurs migrants), et a
I’action antibactérienne de I’acidité gastrique, 33% des sujets sains ont une culture négative
dans le jéjunum. La relation entre la motricité intestinale et le maintien d’une homéostasie

florale a été décrite pour la premiére fois en 1977 (Vantrappen, Janssens et al. 1977).

Cependant, le role du microbiote dans la mise en place de la motricité intestinale
commence également a émerger dans les publications récentes (Quigley 2011). En effet, les
interactions entre le microbiote et la motricité intestinale semblent évidentes des les premiers
jours de vie. Parallelement a la colonisation du tube digestif par une flore spécifique, a la
naissance, dans les premiers jours de vie, lors du sevrage puis a I’age adulte, se mettent en
place les fonctions digestives motrices avec leurs schémas moteurs, et leur physiologie
neuromusculaire (Berseth 1996). Les liens entre la maturation du microbiote et la maturation
des phénoménes moteurs sont particulierement illustrés par des études réalisés chez des
animaux axéniques (Barbara, Stanghellini et al. 2005). Chez des souris axéniques, il a été
montré des anomalies morphologiques (Wostmann and Bruckner-Kardoss 1959; Abrams
1977) et des dysfonctions motrices en lien avec la mise en place d’une flore anormale comme
le temps de vidange gastrique, et un ralentissement du temps de transit (Abrams and Bishop
1967; Iwai, Ishihara et al. 1973). Il semblerait alors, que des perturbations de la flore
commensale puissent jouer un role dans le développement d’une motricité altérée et donc
dans I’apparition des maladies comme le syndrome de I’intestin irritable (Verdu and Collins
2004).

Des études récentes ont suggéré que la perturbation du microbiote chez le nouveau-né
pourrait entrainer des conséquences permanentes. Ce serait le cas, par exemple de I’utilisation
d’antibiotiques dans la petite enfance et du développement des maladies inflammatoires
chroniques intestinales (Virta, Auvinen et al., 2012). Par ailleurs, des études récentes ont
montré que I’utilisation d’antibiotiques a large spectre chez des rattes gestantes modifiait la

colonisation bactérienne chez les ratons nouveau-nés, et de ce fait certaines propriétés de la
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barriére intestinale (Fak, Ahrne et al. 2008). Chez I’enfant né prématurément, I’administration
d’antibiotiques prophylactiques dans les suspicions d’infections materno-feetales serait un
facteur de risque supplémentaire de développer une entérocolite ulcéronécrosante (Kuppala,
Meinzen-Derr et al., 2011; Schumann, Nutten et al. 2005; Claud and Walker 2008). Les
antibiotiques habituellement utilisés en néonatalogie sont la vancomycine (actif contre les
germes gram +), les aminosides (actif contre les germes gram -) et le métronidazole (actif

contre les germes anaérobies).

Le microbiote intestinal influencerait également la croissance et la différenciation des
cellules épithéliales de l'intestin. Il jouerait un réle central nutritif, sur les fonctions
métaboliques, immunologiques et de protection de la barriere intestinale (O'Hara and
Shanahan 2006).

3.2 Le butyrate en physiologie digestive

La nature exacte des bactéries produisant les AGCC, en particulier le butyrate, reste
discutée. Les principales souches pourraient appartenir, entre autres, aux genres Clostridium,
Eubacterium, Fusobacterium, Faecalibacterium, Roseburia ou Butyrivibrio (Louis, Scott et
al. 2007). La production de butyrate pourrait étre indirecte, impliquant d’abord la production
de lactate par une flore lactique, suivie d’une conversion du lactate en butyrate par des
bactéries utilisatrices de lactate (Bourriaud, Robins et al. 2005). En résumé, la proportion des
différents AGCC produits dépend de la flore elle-méme, de la nature des glucides fermentés
et du temps de transit intestinal.

Parmi les AGCC, le butyrate semble jouer le réle physiologique le plus important au

niveau de la muqueuse intestinale.

3.2.1. Roles du butyrate sur les fonctions de barriéere du tube digestif

Les AGCC, absorbés par la muqueuse intestinale, peuvent participer a des degrés
divers au métabolisme énergétique. Leur importance dans la trophicité de I’épithélium
intestinal ainsi que leur réle dans I’intégrité de la barriére intestinale, a travers leurs effets
prolifératifs, différenciateurs, et immunomodulateurs, a été souligné. Du fait de leurs
nombreuses propriétés biologiques, leur emploi est actuellement envisagé dans différentes

situations cliniques ainsi qu’en nutrition préventive.

O Absorption d’eau et d’ions :
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Les AGCC et en particulier le butyrate sont activement absorbés par la muqueuse
intestinale et ce processus est responsable du transport de Na“ et de CI” par différents
mécanismes, principalement par une stimulation de I’activité parallele des échangeurs CI
/butyrate et Na'/H" et secondairement par augmentation de I’expression des échangeurs
Na*/H* (NHE) et CI'/HCO3" (Kunzelmann and Mall 2002). De plus, le butyrate est capable de
limiter la sécrétion de CI', en inhibant I’activité du co-transporteur Na*/K*/2CI" (Matthews,
Hassan et al. 1998; Resta-Lenert, Truong et al. 2001; Vidyasagar and Ramakrishna 2002).
Enfin, plusieurs études ont montré le réle stimulant des AGCC et particuliérement du butyrate
sur I’absorption de I’eau (Bowling, Raimundo et al. 1993).

O Perméabilité intestinale

L’effet du butyrate sur la perméabilité intestinale dépend de sa concentration et du
modele ou des espéces utilisées :

A de faibles concentrations (jusqu'a 2 mM), le butyrate induirait une diminution dose-
dépendante de la perméabilité dans des lignées de cellules Caco-2 et HT-29 (Mariadason,
Barkla et al. 1997; Peng, He et al. 2007). Sur la muqueuse de cdlon distal de rat montée en
chambre de Ussing, le butyrate augmenterait la perméabilité paracellulaire a la concentration
10mM, mais pas a 1 ou 5 mM (Mariadason, Kilias et al. 1999). In vivo, chez des rats nourris
avec un régime enrichi en fructo-oligosaccharides (FOS) dont la fermentation conduit a une
augmentation des concentrations coliques d'AGCC, il y aurait une augmentation de la
perméabilité paracellulaire intestinale (Ten Bruggencate, Bovee-Oudenhoven et al. 2005).
Cependant, chez I'hnomme, la supplémentation quotidienne de 20 g de FOS n'a pas augmenté
la perméabilité intestinale (Ten Bruggencate, Bovee-Oudenhoven et al. 2006). A I’inverse, il a
été montré que le butyrate réduisait la perméabilité paracellulaire de cellules épithéliales
intestinales en stimulant I’expression des protéines des jonctions serrées (ZO-1, cinguline,
occludine) et I’assemblage des jonctions serrées (Bordin, D'Atri et al. 2004; Peng, Li et al.
2009)

O Prolifération et différenciation cellulaire

Les effets du butyrate sur un épithélium colique normal, in vivo, sont a I’opposé de
ceux observes sur des cellules cancéreuses in vitro : stimulation de la prolifération et de la

survie cellulaire versus arrét de la croissance et induction de I’apoptose. Ces effets
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contradictoires ont conduit au concept que les anglo-saxons ont nommé le « butyrate

paradox ».

Sur une muqueuse colique saine, le butyrate stimule la prolifération des cellules
situées a la base des cryptes (compartiment prolifératif) et favorise la survie des cellules
différenciées du haut des cryptes (compartiment de maturation). Paradoxalement donc, le
butyrate a une action anti-proliférative et pro-apoptotique sur les cellules cancéreuses par des
mécanismes dépendants mais aussi indépendants de la transcription des genes (Wilson, Chueh
et al. 2010; Heerdt, Houston et al. 2003).

O Effets anti-inflammatoires

Le butyrate a des effets anti-inflammatoires et immuno-modérateurs suggérant un réle
important dans la régulation de I'immunité intestinale (Bohmig, Krieger et al. 1997). Ces
effets impliquent I’inhibition de I’activation du facteur de transcription NF-xB (Inan,
Rasoulpour et al. 2000; Segain, Raingeard de la Bletiere et al. 2000). En effet, I’expression et
la production de TNFa sont diminuées dans des biopsies coliques inflammatoires provenant
de patients atteints de la maladie de Crohn, cultivées en présence de butyrate (Segain,
Raingeard de la Bletiere et al. 2000). Dans les monocytes, le butyrate inhibe I’activité
transcriptionnelle de NF-xB induite par le lipopolysaccharide (LPS) (Segain, Raingeard de la
Bletiere et al. 2000). Cet effet proviendrait de I’inhibition de la dégradation de I’inhibiteur
cellulaire de NF-xB, I-xB via le blocage du protéasome (Yin, Laevsky et al. 2001).

3.2.2 ROle du butyrate sur les fonctions motrices digestives

Les effets potentiels des AGCC sur la motricité digestive des espéces non ruminantes
n’ont été suggérés que vers la fin des années 80. L’interaction entre les AGCC et la motricité
digestive semble différente selon la partie du TD considérée et selon les concentrations
d’AGCC employées.

Dans I’estomac, les AGCC ont un effet plutot inhibiteur de la vidange gastrique. La
perfusion d’AGCC induit la relaxation du sphincter inférieur de I’cesophage (Piche, Barbara
et al. 2009). Cet effet est également retrouve apres infusion iléale (Cuche and Malbert 1999;
Cuche, Cuber et al. 2000) et apreés instillation colique (Ropert, Cherbut et al. 1996). Dans
I’iléon, les AGCC ont une action stimulante sur la contraction musculaire (Kamath, Hoepfner
et al. 1987; Kamath, Phillips et al. 1988). Dans le colon, les effets restent controverses. Chez

56



le chien, ils ont une action stimulante des fibres musculaires longitudinales coliques a des
concentrations physiologiques. (Kamath, Hoepfner et al. 1987 ; McManus, Michel et al.
2002). Chez I’lhomme, aux mémes concentrations, il n’a été retrouvé aucun effet (Champ,
Molis et al. 1998). Chez le rat, le traitement de segment musculaire colique avec une solution
d’AGCC a des taux de 10 a 100mM abolissent, in vitro, I’activité contractile spontanée
(Squires, Rumsey et al. 1992). Par ailleurs, des travaux menés ces derniéres années dans le
laboratoire, ont mis en évidence I’action spécifique du butyrate sur I’augmentation de la
proportion des neurones cholinergiques dans le plexus myentérique mais pas dans le plexus
sous-muqueux, entrainant une augmentation du transit colique (Soret, Chevalier et al. 2010).
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OBJECTIFS DE
L'ETUDE




Un nombre croissant d’études identifie la période post natale comme une période clef
dans le développement et la maturation des fonctions digestives. Parmi les acteurs
probablement impliqués dans le développement post natal des fonctions digestives est le
SNE. Néanmoins a ce jour, I’évolution de son phénotype et les conséquences fonctionnelles
restent encore mal connues. De plus, la période post natale est aussi caractérisée par de
profondes modifications environnementales au sein du tube digestif (nutritionnelles ;
colonisation du microbiote). La participation de ces facteurs environnementaux dans la
régulation du développement du SNE, et de maniére ultime dans son contréle des fonctions

digestives, reste aussi mal connue.

Dans ce contexte, les objectifs de la these étaient :

1/ Caractériser le développement postnatal du phénotype neurochimique du SNE, et I’impact

de ce développement sur les fonctions motrices du colon de ratons nouveau-nés.

2/ Caractériser les effets du butyrate sur le phénotype neurochimique du SNE, et sur les

fonctions motrices du colon de ratons nouveau-nés.

3/ Caractériser les conséquences d’une modification du microbiote (via traitement
antibiotique) durant la période postnatale sur les fonctions digestives et le SNE chez des

ratons nouveau-nés

Ce travail de theése est présenté sous la forme de trois articles (un publié en premier

auteur, un publié en deuxieme auteur et un en préparation).
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Pour répondre a la question, I’immaturité du systéme nerveux entérique est-elle liée au
dysfonctionnement digestif observé chez les prématurés, la premiere étude de cette thése a
porté sur la caractérisation en condition physiologique de la maturation du systéeme nerveux
entérique en particulier myentérique, et de la mise en place des fonctions motrices coliques.
Nous avons voulu caractériser dans un modéle animal immature, le raton nouveau-ne,
I’évolution, au cours des premiers jours de vie, du phénotype neurochimique en particulier
cholinergique et nitrergique du plexus myentérique colique, et déterminer I’impact

fonctionnel de ces changements sur la réponse motrice neuro-induite.

