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AVANT-PROPOS



La Maladie de Parkinson (MP) est la deuxiéme pathologie en terme de fréquence, apres la
maladie d’Alzheimer (1). Sa prévalence en Europe a été estimée a 1,8% de la population agée
de plus de 65 ans. Le lien avec 1’age est évident puisque la prévalence passe de 0,6% entre 65
et 69 ans a 2,6% entre 85 et 89 ans (2,3). Le diagnostic et le traitement de la MP représentent
donc un enjeu de santé publique.

La MP a longtemps ¢été considérée comme une pathologie neurodégénérative
relativement spécifique des neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta
(SNpc). Cette perte neuronale associée a la présence d’inclusions intracellulaires, appelées
corps de Lewy, dans les neurones survivants est la caractéristique anatomopathologique de la
maladie. Le déficit en dopamine engendré est a I’origine des signes moteurs cardinaux de la
maladie que sont la bradykinésie, ’hypertonie, I’instabilité posturale et le tremblement de
repos (4,5).

I1 est désormais établi que la MP ne se limite pas a la SNpc ni a ses signes moteurs.
Les progres réalisés en neuropathologie ces 15 dernieéres années ont permis d’affiner et de
mieux préciser 1’étendue de D’atteinte extra-nigrale dans la MP. Depuis que Spillantini et
collaborateurs (6) ont montré qu’une protéine neuronale, 1’alpha-synucléine, était le principal
composant des corps de Lewy, 'utilisation d’anticorps dirigés contre cette protéine ou sa
forme phosphorylée est devenue la technique de référence pour identifier la pathologie de
Lewy en immunohistochimie. L’utilisation de cette technique a permis de montrer que
certaines régions du systéme nerveux central (SNC) étaient touchées aussi séveérement et aussi
précocement que la SNpc. C’est le cas du bulbe olfactif et d’une petite structure du bulbe
rachidien, le noyau dorsal moteur du vague qui sont touchés quasi-constamment et
précocement par la pathologie de Lewy.

Plusieurs études autopsiques récentes ont montré que la pathologie de Lewy s’étendait
au dela du SNC et touchait les systémes nerveux autonomes périphériques. Parmi ces réseaux
neuronaux périphériques, le systeme nerveux entérique (SNE) a recu une attention toute
particuliere et ce pour plusieurs raisons : (i) il a une organisation anatomique et fonctionnelle
qui est proche du systéme nerveux central ce qui lui a valu d’étre parfois surnommé le second
cerveau (7) (ii) il est touché par le processus pathologique chez la quasi-totalité des patients
parkinsoniens (8) (iii) Heiko Braak a suggéré qu’il était une des premicéres structures atteinte
par le processus pathologique, bien avant la SNpc (9) (iiii) enfin, son atteinte serait
responsable des troubles digestifs, tels que gastroparésie et constipation, qui sont non

seulement fréquents mais particulierement invalidants au cours de la maladie (10).

10



Le fait que le bulbe olfactif et le SNE, deux réseaux neuronaux situés a proximité du
« monde extérieur », soient touchés précocement et quasi constamment par la pathologie de
Lewy a aussi relancé le débat sur I’étiopathogénie et le développement de la maladie. Comme
pour la plupart des maladies ou grands syndromes dont I’étiopathogénie est précise est
inconnue, il est proposé que la MP résulterait d’une conjonction de facteurs génétiques et
environnementaux. L’hypothése toxique a longtemps tenu la corde, suite a la mise en
¢vidence de syndromes parkinsoniens chez des toxicomanes de la cote ouest des Etats Unis a
la fin des années 70 et au début des années 80. Ces syndromes parkinsoniens résultaient d’une
contamination accidentelle par un inhibiteur du complexe I de la chaine respiratoire, le 1-
méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), qui était produit lors de la synthése
artisanale d’un analogue de la mépéridine (11). Toutefois, la découverte de mutations a
I’origine de formes monogéniques de MP depuis la fin des années 90 a permis un retour en
force de I’hypothese génétique dans le développement de la maladie. Elles ont été toutefois
contrebalancées par les études récentes qui ont montré la précocité et la fréquence de ’atteinte
olfactive et entérique, qui suggerent qu’un toxique environnemental inhalé et/ou ingéré serait
impliqué dans le développement de la MP (12).

Parmi ces toxiques environnementaux, la roténone a fait 1’objet d’une attention toute
particuliere. La roténone est une molécule organique naturellement produite par certaines
plantes tropicales, qui rentre dans la composition de nombreux pesticides et insecticides et
dont I’injection systémique chez le rongeur provoque une pathologie neurodégénérative
proche de la MP tant d’un point de vue pathologique que d’un point de vue clinique.
Toutefois, si ce pesticide largement utilisé est impliqué dans le développement de la MP, il
I’est trés probablement par inhalation et/ou ingestion et non pas par passage et diffusion
intraveineuse immédiate. Peu de travaux se sont intéressés aux effets de la roténone sur le
systéme olfactif ou sur le SNE. Au cours de ce travail de thése, je me suis donc intéressée aux
effets de la roténone sur le SNE, a la fois in vitro, en utilisant un modele de culture primaire
de rat mis en place dans notre laboratoire et in vivo en utilisant un modé¢le animal

d’intoxication orale a la roténone.
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1.LA ROTENONE

1.1 Historique

La roténone est un dérivé flavonoide isolé pour la premicre fois par un botaniste, Emmanuel
Geoffroy, en 1895 a partir du Lonchocarpus nicou, une papilionacée d’Amérique, qu’il
nomma « nicouline ». Le nom actuel, « roténone » est le résultat du travail du chimiste Nagai
Nagayoshi qui a isolé cette molécule au Japon en 1902. Le nom « roténone » vient donc du
« AT Au», Roten, le nom japonais de la plante Derris elliptica Benth complété du suffixe a
consonance chimique « one » (13).
La roténone est isolée dans plusieurs especes végétales qui poussent sur des sols pauvres,
généralement acides et en présence d’une atmosphere humide (75% d’humidité minimum):

- Derris elliptica Benth, Fabaceae, aujourd’hui Paraderris elliptica Adema, appelée

Roten au Japon (Figure 1);
- Lonchocarpus nicou D.C., Acesinae;

- Tephrosia vogelii Hook.f., nommée Bois Poison en Afrique.