Méthodes : Des ratons Sprague Dawley ont été sacrifiés a J1, 3, 5, 7, 14, 21 et 36. Les colons
ont été prélevés pour des études immunohistochimiques et fonctionnelles ex vivo. Apres
microdissection, les plexus myentériques ont été marqués avec des anticorps fluorescents anti-
acétylcholine transférase (ChAT), -nitrique oxyde synthase (NOS) et -HuC/D (marqueur
neuronal général). Dans une chambre d’organe, un segment colique était relié a un
transduceur de force isométrique. La réponse contractile induite par une stimulation électrique
(EFS) a été étudiée en I’absence et en présence d’inhibiteur nitrergique (L-NAME) et
cholinergique (Atropine).

Résultats : Les études immunohistochimiques ont montré une évolution morphologique du
plexus myentérique et des changements phénotypiques avec I’age : augmentation de la
proportion de neurones cholinergiques, entre J1 (2,5+0,6 %) et J21 (11,3+1,2%);
augmentation de la proportion de neurones nitrergiques au cours de la premiére semaine de
vie entre J1 (14,2 +3,0%) et J5 (19,8 £2,0 %). Parallelement, I’analyse de la motricité
colique a montré I’apparition d’une activité spontaneée a partir de J5, et de contractions
rythmées et reproductibles a partir de J14 dont la fréquence augmentait significativement a
J21 et J36 (0,02 Hz, 0,04 Hz et 0,06 Hz respectivement). D’autre part, la réponse a I’EFS
visible dés J1 était sensible a la présence d’atropine a partir de J5 et de L-NAME a partir de
J21.

Conclusion : Des modifications postnatales importantes du phénotype neurochimique du
plexus myentérique apres la naissance, sont corrélées a des modifications de la réponse
motrice colique a la libération de neuromédiateurs. Les facteurs induisant ces modifications

restent inconnus.
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Apres avoir caractérisé le SNE du raton nouveau-né, la deuxiéme partie de la these
visait a évaluer I’impact de facteurs exogenes sur la maturation du SNE. Parmi les facteurs
expérimentaux ayant fait la preuve de leur impact sur le phénotype neurochimique des colons
de rats adultes, se trouvait le butyrate. Nous avons donc étudié I'impact de lavement de
butyrate 2,5 mM sur le développement de la motricité colique ex vivo et in vivo, et sur le
développement du phénotype neurochimique du plexus myentérique, en particulier

cholinergique et nitrergique chez le raton nouveau-né de la naissance au sevrage.

Meéthodes : Des lavements coliques contenant du butyrate ont été réalisés quotidiennement de
J7 a J17 de vie. La tolérance a ce traitement a été évaluée cliniqguement gréace a la courbe de
poids, apres sacrifice sur I’aspect et la longueur du colon, puis microscopiquement sur la
morphologie de la paroi intestinale. Aprés microdissection, les plexus myentériques ont été
marqués avec des anticorps fluorescents anti-acétylcholine transférase (ChAT), -nitrique
oxyde synthase (NOS) et -HUC/D (marqueur neuronal général). La motricité colique a été
étudiée in vivo par le test a la bille et ex vivo en chambre d’organe. La méme étude
pharmacologique sur la réponse a la stimulation électrique était conduite avec le L-NAME et
I’atropine.

Résultats : Les lavements de butyrate n’influencaient pas la croissance du raton, ni la
trophicité du tissu colique. Les proportions de neurones cholinergiques et nitrergiques étaient
significativement augmentées par le traitement, tandis que la motricité colique in vivo était
accélérée. Par ailleurs, ces résultats étaient corrélés a la réponse contractile longitudinale
neuromédiée ex vivo. Aprés traitement par butyrate, la contraction spontanée était
significativement plus ample (0.9 +/- 0.1 vs 0.4 +/- 0.3 mN/g de tissus; n=6; P=0.02) ainsi que
la contraction induite par EFS. Les effets du L-Name et de I’atropine étaient significativement
plus marqués dans le groupe traité par le butyrate.

Conclusion : L apport de facteurs exogénes d’intérét tel que le butyrate, en lavement colique,
permet d’induire des modifications des fonctions digestives accompagnées d’une plasticité du
phénotype neurochimique des neurones myentériques. L’utilisation a terme de ces facteurs

pourrait permettre chez I’enfant prématuré d’améliorer la prise en charge digestive.
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INTRODUCTION

L’incidence des naissances prématurées (avant 36 semaines d’aménorrhées) est en
constante augmentation dans les pays occidentaux. Le taux de survie et I’amélioration de la
qualité de vie progressent en permanence, cependant cette population de patients présente un
risque accrue de complications dues a I’immaturité des organes, en particulier digestif. En
effet, si I’embryogénese du tube digestif se déroule tdt au cours de la grossesse, la maturation
des fonctions intestinales se poursuit aprés la naissance. C’est le cas des fonctions de barriere
intestinale, telles que la perméabilité para cellulaire (Buddington 1994; De Quelen, Chevalier
et al. 2010) et que I’'immunité intestinale (Neu 2007). La maturation des fonctions motrices,
également, continuent a évoluer durant cette période, et les enfants prématurés présentent un
ralentissement digestif global, depuis le haut appareil digestif, (Ittmann, Amarnath et al.
1992), jusqu’au colon (Bekkali, Hamers et al. 2008). En conséquence, une stase gastrique
(Ramirez, Wong et al. 2006) et un iléus prolongé (Shinohara, Tsuda et al. 2007) apparaissent,
qui sont a I’origine de difficultés alimentaires, retardant le retour a domicile, et du
développement d’entérocolites ulcéronécrosantes (Wen, Smith et al. 2004; Lin, Nasr et al.
2008). Or un nombre croissant d’études suggére une implication potentielle de
I’antibiothérapie dans la survenue de cette pathologie spécifique aux enfants prématurés
(Shah, Nathan et al. 2013). Les nouveau-nés et en particulier les prématurés recoivent
couramment des antibiotiques dont I’innocuité a court et a long terme est actuellement remise
en question. Ils sont notamment suspectes d’augmenter les risques de survenue d’entérocolite
ulcéronécrosante dans les unités de néonatalogie (Neu 2007; Claud and Walker 2008), mais
aussi d’avoir un réle dans I’incidence de certaines obésités (Million, Lagier et al. 2013;
Million and Raoult 2012). L’antibiothérapie peut étre indispensable en cas d’infection aveérée,
mais son utilisation prophylactique devient de plus en plus controversée, du fait de son impact
sur I’incidence des entérocolites ulceéronécrosantes qu’elle cherche paradoxalement a éviter
(Tzialla, Borghesi et al. 2012).

Parmi les constituants du tube digestif, le systéme nerveux est un régulateur clé des
fonctions digestives. Il est constitué de neurones et de cellules gliales entériques. Ces
constituants sont impliqués dans le contrdle de la barriére épithéliale intestinale mais exercent

aussi un effet protecteur sur celle-ci (Aube, Cabarrocas et al. 2006).

Bien que le tube digestif soit entierement colonisé par le SNE au cours de I’embryogéneése,

entre le 9°™ et le 15°™ jour chez la souris, et entre la 4°™ et le 7°™ semaine chez I’homme
J
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(Wallace and Burns 2005), le SNE poursuit sa maturation aprés la naissance (Roberts,
Murphy et al. 2007; Hao and Young 2009; de Vries, Soret et al. 2010). Outre des facteurs
génétiques, le SNE est sous I’influence de différents facteurs environnementaux capables de
réguler son phénotype. En effet, des travaux récents ont mis en évidence la capacité du
microbiote ou de ses métabolites, tel que butyrate, a réguler le phénotype du SNE, aussi bien
chez I’adulte que chez le nouveau-né (Suply, de Vries et al. 2012). Ainsi, une modification de
la flore, comme celle induite par une antibiothérapie, pourrait influencer le développement du
phénotype neurochimique du SNE. Dans ce contexte, les conséquences d’une antibiothérapie
néonatale sur les fonctions de barriere intestinale et sur la motricité intestinale ainsi que sur la

mise en place du SNE restent encore inconnues (Neu 2007).

Le but de notre étude était de déterminer si la prise orale d’un antibiotique en période
périnatale et jusqu’au sevrage chez le raton, modifiait les fonctions digestives motrices et les
fonctions de barriere intestinale, et de déterminer si ces effets étaient rémanents apres I’arrét
du traitement. Ensuite nous nous sommes intéressés aux conséquences profondes sur la

réponse neurochimique du systéeme nerveux entérique.

87



MATERIEL ET METHODES

Modéle animal

Les expérimentations animales se sont déroulées au sein de I’animalerie de I’Unité de
Thérapeutique Expérimentale (UTE) de la faculté de médecine de Nantes conformément au
reglement interne. Des rattes gestantes Sprague-Dawleys primipares (Janvier, Le Genest,
France) ont été livrées a 13-14 jours de gestation, placées dans des cages individuelles avec
un acces libre a la nourriture. Aprés la naissance et pendant toute la durée de
I’expérimentation, les ratons ont été laissés en présence de leur mére. Le jour de la naissance

était appelé JO. Les ratons ont été euthanasiés par dislocation cervicale a 36 jours (J36) de vie.

Schéma expérimental

Dés la naissance et jusqu’au 21°™ jours de vie, les ratons étaient soumis & un
traitement oral de METRONIDAZOLE ou de PBS 1X. A J36, des études de motricité et de
perméabilité in vivo étaient réalisées puis les animaux étaient sacrifiés par décapitation. Du
sang intracardiaque et les colons étaient prélevés. Les piéces étaient placées dans une solution
de Kreb’s. Des segments coliques proximaux et distaux étaient placés en chambre de
USSING pour les études fonctionnelles, et d’autres étaient conditionnés en vu de réaliser des
dissections des plexus myentériques (whole mount), des études immunohistochimiques,

anatomopathologique, ELISA, et PCR.

Antibiothérapie périnatale

Un traitement antibiotique par METRONIDAZOLE était administré dans I’eau de
boisson des rattes spragues Dawleys gestantes au cours des 4 derniers jours de gestation et de
la premiére journée de vie des ratons (1g/L). A partir de J1 et jusque J21, le
METRONIDAZOLE per os était administré aux ratons par gavage (7,5g/kg/j). Une ratte
gestante et les douze ratons de sa portée étaient traités par le METRONIDAZOLE (groupe
AB), une ratte gestante et ses douze ratons étaient traités, selon les mémes modalités par du
PBS 1X (groupe PBS).

Motricité in vivo

Temps de transit intestinal : les ratons recevaient 100 ul d’une solution de rouge

carmin (60 mg/ml) en début de journée. L apparition de la premiére crotte rouge était mesurée

en minutes.
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Pourcentage d’eau dans les selles: les ratons étaient isolés dans des cages
individuelles, sans acces a I’eau pendant 1 h. Les selles étaient collectées et pesées le jour
méme puis apres une semaine d’incubation a 50°C. Le pourcentage d’eau était calculé et
exprimé en pourcentage du poids total.

Temps d’expulsion d’une bille intrarectale : la mesure de la motricité du célon distal a

éte évaluée en utilisant une méthode précédemment décrite (de Vries, Soret et al. 2010). Cette
méthode vise a évaluer le transit du célon distal en mesurant le temps d’expulsion d’une bille
introduite dans le rectum. Les ratons ont été placés dans une cage individuelle en plexiglas
transparent, isolée du froid, sans litiére ni nourriture. Une bille de verre de 2mm de diamétre a
été introduite a 5 mm de la marge anale d’un raton vigile a I’aide d’une pipette en verre
recouverte de vaseline. Le temps d’expulsion de la bille a été mesuré en secondes. Si la bille
n’était pas expulsée au bout d’une heure, le test était arrété afin de limiter I’isolement des

ratons ainsi que leur refroidissement.

Perméabilité in vivo

La procédure utilisée pour la mesure de la perméabilité paracellulaire intestinale a été
réalisée selon de précédents travaux (Aube, Cabarrocas et al. 2006). La perméabilité
intestinale a été déterminée par la mesure de I’apparition d’un marqueur fluorescent dans le
sang, le Fluorescein isothiocyanate-Dextran-4 ou FD-4 (4.4 kDa, SIGMA, Saint Quentin
Fallavier, France). Un volume de 150 pul de PBS 1X filtré contenant 44 mg/ml de FD-4 est
administré par gavage. Cing heures aprés I’administration du marqueur, des échantillons
d’environ 150 ul de sang sont récupérés a I’aide de pipettes pasteur par prélevement
rétroorbital. Le sang prélevé a été placé a 4°C dans des tubes contenant 5 wpl
d’ethylenediaminetetraaceticacid (EDTA ; SIGMA). Le sang a été centrifugé a 3000 rpm a
4°C pendant 20 minutes. 50 ul de plasma a été mélangé a un volume équivalent de PBS 1X
filtré (pH = 7,4). La concentration de FD-4 présente dans le plasma a été déterminée a I’aide
d’un fluorimétre (Perkin-Elmer, France ; longueur d’onde d’excitation : 485 nm / longueur
d’onde d’émission : 530 nm).

Perméabilité ex vivo

Les segments de colon rincés et ouverts sur le bord antimésentérique, étaient placés
entre les deux demies chambres de Ussing, dans un milieu de culture DMEM : F12 oxygéné
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium ; Invitrogen ; St Quentin Fallavier, France) (Pour 500
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ml de DMEM : F12, 6 ml de glutamine a 200 mM, 16 ml de NaHCO3 & 4.5g/100ml, 13 ml
d’eau stérile, 5 ml de pénicilline streptonicine, 1 ml de gentamicine, 125 ul d’amphoterricine,
500 ul de sérum de veau feetal décomplémenté). L’acide sulfonique (478 Da, 0.1mg/ml,
SIGMA) était placé dans la demie chambre du c6té luminal (c6té CEI). Des mesures de la
fluorescence présente dans la demie chambre de Ussing du coté séreux étaient effectuées
toutes les trente minutes pendant 150 mn (Varioskan; Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf,
France). L’équation de la courbe obtenue est de la forme (ax+b), « a » représentant le flux de
diffusion de I’acide sulfonique a travers le segment et est directement utilisé comme un indice

de la perméabilité intestinale.

Etude morphologique

Un segment de 5 mm de célon distal tubulisé a été fixé dans du paraformaldehyde
(Sigma ; 4% dans PBS) pendant 3 heures suivi de trois lavages au PBS 1X de dix minutes
chacun. Les tissus ont été conservés dans du PBS/NaNs. Des coupes transversales ont été
réalisées apres inclusion en paraffine. Une coloration des tissus a I’hématoxyline-éosine a été
effectuée. Les lames ont été observées au microscope droit au grossissement 20X. Les
parameétres suivant ont été mesurés : hauteur des villosités, de la muqueuse, de la sous-
muqueuse, des couches musculaires circulaire et longitudinale. Au grossissement 40X, les
cryptes ont été mesurées, ainsi que la hauteur des cellules épithéliales. Dans chaque champ
visuel, il a été compté le nombre de vacuoles de mucus, de mitoses et de cellules
inflammatoires, ces chiffres ont été rapportés au nombre de cryptes par champ. Pour chaque
échantillon tissulaire, 5 champs ont été étudies, et moyennés.

Dosage des protéines

Un segment de colon distal était placé (aprés avoir rincé le contenu fécal) dans une
solution RIPA (Millipore) et conservé a -80°C. La concentration d’Acétylcholine et de VIP
était mesurée aprés homogénéisation des tissus par des kits de dosage (Amplex Red,
acetylcholine/acetylcholinesterase et VIP assay Kit, Invitrogen) et rapporté a la concentration
des protéines totales (Prolifigen NSE IRMA; Dia-Sorin, Stillwater, MN).

PCR en temps réel

Les ARN totaux ont été extraits a partir des échantillons coliques proximaux et distaux
en utilisant 'ARN Nucleospin Il (Macherey Nagel, Hoerd, France). L'ADNCc a été synthétisé
en utilisant le SuperScript 111 de la transcriptase reverse (Life Technologies, Cergy-Pontoise,
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France) selon les recommandations du fabricant. Les PCR quantitative (QPCR), ont été
réalisées en utilisant des amorces congues avec Blast Primer (NCBI) a partir de séquences
nucléotidiques de rat norvegicus antérieurement publiées (Icare) et décrit dans le tableau 1.
Les amplifications PCR ont été réaliseées en utilisant le LightCycler ® 480 SYBR green |
Master (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Allemagne) selon le protocole du fabricant,
sur un Rotor-Gene Q (Qiagen, Courtaboeuf, France). L’expression du géne d'intérét a été
normalisée a I'expression du géne S6 qui a été mesurée en parallele comme contrdle interne.
La liste des différents primers des génes neuronaux, gliaux et de cytokines figure dans le
tableau ci-dessous.

Tableau 1 : Séquences nucléotidiques utilisées pour les PCR en temps réel.

Microscopie confocale

Procédure endoscopique : L’endoscopie colique était réalisée sous anesthésie générale.

La dose optimale de 10% de fluorescéine (fluorescéine sodique 10%, Novartis Pharma,
France), a été injectée par voie intraveineuse dans la queue. La minisonde confocale
(ColoFlex UHD, Cellvizio, Mauna Kea Technologies, Paris, France) était minutieusement
introduite dans I’anus, et remontée sur une distance de 3-5cm. Ensuite, des enregistrements
vidéo étaient réalisés pendant 5 minutes a compter de I’injection de fluorescéine. Un film était

enregistré pour chaque raton.

Analyse guantitative des films vidéo : Les films ont été conservés en format .png pour

une meilleure qualité d’image et analysés gréace au logiciel IC-Viewer (Cellvizio, Mauna Kea
Technologies, Paris). Pour chaque film, la fluorescence moyenne des cryptes étaient mesurées
sur au moins 6 images différentes. Puis 20 cryptes par film étaient sélectionnées et I’axe
majeur (Ma) et I’axe mineur (ma) des lumiéres de chacune étaient mesurés. Le rapport Ma/ma
ayant été défini dans une étude préalable, comme un critére d’inflammation de la muqueuse

colique (Musquer, Coquenlorge et al. 2013)
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Analyses statistiqgues

Les résultat sont données en moyenne plus ou moins I’erreur standard (mean +/- SE).
Les comparaisons entre deux groupes non appariés ont été réalisées par un test de Mann-
Whitney (t-test non paramétrique). Pour comparer plus de deux groupes, une analyse
ANOVA, a une ou deux voies, suivie d’un post-test selon Bonferoni a été effectuée. Une
valeur de p<0,05 indique une différence statistiquement significative. Les analyses ont été
effectuées grace au logiciel Prism version 4 installé sur un ordinateur MacBook (Macintoch).

RESULTATS

Effets de I’antibiothérapie sur la motricité digestive

In vivo, le temps de transit total ralentit entre J21 (479 +/- 19 min) et J36 (ou tous les
animaux n’avait pas émis de selles rouges apres 9h). L’administration d’antibiotique (AB) ne
modifiait pas le temps de transit & J21, date de fin du traitement. En revanche, a J36, apres 15
jours d’arrét des AB, les ratons traités avaient un temps de transit significativement plus faible
(572 +/- 7 min) par rapport aux ratons contréles (non traités) (Fig 1 A).

A J21, le temps d’expulsion de la bille n’était pas changé par le traitement antibiotique
(Fig 1B). Le contenu en eau des selles augmente entre J21 (42 +/- 3% poids humide/poids
total des selles) et J36 (66 + /- 2 %). L’administration d’antibiotique n’influe pas ce parameétre
(Fig 1C).

Effets de I’antibiothérapie sur la perméabilité paracellulaire

Aprés 21 jours de traitement par antibiotique, on observe une augmentation
significative de la perméabilité in vivo par rapport aux ratons contrbles (Figure 2A). En
revanche 15 jours aprés I’arrét du traitement, la perméabilité in vivo est identique dans le
groupe des ratons AB vs ratons contr6le. L’analyse in vitro de la perméabilité colique en
chambre de Ussing, a ensuite été effectuée dans des segments de colons proximaux et distaux.
Nous avons montré une augmentation significative de la perméabilité dans le colon proximal
(Fig. 2C) mais pas distal (Fig. 2D) 15 jours aprés I’arrét des AB par rapport au groupe

controle.

En parallele, nous avons évalué I’impact du traitement AB sur I’intensité de la

fluorescence des cryptes, mesurée par endomicroscopie confocale. Nous avons ainsi montré
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que I’intensité de fluorescence mesurée dans les cryptes (évalué dans le colon distal) était
identique dans le groupe AB par rapport au groupe controle.

Effets de I’antibiothérapie sur la morphologie du colon

Nous avons ensuite évalué les modifications morphologiques du colon distal
potentiellement induites par I’antibiothérapie. En analysant des coupes HE, nous n’avons pas
observé de modification significative de I’épaisseur de la muqueuse (Fig. 3A), de la sous-
muqueuse (Fig. 3B), ni des couches musculaires lisses circulaire et longitudinale entre les

deux groupes (controle vs AB).

Effets de I’antibiothérapie sur la mugueuse colique

Apres 15 jours d’arrét du traitement antibiotique, la taille des cryptes était identique
dans le groupe AB par rapport au groupe controle (Fig. 5A). En revanche, le nombre de
mitoses et de cellules inflammatoires, rapportées au nombre de cryptes était significativement
diminué apreés antibiothérapie (0,4 +/- 0,07 vs 0,2 +/- 0,03 et 1,02 +/- 0,17 vs 1,04 +/- 0,09
respectivement). (Fig. 5B et E). De plus, la hauteur des cellules épithéliales de surface était
diminuée dans le groupe AB (28,94 +/- 0,76 um vs 25,24 +/- 0,8791 um). En revanche, le

nombre de vacuoles (identifiant probablement les cellules secrétant du mucus) était inchangé.

En paralléle, nous avons utilisé I’endomicroscopie confocale pour évaluer les effets de
I’antibiothérapie sur la morphologie de la muqueuse. Nous avons montré que le rapport entre
le grand axe et le petit axe de la lumiere des cryptes (Ma/ma), était augmenté dans le groupe
AB par rapport au groupe contréle (2,7 +/- 0,3 vs 1,8 +/- 0,1, respectivement ; n=2-3) (Fig.
5F).

Neuromédiateurs du SNE et antibiothérapie

Dans une derniére partie, nous avons caractérisé les effets de I’antibiothérapie sur
I’expression de médiateurs neuro-glio cibles, 15 jours aprés I’arrét du traitement. Dans le
colon proximal, nous avons montré que le traitement antibiotique ne modifiait pas
I’expression des ARNm de la nNOS, du VIP, de la GFAP ou de S100b (Fig. 4). De plus on
n’observait pas de différence d’expression de VIP ou d’ACh dans les colons proximaux
provenant de raton du groupe AB vs contrdle. Enfin, nous avons montré que I’expression des
ARNmM de I’llb et 1110 dans le colon proximal (Fig 6 A, B) et dans le colon distal (Fig.6 C, D)
était semblable dans les deux groupes.
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DISCUSSION

Cette étude a permis de mettre en évidence un impact fonctionnel rémanent d’une
antibiothérapie néonatale sur la motricité et sur les fonctions de barriere intestinale chez le
raton. En particulier, nous avons mis en évidence une augmentation du transit intestinal
associé a une augmentation de la perméabilité paracellulaire colique chez les ratons traités par
antibiothérapie par rapport aux contréles. D’autre part, d’un point de vue histologique, bien
que la morphologie colique n’ait pas été altérée, les ratons sous antibiotique présentaient des
altérations microscopiques de la barriére épithéliale caractérisée par une réduction de la
hauteur épithéliale et de la prolifération cellulaire et du nombre de cellules immunitaires dans
le tissu de soutien. Parallelement, en microscopie confocale, I’aspect de la lumiere des cryptes
aprés 15 jours de traitement était ovaloide. Cet aspect, mis en évidence chez I’homme dans la
maladie de Crohn, serait un élément en faveur d’une inflammation persistante (Musquer,

Coquenlorge et al. 2013).

L’ensemble de ces données suggérent qu’un traitement prolongé par antibiotique
durant la période néo natale induit des Iésions de la barriére épithéliale intestinale rémanentes
qui pourraient conduire a une augmentation de la susceptibilité a développer des dysfonctions

digestives inflammatoires participant au développement des entérocolites ulcéronécrosantes.

Un des premiers résultats de notre étude est la présence de modifications
fonctionnelles du tube digestif, associé a des altérations microscopiques de la barriére
épithéliale intestinale quinze jours aprés I’arrét du traitement. Des modifications de la
fonction de barriere, notamment immunitaire, ont déja été rapportées dans d’autres études
(Schumann, Nutten et al. 2005) chez le raton. Cependant, une des limites de notre étude est
I’absence d’identification de mécanismes responsables de ces altérations. La modification de
la flore par I’antibiothérapie pourrait potentiellement étre responsable des lésions observeées.
En effet, le métronidazole présente une action ciblée contre les germes anaérobies, et pourrait
produire un déséquilibre dans la composition de la flore en cours d’évolution. Plusieurs
arguments corroborent cette hypothése. La premiére est la colonisation séquencée du tube

Zéme

digestif & partir de la naissance avec I’apparition des bifidobactéries, anaérobies, entre le

et le 5°™ jours de vie (Mitsuoka, Hayakawa et al. 1974). La seconde est le role d’une
réduction de la diversit¢ de la flore dans [I’apparition d’altérations fonctionnelles

microscopiques de la muqueuse, en terme d’efficacité immunitaire ou de diminution de
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renouvellement cellulaire. (Alam, Midtvedt et al. 1994; Shanahan 2002). Par ailleurs, on ne
peut exclure I’action directe de la molécule de METRONDAZOLE sur le SNE.

Dans une deuxiéme partie, nous avons initié I’étude visant a déterminer si les
altérations observées étaient en lien avec des modifications du SNE. Cette étude préliminaire
visait a caractériser I’expression de la transcription des médiateurs neuronaux et gliaux.
Etonnamment, nous n’avons pas mis en évidence de modification du phénotype du SNE. Ceci
pourrait étre en rapport avec les techniques utilisées. En effet, la variation du phénotype est
sans doute minime, et I’expression des mARN sur la totalité du tissu n’est certainement pas
assez discriminante. Une étude du phénotype histochimique, aprés micro dissection des
couches d’intérét, les whole mount, devra étre réalisée pour ameéliorer ces résultats. De la
méme facon, I’expression de la transcription des facteurs gliaux, GFAP et S100b n’était pas
altérée dans notre étude, ni logiquement, I’expression de la transcription des cytokines 1L10
qui régulent ces médiateurs gliaux, pour les mémes raisons, cela ne nous permet pas de

conclure.

Une des questions soulevée par cette étude est la rémanence des lésions, ou au
contraire leur aspect transitoire. En effet, la période néonatale est une période critique dans le
développement des fonctions de I’organisme, et nombres d’altérations infracliniques peuvent
aboutir a des pathologies de I’age adulte. C’est notamment le cas de I’obésité induite par une
antibiothérapie chez le rat (Morel, Oosting et al. 2013), et de dysfonctions digestives induites
a I’age adulte, chez le rat également, par un stress néonatal (Gareau, Jury et al. 2007). Nous
avons donc également initié une étude pour déterminer, sur la base des lésions observées, si
ces animaux ont une susceptibilité accrue a développer une inflammation digestive car il a été
démontré que les patients porteurs de maladies inflammatoires chroniques de I’intestin,
présentent une perméabilité intestinale augmentée préalablement a [I’apparition de
I’inflammation. Par ailleurs, nous ne savons pas dans quelle mesure le microbiote a été

perturbé, ni si une souche particuliere est concernée par les effets observés.

Enfin, une diminution du nombre de cellules immunitaires, suggére que ces animaux
ont une capacité plus réduite a se protéger d’une agression par pathogénes. Si de tels résultats
étaient observés chez I’homme, cela pourrait expliquer en partie la susceptibilité induite par

les antibiotiques a développer une entérocolite ulcéro-nécrosante.
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En conclusion, nos travaux suggérent qu’un traitement par antibiotique, identique a
ceux utilisés en pratique clinique courante, induit un dysfonctionnement de la barriere
intestinale et augmente la perméabilité colique, méme apres 15 jours d’arrét du traitement.
Ces résultats apportent des alternatives a la compréhension de la physiopathologie du
développement d’entérocolites ulcéronécrosantes chez I’enfant prématuré traité par

antibiotique, et le risque de ces patients de développer des pathologies digestives ultérieures.
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LEGENDES

Figure 1: Impact de I’antibiothérapie néonatale (AB) sur la motricité in vivo. Le temps de
transit mesuré par le temps d’élimination du rouge carmin en minute (mn) augmente entre J21
et J36. L’antibiothérapie n’influe pas le temps de transit a J21 (PBS n=6 vs AB n=6). Apres
15 jours d’arrét des antibiotiques, les ratons AB ont un temps de transit moins rapide que les
ratons PBS (n=6 dans chaque groupe, * p<0,01 comparé aux 3 autres groupes) (A). Le temps
d’expulsion de la bille n’est pas significativement différent a J21 (B). Les selles sont plus
seches a J21 qu’a J36 (n=6 a J21, tous les ratons n’avaient pas émis de selle en 1 heures. n=12
a J36. #p<0,001 PBS J21 vs PBS J36). L’antibiothérapie n’influe pas le pourcentage aqueux
des selles (C).

Figure 2 : Impact de I’antibiothérapie néonatale in vivo (A et B) et ex vivo (C, D et E) sur la
perméabilité de la barriére intestinale. Le dosage plasmatique de la fluorescence 30 mn (A) et
60 mn (B) aprés gavage de 0.1 ml de FITC-dextran @ 5 mmol/l montre une augmentation
significative de I’absorption a J21 dans le groupe AB vs le groupe PBS (n>6 dans chaque
groupe, *p<0,01). En chambre de USSING, la vitesse de passage de la fluorescence du milieu
apical vers le milieu basal, était significativement augmentée chez les ratons traités dans le
colon proximal (n=6 dans chaque groupe, *p=0,03) (C). Dans le colon distal, la différence
n’est pas significative (D). En microscopie confocale, et aprés injection intraveineuse de 5 mL
de fluorescéine a 10%, la mesure de la fluorescence dans les cryptes colique n’était pas
différente dans les deux groupes (E).

Figure 3: Impact de I’antibiothérapie néonatale sur I’histologie du colon, 15 jours aprés
I’arrét du traitement. En microscopie optique, en coloration HE (Hématoxyline et Eosine), la
morphologie du tube digestive n’est pas altérée (n=6 dans chaque condition). Les mesures, en
um de I’épaisseur de la muqueuse (A), la sous muqueuse (B), de la lamina (C), des muscles
lisses circulaires (D) et longitudinaux (E) n’étaient pas significativement différentes.

Figure 4 : Impact de I’antibiothérapie néonatale sur I’expression des neuromediateurs du
SNE, 15 jours apres I’arrét du traitement. Le phénotype des neurones entériques évalué via
I’expression des MRNA des neuromediateurs NOS (A) et VIP (B) et des cellules gliales, via
I’expression des MRNA du GFAP (C) et de S100R (D), rapporté a I’expression du mRNA du
ribosome S6, n’est pas modifié par I’antibiothérapie. (n=6 par groupe)
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Figure 5: Impact de I’antibiothérapie sur I’inflammation de la barriére épithéliale, 15 jours
aprés I’arrét du traitement. La longueur des cryptes (A), la hauteur des cellules épithéliales
(D), le nombre de mitoses, de vacuoles et de cellules inflammatoires par cryptes (B, C et E
respectivement) étaient mesurés ou comptés en microscopie optique, en coloration HE
(Hématoxyline et Eosine). La hauteur des cellules épithéliales était significativement diminué
dans le groupe AB (n=6 dans chaque groupe, *p=0,01), le nombre de cellules inflammatoires
et de mitoses étaient significativement diminué dans le groupe AB (n=6 dans chaque groupe,
*p<0,05). En microscopie confocale (F), le rapport de I’axe majeur (Major axis) sur I’axe
mineur (minor axis) de la lumiere des cryptes était significativement augmenté (n=2 et 3,
*p=0,08). Le changement d’architecture de la lumiére des cryptes est le reflet d’une
inflammation muqueuse d’aprés Musquer et al.. Abréviation : Ma: major axis; ma: minor
axis; Ma/ma ratio: crypt lumen major axis over minor axis ratio. (Musquer, Coguenlorge et
al.)

Figure 6 : Impact de I’antibiothérapie sur I’inflammation, apres 15 jours d’arrét du traitement.
La production d’ILbeta (A, C) et d’IL10 (B, D) et d’interféron gamma (E) dans le colon
proximal (A, B) et dans le colon distal (C, D, E) n’était pas modifiée dans les deux groupes.
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CONCLUSION ET
PERSPECTIVES




Ces travaux de theses s’inscrivent dans un axe de recherche visant & mieux
appréhender le développement post natal des fonctions digestives, le role joué par le systeme
nerveux entérique et enfin I’implication de facteurs environnementaux dans la maturation post
natale des fonctions digestives. Ils ont permis de caractériser les changements fonctionnels du
tube digestif, et la corrélation avec I’évolution du phénotype des neurones myentériques. Ils
ont alors donné la possibilité de vérifier I’impact de facteurs environnementaux alimentaires
tel que le butyrate ou médicamenteux, tel que le METRONIDAZOLE, sur la mise en place
des fonctions digestives. Nos résultats tendent a démontrer que le butyrate module le
phénotype neurochimique des neurones du SNE, et la mise en place du transit intestinal, et
que I’administration néonatale d’antibiotique agit sur le développement des fonctions de la

barriére intestinale.

Le principal résultat de la premiére partie de la these, a été de mettre en évidence
I’immaturité fonctionnelle digestive chez le raton nouveau-né. Au cours des premiers jours de
vie, les ratons isolés de leur mére n’exonerent pas. La dépendance aux soins maternels est
probablement liée a I’absence d’activité péristaltique dans le colon. En effet, ex vivo nous
n’avons pas observé de contraction spontanée avant le quatorzieme jour de vie. L’absence de
complexe moteur migrant colique néonatal a également été mise en évidence chez la souris en
2007 (Roberts, Murphy et al. 2007). En revanche, nous n’avons pas mis en évidence de
modification de la perméabilité colique ex vivo, contrairement & ce qui a été retrouve chez le
porcelet, ou une augmentation initiale puis une diminution secondaire de la perméabilité a été
établie (De Quelen, Chevalier et al. 2010). Cette discordance peut étre liée a des différences
interespéces entre I’évolution de la surface d’absorption, par croissance épithéliale, et a
I’augmentation concomitante de I’expression des jonctions serrées. Chez I’homme, I’activité
péristaltique intestinale est présente dés la 11°™ semaine de gestation, et les fonctions
digestives du nouveau-né a terme sont plus matures que celles de I’enfant né prématurément.
Cependant, leur évolution se poursuit au cours des premiers mois de vie, et I’enfant né
prématurément présente une vidange gastrique et un temps de transit ralenti (Berseth 2006).
Les fonctions de la barriere épithéliale sont également immatures, I’évaluation de la
perméabilité intestinale par le dosage urinaire de mannitol ou de lactulose apres
administration entérale dans un service de néonatalogie, a confirmé que les enfants
prématurés avaient une perméabilité augmentée par rapport aux nouveau-nés a terme et en
bonne santé (Corpeleijn, van Elburg et al. 2011). Ainsi, la physiologie digestive du raton

nouveau-né se rapproche de celle du grand prématuré, et les concepts développés sur ce
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modele pourraient étre utilisés pour la compréhension de la physiologie et des mécanismes
évolutifs du tube digestif.

Un autre résultat important de ce travail a été d’identifier le SNE comme un des
constituants du tube digestif responsable de cette immaturité fonctionnelle digestive chez le
raton nouveau-né et de montrer que la période post natale est une période importante de
développement du SNE. En effet, il a été clairement établi, depuis des années, que la période
embryonnaire est une période clef du développement du SNE. Ainsi, la colonisation de
I’ensemble du tube digestif par les cellules de la créte neurale est terminée dés E 14 chez la
souris et dés la 7°™ semaine de gestation chez I’homme. Or I’évolution postnatale du
phénotype et des fonctions du SNE reste largement méconnue. Nos résultats montrent que de
la naissance au sevrage, chez le raton, il existe (i) une évolution morphologique de SNE et (ii)
une évolution du phénotype du SNE. En effet, tandis que la densité des neurones du plexus
myentérique a la surface de la couche musculaire longitudinale diminue, leur taille augmente.
Ces constatations avaient déja été publiées antérieurement chez le rat (Schafer, Hansgen et al.
1999). Parallelement, nous avons observé une augmentation de la proportion de neurones
immunoréactifs a la ChAT et a la NOS, comme Vannucchi auparavant (Vannucchi and
Faussone-Pellegrini  1996). L’augmentation du phénotype cholinergique post natale
concomitante de I’apparition du péristaltisme intestinal a également été démontré chez la
souris (Roberts, Ellis et al. 2010) et chez le cobaye ou I’apparition d’une transmission
neuromusculaire tachykinergique est différée par rapport a la naissance (Bian, Burda et al.
2009). En outre, des travaux en cours dans I’unité suggerent que I’évolution post natale du
SNE ne se limiterait pas aux neurones mais affecterait aussi les cellules gliales entérigues.
Pendant la période postnatale, I’expression des marqueurs gliaux augmente dans le colon,
suggérant une différenciation gliale. De plus, les cellules gliales entériques pourraient
également participer a la maturation neuronale, de part leur action régulatrice sur I’expression
des neuromédiateurs dont NOS et ChAT dans le SNE (Aube, Cabarrocas et al. 2006).

Ces travaux nous ont aussi permis de nous intéresser aux facteurs environnementaux
potentiellement impliqués dans la maturation des fonctions digestives, et plus
particulierement du SNE. En effet, si le développement des différentes fonctions de
I’organisme est sous le contrdle du patrimoine génétique, il est de plus en plus évident que les
facteurs environnementaux jouent aussi un réle central ; et ceci spécialement dans le tube
digestif qui représente une surface d’échange considérable et qui est soumis en période

néonatale & un changement d’alimentation notable et a une colonisation précoce.
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Parmi les facteurs environnementaux actuellement au centre de I’intérét des
gastroentérologues se trouve le microbiote intestinal. Ses interactions avec les fonctions
digestives physiologiques et pathologiques sont multiples et le microbiote jouerait un role
central dans le développement des fonctions digestive (Goulet, Colomb-Jung et al. 2009) dont
bien sdr les fonctions motrices (Quigley 2011).

Or, I’influence principale du microbiote sur I’héte provient du métabolisme bactérien
des composés présents dans le cOlon et en particulier du métabolisme des sucres non
digestibles et des protéines. Les produits terminaux des fermentations bactériennes digestives
sont trés divers mais parmi les métabolites majeurs se trouvent les AGCC, dont le butyrate. Il
a été montré que sa production augmente au cours des premiers mois de vie chez le raton
(Barrat, Michel et al. 2008), témoignant d’un phénomeéne évolutif post natale, comme chez

I’homme.

La deuxieme partie de ce travail a alors montré que les lavements de butyrate
induisaient des changements important du phénotype des neurones myentériques corrélée a
une accélération de la motricité du colon distal et & des changements de la transmission

neuromusculaire.

La voie intrarectale a été choisie pour contourner I’assimilation et la dégradation
intestinale du butyrate. Ce mode d’administration est déja utilisé en clinique en cas de retard
d’émission du méconium et pour diminuer le temps d’iléus. Cependant, cette prise en charge
peut entrainer d’autres complications, comme des perforations intestinales ou des lésions
rectales (Amodio, Berdon et al. 1986). Il est difficile d’attribuer ces complications a un
probléme technique ou a la fragilité constitutionnelle du nouveau-né. Au cours de nos
expérimentations, nous n’avons jamais mis en évidence d’effraction, de rectorragie, ni de
perforation intestinale traumatique. Une des constatations majeure de cette étude a été
I’accélération du transit a la suite des lavements de butyrate 2,5 mM. Celle-ci ne peut étre
mise sur le compte de I’action mécanique des lavements, puisque les résultats étaient
spécifiques au butyrate, et étaient significativement différents des lavements contrdle au
sérum physiologique ou au mannitol, dont I’osmolarité est similaire au butyrate. De plus,
I’action du butyrate sur I’accélération de la motricité colique avait déja été démontrée chez le
rat agé, pour des concentrations plus élevées (5mM) (Soret, Chevalier et al. 2010). Par
ailleurs, des lavements de butyrate a de fortes concentrations peuvent induire des colites. Or,

dans cette étude, nous avons utilisé une dose physiologique, et n’avons pas mis en évidence, a
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la concentration 2,5 mM de perturbation ex vivo de la perméabilité intestinale, soulignant
I’absence de colites induites chez nos ratons.

Nous avons observé un effet des lavements au butyrate sur le phénotype
neurochimique du SNE dans le colon distal. Apres avoir Vérifié que les lavements réalisés
inondaient la totalité du colon jusqu’au caecum, il se pourrait que le temps de contact ait été
moindre dans le cdlon proximal, ou bien qu’il existe des sensibilités différentes en fonction de
la localisation. Et de fait, les concentrations naturelles de butyrate sont plus élevées dans le
caecum que dans le rectum (Cummings, Pomare et al. 1987). Enfin, cette différence pourrait
également étre liée a la dynamique rostro-caudale du développement du SNE, et la proportion
des neurones cholinergiques et nitrergiques augmenterait selon le méme gradient aboral que la

colonisation de I’intestin par les cellules de la créte neurale.

L’augmentation du phénotype nitrergique était spécifique des ratons, et n’avait pas été
retrouve chez le rat adulte (Soret, Chevalier et al. 2010). La raison de cette différence liée a
I’age reste inconnue, mais une hypothése pourrait étre liée a I’action épigénétique du butyrate
sur les neurones myentériques pendant la période postnatale (Wallace and Burns 2005), ou
bien a une augmentation de la prolifération des progéniteurs neuronaux, encore présents
durant la période postnatale. (Kruger, Mosher et al. 2002) Cependant, nous n’avons pas
démontré d’augmentation conjointe du nombre de neurones par ganglions aprés le traitement
par le butyrate. Ces travaux étendent donc les effets bénéfiques, aux doses physiologiques, du
butyrate, connus chez I’adulte a I’enfant. Parallelement, des études récentes suggérent que les
coliques du nourrisson sont associées a un déficit de bactéries butyrogénes (de Weerth,
Fuentes et al. 2013). De ce fait, nos travaux ont servi de base a I’étude clinique NEOTRANS,
visant a administrer aux enfants prématurés des lavements de butyrate pour améliorer la

tolérance digestive et contrer les ralentissements du transit.

La derniere partie de notre thése a porté sur I’étude de I’impact d’une antibiothérapie
sur les fonctions digestives et sur le SNE.

D’une part, I’antibiothérapie permettait d’altérer le microbiote intestinal et ainsi
d’étudier indirectement les conséquences d’une dysbiose sur le systeme nerveux entérique et
sur les fonctions digestives. D’autre part, d’un point de vue clinique, les nouveau-nés et en
particulier les prématurés recoivent couramment des antibiotiques dont I’innocuité a court et a
long terme est actuellement remise en question. Ils sont notamment suspectés d’augmenter les

risques de survenue d’entérocolite ulcéronécrosante dans les unités de néonatalogie (Neu
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2007; Claud and Walker 2008), mais aussi d’avoir un rdle dans I’incidence de certaines
obesités (Million, Lagier et al. 2013; Million and Raoult 2012; Morel, Oosting et al. 2013).

Nous avons d’abord testé certains antibiotiques couramment utilisés chez le nouveau-
né, et le METRONIDAZOLE a été choisi apres les études préliminaires sur les antibiotiques
les plus couramment utilisés dans les services de néonatalogie, et en raison de son action sur
les bactéries anaérobies. Le traitement oral a été initié dés la naissance et jusqu’a 21 jours de
vie, moment du sevrage, a la période ou le microbiote se met en place. Des expériences ont
été réalisées in vivo a la fin du traitement et in vivo et ex vivo aprés 15 jours d’arrét du
traitement, afin de rechercher un effet rémanent. Cependant, nous n’avons pas étudié si le
microbiote s’est restauré ou est toujours altéré, ce d’autant que le retour a I’équilibre aprés un
traitement antibiotique de cing jours semble se faire en moins de 60 jours, chez I’homme (De
La Cochetiere, Durand et al. 2005).

Ces travaux montrent que I’administration d’antibiotique fragilise la barriére
épithéliale intestinale. Nos résultats vont dans le méme sens que ceux de Fak, qui avait
montré en 2008 que I’administration d’antibiotique a la ratte gestante, augmentait les
entérobactéries et la perméabilité intestinale chez les ratons de la portée (Fak, Ahrne et al.
2008). Par ailleurs, le r6le du microbiote sur les fonctions de la barriére intestinale est bien
documenté (Barbara, Stanghellini et al. 2005), et le rdle des antibiotiques sur I’altération de la
fonction immune également (Schumann, Nutten et al. 2005). Ils montrent également que
cette fragilisation perdure 15 jours apres I’arrét du traitement. Cependant, nous ne savons pas
si cet effet se prolonge au-dela. L’ensemble de ces éléments pourrait étre en faveur d’une
moins bonne réponse en cas d’exposition a un stress inflammatoire. La raison de ces
observations nous est inconnu, et la susceptibilité de nos animaux traités a développer une
inflammation digestive est en cours d’étude. L’utilisation de bactéries ou de prébiotiques pour

contrer ces lésions reste également a déterminer.

Dans ce contexte, il reste a déterminer si les animaux traités ont une susceptibilité

accrue particuliere a développer une inflammation digestive.

Curieusement, nous n’avons pas mis en évidence de modification du phénotype du
SNE aprés traitement antibiotique, alors que nous savons que les fonctions digestives
perturbées sont régulées par le SNE. Ceci pourrait étre en rapport avec les techniques
utilisées. En effet, la variation du phénotype est sans doute minime, et I’expression des
MARN sur la totalité du tissu n’est certainement pas assez discriminante. Une étude du
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phénotype histochimique, aprés micro dissection des couches d’intérét, les whole mount,

devra étre réalisée pour améliorer ces résultats.

En conclusion, nos travaux ouvrent plusieurs perspectives, a la fois cognitives et
thérapeutiques. D’une part, ils ont mis en exergue I’importance de la période péri natale dans
le développement du tube digestif et du SNE en particulier, et ils ont montré qu’a ce stade de
la vie, le SNE était encore hautement plastique et sensible aux facteurs exogénes. D’autre
part, ils s’inscrivent dans le concept directeur de I’action critique des événements néonataux
sur le devenir immédiat de I’enfant mais aussi sur son vieillissement. Une meilleure
connaissance du role des facteurs environnementaux sur le développement du SNE et de leur
répercussion a long terme permettra de mieux défendre les enfants nés prématurément contre
les complications induites par leur situation. Cette étude pourrait servir de base pour le
développement d'approches thérapeutiques dans la prise en charge des troubles digestifs
moteurs des enfants prématurés, ou porteurs de pathologies digestives néonatales comme le
laparoschisis ou I’atrésie du gréle. De plus, ce modéle pourrait servir a I’étude des
répercussions a long terme sur les fonctions digestives d’un stress néonatal et sur le

développement ultérieur de maladies inflammatoires.
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ANNEXE 1 : Facteurs impliqués dans le développement du SNE (d’aprés Young et al
2012 (Young 2012)

110



111



112



BIBLIOGRAPHIE




Abrams, G. D. (1977). "Microbial effects on mucosal structure and function." Am J Clin Nutr
30(11): 1880-6.

Abrams, G. D. and J. E. Bishop (1967). "Effect of the normal microbial flora on
gastrointestinal motility." Proc Soc Exp Biol Med 126(1): 301-4.

Alam, M., T. Midtvedt, et al. (1994). "Differential cell kinetics in the ileum and colon of
germfree rats." Scand J Gastroenterol 29(5): 445-51.

Amodio, J., W. Berdon, et al. (1986). "Microcolon of prematurity: a form of functional
obstruction.” AJR Am J Roentgenol 146(2): 239-44.

Anglade, P., C. Michel, et al. (1987). "Intrinsic nerves of the pancreas after celiac and
superior mesenteric ganglionectomy in rats: a morphologic study of acetylcholinesterase
activity and catecholamine histofluorescence."” Pancreas 2(5): 568-77.

Arnoldi, R., E. Leva, et al. (2011). "Delayed meconium passage in very low birth weight
infants." Eur J Pediatr Surg 21(6): 395-8.

Arumugam, M., J. Raes, et al. (2011). "Enterotypes of the human gut microbiome." Nature
473(7346): 174-80.

Aube, A. C., J. Cabarrocas, et al. (2006). "Changes in enteric neurone phenotype and
intestinal functions in a transgenic mouse model of enteric glia disruption." Gut 55(5): 630-7.

Baetge, G. and M. D. Gershon (1989). "Transient catecholaminergic (TC) cells in the vagus
nerves and bowel of fetal mice: relationship to the development of enteric neurons.” Dev Biol
132(1): 189-211.

Bailey, M. and K. Haverson (2006). "The postnatal development of the mucosal immune
system and mucosal tolerance in domestic animals.” Vet Res 37(3): 443-53.

Barbara, G., V. Stanghellini, et al. (2005). "Interactions between commensal bacteria and gut
sensorimotor function in health and disease." Am J Gastroenterol 100(11): 2560-8.

Barlow, A. J., A. S. Wallace, et al. (2008). "Critical numbers of neural crest cells are required
in the pathways from the neural tube to the foregut to ensure complete enteric nervous system
formation." Development 135(9): 1681-91.

Barrat, E., C. Michel, et al. (2008). "Supplementation with galactooligosaccharides and inulin
increases bacterial translocation in artificially reared newborn rats." Pediatr Res 64(1): 34-9.

Bayliss, W. M. and E. H. Starling (1900). "The movements and the innervation of the large
intestine." J Physiol 26(1-2): 107-18.

Baynash, A. G., K. Hosoda, et al. (1994). "Interaction of endothelin-3 with endothelin-B
receptor is essential for development of epidermal melanocytes and enteric neurons.” Cell
79(7): 1277-85.

Bekkali, N., S. L. Hamers, et al. (2008). "Duration of meconium passage in preterm and term
infants.” Arch Dis Child Fetal Neonatal Ed 93(5): F376-9.

Berseth, C. (1996). "Gastrointestinal motility in the neonate.” Clin perinatol 23: 179-90.

114



Berseth, C. L. (2006). "Motor function in the stomach and small intestine in the neonate."”
NeoReviews 7: 28-33.

Bian, X., J. E. Burda, et al. (2009). "Postnatal downregulation of inhibitory neuromuscular
transmission to the longitudinal muscle of the guinea pig ileum." Neurogastroenterol Motil
21(9): 969-77.

Bingham, P. M. (2009). "Deprivation and dysphagia in premature infants."” J Child Neurol
24(6): 743-9.

Blais, A., P. Aymard, et al. (1997). "Paracellular calcium transport across Caco-2 and HT29
cell monolayers." Pflugers Arch 434(3): 300-5.

Blaugrund, E., T. D. Pham, et al. (1996). "Distinct subpopulations of enteric neuronal
progenitors defined by time of development, sympathoadrenal lineage markers and Mash-1-
dependence." Development 122(1): 309-20.

Bohmig, G. A., P. M. Kirieger, et al. (1997). "n-butyrate downregulates the stimulatory
function of peripheral blood-derived antigen-presenting cells: a potential mechanism for
modulating T-cell responses by short-chain fatty acids.” Immunology 92(2): 234-43.

Bordin, M., F. D'Atri, et al. (2004). "Histone deacetylase inhibitors up-regulate the expression
of tight junction proteins.” Mol Cancer Res 2(12): 692-701.

Bornstein, J. C., M. Costa, et al. (2004). "Enteric motor and interneuronal circuits controlling
motility." Neurogastroenterol Motil 16 Suppl 1: 34-8.

Bourriaud, C., R. J. Robins, et al. (2005). "Lactate is mainly fermented to butyrate by human
intestinal microfloras but inter-individual variation is evident." J Appl Microbiol 99(1): 201-
12.

Bowling, T. E., A. H. Raimundo, et al. (1993). "Reversal by short-chain fatty acids of colonic
fluid secretion induced by enteral feeding." Lancet 342(8882): 1266-8.

Brookes, N. (1997). "Intracellular pH as a regulatory signal in astrocyte metabolism." Glia
21(1): 64-73.

Buddington, R. K. (1994). "Nutrition and ontogenetic development of the intestine." Can J
Physiol Pharmacol 72(3): 251-9.

Bullen, T. F., S. Forrest, et al. (2006). "Characterization of epithelial cell shedding from
human small intestine.” Lab Invest 86(10): 1052-63.

Burns, A. J. and N. M. Douarin (1998). "The sacral neural crest contributes neurons and glia
to the post-umbilical gut: spatiotemporal analysis of the development of the enteric nervous
system." Development 125(21): 4335-47.

Burns, A. J. and N. M. Le Douarin (2001). "Enteric nervous system development: analysis of
the selective developmental potentialities of vagal and sacral neural crest cells using quail-
chick chimeras." Anat Rec 262(1): 16-28.

Burns, A. J., P. J. Pasricha, et al. (2004). "Enteric neural crest-derived cells and neural stem
cells: biology and therapeutic potential.” Neurogastroenterol Motil 16 Suppl 1: 3-7.

115



Champ, M. M., C. Molis, et al. (1998). "Small-intestinal digestion of partially resistant
cornstarch in healthy subjects.” Am J Clin Nutr 68(3): 705-10.

Claud, E. C. and W. A. Walker (2008). "Bacterial colonization, probiotics, and necrotizing
enterocolitis.” J Clin Gastroenterol 42 Suppl 2: S46-52.

Conlin, A., T. Kaltenbach, et al. (2010). "Endoscopic resection of gastrointestinal lesions:
advancement in the application of endoscopic submucosal dissection.” J Gastroenterol
Hepatol 25(8): 1348-57.

Corpeleijn, W. E., R. M. van Elburg, et al. (2011)."Assessment of intestinal permeability in
(premature) neonates by sugar absorption tests.” Methods Mol Biol 763: 95-104.

Costa, M., S. J. Brookes, et al. (1996). "Neurochemical classification of myenteric neurons in
the guinea-pig ileum." Neuroscience 75(3): 949-67.

Crowe, S. E., K. Soda, et al. (1993). "Intestinal permeability in allergic rats: nerve
involvement in antigen-induced changes.” Am J Physiol 264(4 Pt 1): G617-23.

Cuche, G., J. C. Cuber, et al. (2000). "lleal short-chain fatty acids inhibit gastric motility by a
humoral pathway." Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 279(5): G925-30.

Cuche, G. and C. H. Malbert (1999). "Short-chain fatty acids present in the ileum inhibit
fasting gastrointestinal motility in conscious pigs." Neurogastroenterol Motil 11(3): 219-25.

Cummings, J. H., E. W. Pomare, et al. (1987). "Short chain fatty acids in human large
intestine, portal, hepatic and venous blood.” Gut 28(10): 1221-7.

De La Cochetiere, M. F., T. Durand, et al. (2005). "Resilience of the dominant human fecal
microbiota upon short-course antibiotic challenge." J Clin Microbiol 43(11): 5588-92.

De Quelen, F., J. Chevalier, et al. (2010). "n-3 polyunsaturated fatty acids in the maternal diet
modify the postnatal development of nervous regulation of intestinal permeability in piglets.”
J Physiol 589(Pt 17): 4341-52.

de Vries, P., R. Soret, et al. (2010). "Postnatal development of myenteric neurochemical
phenotype and impact on neuromuscular transmission in the rat colon.” Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol 299(2): G539-47.

de Weerth, C., S. (2013). Fuentes, et al. "Intestinal microbiota of infants with colic:
development and specific signatures.” Pediatrics 131(2): e550-8.

Demaude, J., M. Leveque, et al. (2009). "Acute stress increases colonic paracellular
permeability in mice through a mast cell-independent mechanism: involvement of pancreatic
trypsin." Life Sci 84(23-24): 847-52.

Dogiel, A. (1899). "Uber den bau der ganglion in den geflechten des darms und der
gallenblase der menschen und der saugetiere." Arch Anat Physiol Anat: 130-158.

Druckenbrod, N. R. and M. L. Epstein (2005). "The pattern of neural crest advance in the
cecum and colon."” Dev Biol 287(1): 125-33.

Druckenbrod, N. R. and M. L. Epstein (2009). "Age-dependent changes in the gut
environment restrict the invasion of the hindgut by enteric neural progenitors.” Development
136(18): 3195-203.

116



Enomoto, H. (2009). "Death comes early: apoptosis observed in ENS precursors."”
Neurogastroenterol Motil 21(7): 684-7.

Fak, F., S. Ahrne, et al. (2008). "Microbial manipulation of the rat dam changes bacterial
colonization and alters properties of the gut in her offspring.” Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol 294(1): G148-54.

Fallani, M., D. Young, et al. (2010). "Intestinal microbiota of 6-week-old infants across
Europe: geographic influence beyond delivery mode, breast-feeding, and antibiotics.” J
Pediatr Gastroenterol Nutr 51(1): 77-84.

Furness, J. B. (2000). "Types of neurons in the enteric nervous system.” J Auton Nerv Syst
81(1-3): 87-96.

Furness, J. B. (2012). "The enteric nervous system and neurogastroenterology.” Nat. rev.
gastroenterol. hepatol 9: 286-294.

Furness, J. B., G. Alex, et al. (2003). "Morphologies and projections of defined classes of
neurons in the submucosa of the guinea-pig small intestine.” Anat Rec A Discov Mol
Cell Evol Biol 272(2): 475-83.

Furness, J. B., J. C. Bornstein, et al. (1988). "Shapes of nerve cells in the myenteric plexus of
the guinea-pig small intestine revealed by the intracellular injection of dye." Cell Tissue
Res 254(3): 561-71.

Furness, J. B., N. Clerc, et al. (2000). "Memory in the enteric nervous system." Gut 47 Suppl
4: iv60-2; discussion iv76.

Furness, J. B., W. A. Kunze, et al. (1998). "Intrinsic primary afferent neurons of the
intestine." Prog Neurobiol 54(1): 1-18.

Furness, J. B., H. L. Robbins, et al. (2004). "Projections and chemistry of Dogiel type II
neurons in the mouse colon."” Cell Tissue Res 317(1): 1-12.

Gareau, M. G., J. Jury, et al. (2007). "Probiotic treatment of rat pups normalises
corticosterone release and ameliorates colonic dysfunction induced by maternal separation."”
Gut 56(11): 1522-8.

Gershon, M. D., M. L. Epstein, et al. (1980). "Colonization of the chick gut by progenitors of
enteric serotonergic neurons: distribution, differentiation, and maturation within the gut." Dev
Biol 77(1): 41-51.

Goulet, O., V. Colomb-Jung, et al. (2009). "Role of the colon in short bowel syndrome and
intestinal transplantation.” J Pediatr Gastroenterol Nutr 48 Suppl 2: S66-71.

Goulet, O. and F. Joly (2010). "[Intestinal microbiota in short bowel syndrome]."
Gastroenterol Clin Biol 34 Suppl 1: S37-43.

Goyal, R. K. and I. Hirano (1996). "The enteric nervous system.”" N Engl J Med 334(17):
1106-15.

Grange G, Ed. (2012). Guide pratique de I'échographie obstétricale et gynécologique, Masson
Ed.

117



Guaraldi, F. and G. Salvatori (2012). "Effect of breast and formula feeding on gut microbiota
shaping in newborns." Front Cell Infect Microbiol 2: 94.

Hallgren, A., G. Flemstrom, et al. (1998). "Interaction between neurokinin A, VIP,
prostanoids, and enteric nerves in regulation of duodenal function." Am J Physiol 275(1 Pt 1):
G95-103.

Hansen, M. B. (2003). "Neurohumoral control of gastrointestinal motility." Physiol Res 52(1):
1-30.

Hao, M. M., J. C. Bornstein, et al. (2012). "The emergence of neural activity and its role in
the development of the enteric nervous system." Dev Biol.

Hao, M. M. and H. M. Young (2009). "Development of enteric neuron diversity." J Cell Mol
Med 13(7): 1193-210.

Hayden, U. L. and H. V. Carey (2000). "Neural control of intestinal ion transport and
paracellular permeability is altered by nutritional status." Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol 278(6): R1589-94.

Heanue, T. A. and V. Pachnis (2007). "Enteric nervous system development and
Hirschsprung's disease: advances in genetic and stem cell studies.” Nat Rev Neurosci 8(6):
466-79.

Heerdt, B. G., M. A. Houston, et al. (2003). "The intrinsic mitochondrial membrane potential
(Deltapsim) is associated with steady-state mitochondrial activity and the extent to which
colonic epithelial cells undergo butyrate-mediated growth arrest and apoptosis.” Cancer Res
63(19): 6311-9.

Heredia, D. J.,, E. J. Dickson, et al. (2009). "Localized release of serotonin (5-
hydroxytryptamine) by a fecal pellet regulates migrating motor complexes in murine colon."
Gastroenterology 136(4): 1328-38.

Hirst, G. D., M. E. Holman, et al. (1974). "Two types of neurones in the myenteric plexus of
duodenum in the guinea-pig." J Physiol 236(2): 303-26.

Hofstra, R. M., R. M. Landsvater, et al. (1994). "A mutation in the RET proto-oncogene
associated with multiple endocrine neoplasia type 2B and sporadic medullary thyroid
carcinoma." Nature 367(6461): 375-6.

Holzer, P., W. Schluet, et al. (1993). "Ascending enteric reflex contraction: roles of
acetylcholine and tachykinins in relation to distension and propagation of excitation.” J
Pharmacol Exp Ther 264(1): 391-6.

Hooper, L. V., M. H. Wong, et al. (2001). "Molecular analysis of commensal host-microbial
relationships in the intestine." Science 291(5505): 881-4.

Hosoda, K., R. E. Hammer, et al. (1994). "Targeted and natural (piebald-lethal) mutations of
endothelin-B receptor gene produce megacolon associated with spotted coat color in mice."
Cell 79(7): 1267-76.

Inan, M. S., R. J. Rasoulpour, et al. (2000). "The luminal short-chain fatty acid butyrate
modulates NF-kappaB activity in a human colonic epithelial cell line." Gastroenterology
118(4): 724-34.

118



Ittmann, P. I, R. Amarnath, et al. (1992). "Maturation of antroduodenal motor activity in
preterm and term infants.” Dig Dis Sci 37(1): 14-9.

Iwai, H., Y. Ishihara, et al. (1973). "Effects of bacterial flora on cecal size and transit rate of
intestinal contents in mice.” Jpn J Exp Med 43(4): 297-305.

Jiang, Y., M. T. Liu, et al. (2003). "Netrins and DCC in the guidance of migrating neural
crest-derived cells in the developing bowel and pancreas." Dev Biol 258(2): 364-84.

Jost, T., C. Lacroix, et al. (2012). "New insights in gut microbiota establishment in healthy
breast fed neonates.” PL0oS One 7(8): e44595.

Kamath, P. S., M. T. Hoepfner, et al. (1987). "Short-chain fatty acids stimulate motility of the
canine ileum." Am J Physiol 253(4 Pt 1): G427-33.

Kamath, P. S., S. F. Phillips, et al. (1988). "Short-chain fatty acids stimulate ileal motility in
humans." Gastroenterology 95(6): 1496-502.

Kapur, R. P. (2000). "Developmental disorders of the enteric nervous system." Gut 47 Suppl
4:iv81-3; discussion iv87.

Kelsh, R. N. (2006). "Sorting out Sox10 functions in neural crest development.” Bioessays
28(8): 788-98.

Khen, N., F. Jaubert, et al. (2004). "Fetal intestinal obstruction induces alteration of enteric
nervous system development in human intestinal atresia.” Pediatr Res 56(6): 975-80.

Kononen, E. (2000). "Development of oral bacterial flora in young children." Ann Med 32(2):
107-12.

Kruger, G. M., J. T. Mosher, et al. (2002). "Neural crest stem cells persist in the adult gut but
undergo changes in self-renewal, neuronal subtype potential, and factor responsiveness."
Neuron 35(4): 657-69.

Kunze, W. A., N. Clerc, et al. (1999). "Contractile activity in intestinal muscle evokes action
potential discharge in guinea-pig myenteric neurons." J Physiol 517 ( Pt 2): 547-61.

Kunze, W. A. and J. B. Furness (1999). "The enteric nervous system and regulation of
intestinal motility." Annu Rev Physiol 61: 117-42,

Kunzelmann, K. and M. Mall (2002). "Electrolyte transport in the mammalian colon:
mechanisms and implications for disease." Physiol Rev 82(1): 245-809.

Kuppala, V. S., J. Meinzen-Derr, et al. (2011). "Prolonged initial empirical antibiotic
treatment is associated with adverse outcomes in premature infants.” J Pediatr 159(5): 720-5.

Langley, J. N. and R. Magnus (1905). "Some observations of the movements of the intestine
before and after degenerative section of the mesenteric nerves." J Physiol 33(1): 34-51.

Le Douarin, N. M. and M. A. Teillet (1973). "The migration of neural crest cells to the wall of
the digestive tract in avian embryo." J Embryol Exp Morphol 30(1): 31-48.

Lin, P. W., T. R. Nasr, et al. (2008). "Necrotizing enterocolitis: recent scientific advances in
pathophysiology and prevention.” Semin Perinatol 32(2): 70-82.

119



Lippi, A., P. Santicioli, et al. (1998). "Depolarization evoked co-release of tachykinins from
enteric nerves in the guinea-pig proximal colon.” Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol
357(3): 245-51.

Lomax, A. E. and J. B. Furness (2000). "Neurochemical classification of enteric neurons in
the guinea-pig distal colon." Cell Tissue Res 302(1): 59-72.

Louis, P., K. P. Scott, et al. (2007). "Understanding the effects of diet on bacterial metabolism
in the large intestine." J Appl Microbiol 102(5): 1197-208.

Mariadason, J. M., D. H. Barkla, et al. (1997). "Effect of short-chain fatty acids on
paracellular permeability in Caco-2 intestinal epithelium model." Am J Physiol 272(4 Pt 1):
G705-12.

Mariadason, J. M., D. Kilias, et al. (1999). "Effect of butyrate on paracellular permeability in
rat distal colonic mucosa ex vivo." J Gastroenterol Hepatol 14(9): 873-9.

Matthews, J. B., I. Hassan, et al. (1998). "Na-K-2Cl cotransporter gene expression and
function during enterocyte differentiation. Modulation of CI- secretory capacity by butyrate."”
J Clin Invest 101(10): 2072-9.

Mawe, G. M. and M. D. Gershon (1989). "Structure, afferent innervation, and transmitter
content of ganglia of the guinea pig gallbladder: relationship to the enteric nervous system." J
Comp Neurol 283(3): 374-90.

McConalogue, K. and J. B. Furness (1994). "Gastrointestinal neurotransmitters.” Baillieres
Clin Endocrinol Metab 8(1): 51-76.

McKeown, S. J., C. W. Chow, et al. (2001). "Development of the submucous plexus in the
large intestine of the mouse." Cell Tissue Res 303(2): 301-5.

McManus, C. M., K. E. Michel, et al. (2002). "Effect of short-chain fatty acids on contraction
of smooth muscle in the canine colon.” Am J Vet Res 63(2): 295-300.

Million, M., J. C. Lagier, et al. (2013). "Gut bacterial microbiota and obesity." Clin Microbiol
Infect 19(4): 305-13.

Million, M. and D. Raoult (2012). "The role of the manipulation of the gut microbiota in
obesity." Curr Infect Dis Rep 15(1): 25-30.

Mitsuoka, T., K. Hayakawa, et al. (1974). "[The faecal flora of man. 1l. The composition of
bifidobacterium flora of different age groups (author's transl)]." Zentralbl Bakteriol Orig A
226(4): 469-78.

Moore, T. A. and M. E. Wilson (2011). "Feeding intolerance: a concept analysis." Adv
Neonatal Care 11(3): 149-54.

Morel, F. B., A. Oosting, et al. (2013). "Can antibiotic treatment in preweaning rats alter body
composition in adulthood?" Neonatology 103(3): 182-9.

Musquer, N., S. Coquenlorge, et al. (2013). "Probe-based confocal laser endomicroscopy: A
new method for quantitative analysis of pit structure in healthy and Crohn's disease patients."
Dig Liver Dis.

120



Nagler-Anderson, C. (2001). "Man the barrier! Strategic defences in the intestinal mucosa."”
Nat Rev Immunol 1(1): 59-67.

Natarajan, D., C. Marcos-Gutierrez, et al. (2002). "Requirement of signalling by receptor
tyrosine kinase RET for the directed migration of enteric nervous system progenitor cells
during mammalian embryogenesis.” Development 129(22): 5151-60.

Neu, J. (2007). "Gastrointestinal development and meeting the nutritional needs of premature
infants."” Am J Clin Nutr 85(2): 629S-634S.

Neu, J. (2007). "Perinatal and neonatal manipulation of the intestinal microbiome: a note of
caution.” Nutr Rev 65(6 Pt 1): 282-5.

Neunlist, M., J. Barouk, et al. (2003). "Toxin B of Clostridium difficile activates human VIP
submucosal neurons, in part via an IL-1beta-dependent pathway." Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol 285(5): G1049-55.

Neunlist, M., L. Van Landeghem, et al. (2012). "The digestive neuronal-glial-epithelial unit: a
new actor in gut health and disease.”" Nat Rev Gastroenterol Hepatol 10(2): 90-100.

Newgreen, D. and H. M. Young (2002). "Enteric nervous system: development and
developmental disturbances--part 1." Pediatr Dev Pathol 5(3): 224-47.

Nishi, S. and R. A. North (1973). "Intracellular recording from the myenteric plexus of the
guinea-pig ileum." J Physiol 231(3): 471-91.

O'Hara, A. M. and F. Shanahan (2006). "The gut flora as a forgotten organ.”" EMBO Rep 7(7):
688-93.

Peng, L., Z. He, et al. (2007). "Effects of butyrate on intestinal barrier function in a Caco-2
cell monolayer model of intestinal barrier." Pediatr Res 61(1): 37-41.

Peng, L., Z. R. Li, et al. (2009). "Butyrate enhances the intestinal barrier by facilitating tight
junction assembly via activation of AMP-activated protein kinase in Caco-2 cell monolayers."
J Nutr 139(9): 1619-25.

Pham, T. D., M. D. Gershon, et al. (1991). "Time of origin of neurons in the murine enteric
nervous system: sequence in relation to phenotype.” J Comp Neurol 314(4): 789-98.

Piche, T., G. Barbara, et al. (2009). "Impaired intestinal barrier integrity in the colon of
patients with irritable bowel syndrome: involvement of soluble mediators.” Gut 58(2): 196-
201.

Pompolo, S. and J. B. Furness (1988). "Ultrastructure and synaptic relationships of calbindin-
reactive, Dogiel type Il neurons, in myenteric ganglia of guinea-pig small intestine." J
Neurocytol 17(6): 771-82.

Quigley, E. M. (2011). "Microflora modulation of motility." J Neurogastroenterol Motil
17(2): 140-7.

Ramirez, A., W. W. Wong, et al. (2006). "Factors regulating gastric emptying in preterm
infants." J Pediatr 149(4): 475-9.

121



Resta-Lenert, S., F. Truong, et al. (2001). "Inhibition of epithelial chloride secretion by
butyrate: role of reduced adenylyl cyclase expression and activity.” Am J Physiol Cell Physiol
281(6): C1837-49.

Roberts, R. R., J. C. Bornstein, et al. (2008). "Disturbances of colonic motility in mouse
models of Hirschsprung's disease.” Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 294(4): G996-
G1008.

Roberts, R. R., M. Ellis, et al. (2010). "The first intestinal motility patterns in fetal mice are
not mediated by neurons or interstitial cells of Cajal." J Physiol 588(Pt 7): 1153-69.

Roberts, R. R., J. F. Murphy, et al. (2007). "Development of colonic motility in the neonatal
mouse-studies using spatiotemporal maps." Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol 292(3):
G930-8.

Robertson, C. M., M. J. Watt, et al. (2009). "Outcomes for the extremely premature infant:
what is new? And where are we going?" Pediatr Neurol 40(3): 189-96.

Romeo, G., P. Ronchetto, et al. (1994). "Point mutations affecting the tyrosine kinase domain
of the RET proto-oncogene in Hirschsprung's disease.” Nature 367(6461): 377-8.

Ropert, A., C. Cherbut, et al. (1996). "Colonic fermentation and proximal gastric tone in
humans." Gastroenterology 111(2): 289-96.

Ruhl, A., Y. Nasser, et al. (2004). "Enteric glia." Neurogastroenterol Motil 16 Suppl 1: 44-9.

Santos, M. M., U. Tannuri, et al. (2003). "Alterations of enteric nerve plexus in experimental
gastroschisis: is there a delay in the maturation?" J Pediatr Surg 38(10): 1506-11.

Sasselli, V., V. Pachnis, et al. (2012). "The enteric nervous system." Dev Biol 366(1): 64-73.

Schafer, K. H., A. Hansgen, et al. (1999). "Morphological changes of the myenteric plexus
during early postnatal development of the rat." Anat Rec 256(1): 20-8.

Schemann, M. and M. Neunlist (2004). "The human enteric nervous system."
Neurogastroenterol Motil 16 Suppl 1: 55-9.

Schuchardt, A., V. D'Agati, et al. (1994). "Defects in the kidney and enteric nervous system
of mice lacking the tyrosine kinase receptor Ret." Nature 367(6461): 380-3.

Schumann, A., S. Nutten, et al. (2005). "Neonatal antibiotic treatment alters gastrointestinal
tract developmental gene expression and intestinal barrier transcriptome.” Physiol Genomics
23(2): 235-45.

Segain, J. P., D. Raingeard de la Bletiere, et al. (2000). "Butyrate inhibits inflammatory
responses through NFkappaB inhibition: implications for Crohn's disease.” Gut 47(3): 397-
403.

Shah, P., E. Nathan, et al. (2013). "Prolonged exposure to antibiotics and its associations in
extremely preterm neonates - the Western Australian experience.” J Matern Fetal Neonatal
Med.

Shanahan, F. (2002). "The host-microbe interface within the gut." Best Pract Res Clin
Gastroenterol 16(6): 915-31.

122



Shinohara, T., M. Tsuda, et al. (2007). "Management of meconium-related ileus in very low-
birthweight infants.” Pediatr Int 49(5): 641-4.

Simpson, M. J,, D. C. Zhang, et al. (2007). "Cell proliferation drives neural crest cell invasion
of the intestine.” Dev Biol 302(2): 553-68.

Sokol, H. and P. Seksik (2010). "The intestinal microbiota in inflammatory bowel diseases:
time to connect with the host." Curr Opin Gastroenterol 26(4): 327-31.

Soret, R., J. Chevalier, et al. (2010). "Short-Chain Fatty Acids Regulate the Enteric Neurons
and Control Gastrointestinal Motility in Rats." Gastroenterology 5(138): 1772-82.

Squires, P. E., R. D. Rumsey, et al. (1992). "Effect of short-chain fatty acids on contractile
activity and fluid flow in rat colon in vitro." Am J Physiol 262(5 Pt 1): G813-7.

Stach, W. (1982). "[Neuronal organization of the plexus myentericus (Auerbach) in the small
intestine of the pig. IVV. Type IV-Neurons]." Z Mikrosk Anat Forsch 96(6): 972-94.

Stappenbeck, T. S., L. V. Hooper, et al. (2002). "Developmental regulation of intestinal
angiogenesis by indigenous microbes via Paneth cells.” Proc Natl Acad Sci U S A 99(24):
15451-5.

Suply, E., P. de Vries, et al. (2012). "Butyrate enemas enhance both cholinergic and nitrergic
phenotype of myenteric neurons and neuromuscular transmission in newborn rat colon.” AmJ
Physiol Gastrointest Liver Physiol 302(12): G1373-80.

Ten Bruggencate, S. J., I. M. Bovee-Oudenhoven, et al. (2006). "Dietary
fructooligosaccharides affect intestinal barrier function in healthy men." J Nutr 136(1): 70-4.

Ten Bruggencate, S. J., I. M. Bovee-Oudenhoven, et al. (2005). "Dietary
fructooligosaccharides increase intestinal permeability in rats." J Nutr 135(4): 837-42.

Timmermans, J. P., D. Adriaensen, et al. (1997). "Structural organization and neuropeptide
distribution in the mammalian enteric nervous system, with special attention to those
components involved in mucosal reflexes.” Comp Biochem Physiol A Physiol 118(2): 331-
40.

Torihashi, S., S. M. Ward, et al. (1995). "c-kit-dependent development of interstitial cells and
electrical activity in the murine gastrointestinal tract." Cell Tissue Res 280(1): 97-111.

Tuchmann-Duplessis H, H. P. "Embryologie. Enseignement dirige." Organogénese(Fasc. 2).

Tzialla, C., A. Borghesi, et al. (2012). "Use and misuse of antibiotics in the neonatal intensive
care unit." J Matern Fetal Neonatal Med 25 Suppl 4: 35-7.

Uesaka, T. and H. Enomoto (2012). "GDNF is a key regulator for the formation of the
submucosal plexus. In: The 3rd international symposium on development of the Enteric
Nervous System. Hong Kong.".

Vannucchi, M. G. and M. S. Faussone-Pellegrini (1996). "Differentiation of cholinergic cells
in the rat gut during pre- and postnatal life." Neurosci Lett 206(2-3): 105-8.

Vantrappen, G., J. Janssens, et al. (1977). "The interdigestive motor complex of normal
subjects and patients with bacterial overgrowth of the small intestine.” J Clin Invest 59(6):
1158-66.

123



Verdu, E. F. and S. M. Collins (2004). "Microbial-gut interactions in health and disease.
Irritable bowel syndrome." Best Pract Res Clin Gastroenterol 18(2): 315-21.

Vidyasagar, S. and B. S. Ramakrishna (2002). "Effects of butyrate on active sodium and
chloride transport in rat and rabbit distal colon." J Physiol 539(Pt 1): 163-73.

Virta, L., A. Auvinen, et al. (2012). "Association of repeated exposure to antibiotics with the
development of pediatric Crohn's disease--a nationwide, register-based finnish case-control
study.” Am J Epidemiol 175(8): 775-84.

Wallace, A. S., A. J. Barlow, et al. (2009). "Inhibition of cell death results in
hyperganglionosis: implications for enteric nervous system development.” Neurogastroenterol
Motil 21(7): 768-e49.

Wallace, A. S. and A. J. Burns (2005). "Development of the enteric nervous system, smooth
muscle and interstitial cells of Cajal in the human gastrointestinal tract." Cell Tissue Res
319(3): 367-82.

Wallace, A. S., C. Schmidt, et al. (2010). "L1cam acts as a modifier gene during enteric
nervous system development.” Neurobiol Dis 40(3): 622-33.

Wang, X., A. K. Chan, et al. (2011). "Analysis of the sacral neural crest cell contribution to
the hindgut enteric nervous system in the mouse embryo." Gastroenterology 141(3): 992-1002
el-6.

Ward, S. M., K. M. Sanders, et al. (2004). "Role of interstitial cells of Cajal in neural control
of gastrointestinal smooth muscles.” Neurogastroenterol Motil 16 Suppl 1: 112-7.

Wedel, T., U. Roblick, et al. (1999). "Organization of the enteric nervous system in the
human colon demonstrated by wholemount immunohistochemistry with special reference to
the submucous plexus.” Ann Anat 181(4): 327-37.

Wen, S. W., G. Smith, et al. (2004). "Epidemiology of preterm birth and neonatal outcome."
Semin Fetal Neonatal Med 9(6): 429-35.

Wilson, A. J., A. C. Chueh, et al. (2010). "Apoptotic sensitivity of colon cancer cells to
histone deacetylase inhibitors is mediated by an Spl/Sp3-activated transcriptional program
involving immediate-early gene induction.” Cancer Res 70(2): 609-20.

Wood, J. D. and C. J. Mayer (1978). "Slow synaptic excitation mediated by serotonin in
Auerbach's plexus." Nature 276(5690): 836-7.

Wostmann, B. and E. Bruckner-Kardoss (1959). "Development of cecal distention in germ-
free baby rats." Am J Physiol 197: 1345-6.

Yin, L., G. Laevsky, et al. (2001). "Butyrate suppression of colonocyte NF-kappa B activation
and cellular proteasome activity." J Biol Chem 276(48): 44641-6.

Yntema, C. L. and W. S. Hammond (1954). "The origin of intrinsic ganglia of trunk viscera
from vagal neural crest in the chick embryo." J Comp Neurol 101(2): 515-41.

Young B, L. J., Stevens A, Heath JW (2006). Atlas d'histologie fonctionnelle de Weather, de
boeck.

124



Young, H. M. (2012). "The spatial order and behaviour of neural crest-derived cells as they
colonize the mouse gut. In: The 3rd international symposium on the development of the
Enteric Nervous System. Hong Kong.".

Young, H. M., A. J. Bergner, et al. (2004). "Dynamics of neural crest-derived cell migration
in the embryonic mouse gut." Dev Biol 270(2): 455-73.

Young, H. M., D. Ciampoli, et al. (1999). "Expression of Ret-, p75(NTR)-, Phox2a-, Phox2b-,
and tyrosine hydroxylase-immunoreactivity by undifferentiated neural crest-derived cells and
different classes of enteric neurons in the embryonic mouse gut." Dev Dyn 216(2): 137-52.

Young, H. M. and D. Newgreen (2001). "Enteric neural crest-derived cells: origin,
identification, migration, and differentiation.” Anat Rec 262(1): 1-15.

Young, H. M., K. N. Turner, et al. (2005). "The location and phenotype of proliferating
neural-crest-derived cells in the developing mouse gut.” Cell Tissue Res 320(1): 1-9.

125



Titre : Développement post natal et ciblage nutritionnel du systéme nerveux entérique : étude
chez le raton nouveau-né

Résumé :

Les enfants prématurés présentent une immaturité des fonctions vitales. Les troubles
fonctionnels du tube digestif (TD) retardent 'autonomie de I'enfant : directement, lors d’entérocolite, ou
indirectement par l'alimentation parentérale a risque de cirrhose ou d’infections nosocomiales. La
motricité intestinale est sous contréle du systéme nerveux entérique (SNE). A la naissance, I'organisme
est soumis aux facteurs environnementaux et le TD est soumis a l'influence des nutriments et de leurs
dérivés, tel le butyrate. La flore intestinale commensale présente aussi des liens intimes avec le TD.
Nous avons étudié la maturation du SNE chez des ratons nouveaux nés, et son impact sur la fonction
motrice colique. Ex vivo, des contractions apparaissaient dés J5, s’organisaient a partir de J14, et
s’accéléraient jusqu’a J36. Parallélement, les contractions musculaires induites par EFS étaient
inhibées par I'atropine a partir de J14, et le phénotype cholinergique des neurones entériques se
développait.

L’administration intra-rectale quotidienne, de 2,5 mM de butyrate, chez les ratons de J7 a J17,
augmentait la proportion des cellules cholinergiques et nitrergiques. In vivo, le temps de transit était
acceéléré ; ex vivo, la réponse motrice aux EFS étaient perturbée en présence d’atropine et de L-Name.
L’administration périnatale orale de Metronidazole, jusqu’a J21, chez les ratons, modifiait la sensibilité
a I'inflammation.

La maturation fonctionnelle du colon et structurelle du SNE évolue aprés la naissance. L’alimentation et
les antibiotiques influent sur leur développement. Ceci ouvre des perspectives pour la prévention et la
prise en charge des troubles intestinaux des prématurés.

Mots clés :

Systéme nerveux entérique ; Motricité intestinale ; Développement ; Prématurité ; Nutrition ;
Antibiotique

Development and postnatal nutritional targeting of the enteric nervous system : study in
the newborn rat

Digestive dysfunctions are often observed in premature child, such as slowing of intestinal transit to
ulceronecrotizing enterocolitis. These symptoms could be a source of morbidity. The enteric nervous
system (ENS) is known to be a major regulator of digestives functions. At birth, the child is submitted to
environmental factors, and the Gl tract is submitted to the influence of nutrients and their derivatives,
such as butyrate. The commensal intestinal flora also has close ties with the Gl tract.

We first studied the maturation of rat pups ENS, and its impact upon the colonic motor functions. Few
spontaneous contractions of the colon appeared at P5. Starting P14 rhythmic phasic contractions
appeared whose frequency increased over time until P36. In addition, EFS induced contractions were
significantly reduced by atropine from P14, while the proportion of ChAT-immuno reactive neurons
increased significantly over time.

Daily intrarectal administration of 2.5 mM butyrate, to the pups from P7 to P17, increased the
proportion of nitrergic and cholinergic cells and increase colonic motility in vivo. Ex vivo the motor
response to EFS were disrupted in the presence of atropine and L-Name.

Perinatal administration of oral Metronidazole to pups until P21, altered sensitivity to inflammation.
Functional maturation of the colon and structural changes of the SNE occured after birth. Food and
antibiotics can influence their development. This opens perspectives for the prevention and treatment
of intestinal disorders in premature infants.

Enteric nervous system ; gastrointestinal motility ; development; preterm birth ; nutrition,
antibiotics