Figure 1: Image de la Derris elliptica Benth

Plante africaine de laquelle on extrait la roténone
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Son principe actif se retrouve dans les racines séchées et moulues de 68 plantes tropicales.
Les premiers témoignages d’utilisation de la roténone remontent a plus de 2000 ans. En
Malaisie, en Afrique équatoriale et en Amazonie, ses propriétés ichtyotoxiques étaient, et le
sont encore, utilisées lors de la péche traditionnelle a la nivrée. La nivrée consiste
a empoisonner toute 1’eau d’une section de riviere, a courant lent, en y battant une liane pour
en libérer la roténone. La nivrée ne se pratique qu’en saison seéche quand il y a moins d’eau et
dans une zone ou le courant est lent. Ainsi, le poison se dilue moins et a le temps d'agir
permettant la récolte des poissons asphyxiés.

C’est seulement un peu plus tard, a partir des années 1920, que I’on en a fait une
poudre insecticide produite a raison de milliers de tonnes par an au Brésil, Pérou, Afrique
équatoriale frangaise, Cambodge et en Indonésie néerlandaise.

Les importateurs les plus importants étaient néerlandais et belges avec les Etats-Unis et la
France (14).

A partir des années 1945, le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) ou le
hexachlorocyclohexane (HCH) puis d’autres molécules insecticides ont remplacé la roténone.
Elle est par la suite a nouveau appréciée, grace aux nouvelles méthodes d'extraction qui
permettent la production d'une émulsion complétement soluble dans 1’eau. Elle est utilisé

comme insecticide et herbicide (15).
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1.2 Chimie et mécanismes d’action

Nom IUPAC 1,2,12,12a-tetrahydro-8,9-dimethoxy-2-(1-methylethenyl-(1)
benzopyrano (2,4-b) furo (2,3-h) (1)-benzopyran-6 (6H)-one.

Composition Carbone 70,4 %
Hydrogéne 5,62 %
Oxygene 24,34 %
Formule Brute C,;H,,0,
T° Fusion 165-166 °C
T° Ebollition 210-220 °C
Précautions Toxique et dangereux pour I’environnement
Solubilité Acétone, trichloréthyléne, chloroforme

Tableau 1: Caractéristiques de la roténone

La roténone est un membre de la famille des roténoides (Tableau 1 et Figure 2). Sa structure
chimique a été établie en 1933 par E.B. La Forge (16). C’est un produit instable qui s’oxyde
rapidement en se transformant en déhydroroténone lorsqu’il est exposé a I’air ou a la lumicre
(17). Ce produit aromatique est absorbé par les voies respiratoires et les voies digestives. Du
fait de ses propriétés lipophiliques, il diffuse de fagon passive dans I’ensemble de 1’organisme
(18).

Sa demi-vie dans l'environnement est comprise entre un et trois jours. Elle est
principalement destinée a des utilisations phytosanitaires comme insecticide des plantes
d'appartement et parfois des jardins potagers, et pour la destruction des ectoparasites
d’animaux domestiques.

Sur le plan de la réglementation des produits phytopharmaceutiques dans 1’Union
européenne, cette substance est interdite a la suite de I’examen relatif a 1’inscription a
I’annexe I de la directive 91/414/CEE. La décision de la Commission européenne numéro
2008/317/CE du 10 avril 2008 demande a tous les états membres de retirer les autorisations
des produits contenant de la roténone a partir de 2008. La France a bénéfici¢ d’un délai
supplémentaire jusqu’en 2011, pour des usages spécifiques, en réservant ’emploi de la

roténone aux utilisateurs professionnels munis d’un équipement de protection approprié.
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Figure 2: Structure chimique de la roténone

La roténone est un produit aromatique qui s’oxyde en déhydroroténone. Sa formule chimique

est Co3H200¢.

1.2.1 Mécanismes d’action de la roténone

Depuis plusieurs années, un nombre grandissant d’études tend a démontrer I’importance du
dysfonctionnement de la mitochondrie dans développement de certaines maladies
neurodégéneratives, et notamment dans la maladie de Parkinson (19). La roténone est une
molécule largement connue pour étre un inhibiteur du complexe I de la chaine respiratoire
mitochondriale (20). Le complexe I est directement impliqué dans la production de I’énergie
cellulaire. Son inhibition provoque une diminution de la production d’ATP par la
mitochondrie, mais contribue également a la mise en place d’un ensemble d’effets plus ou
moins toxiques pour la cellule. Dans ce chapitre, nous nous proposons de faire un bref rappel
sur les mécanismes d’action de la roténone et des principales conséquences que peut avoir la

roténone sur la physiologie de la cellule.

Complexe I et neurodégénerescence

Le complexe I ou NADH-ubiquinone oxydoréductase est le premier complexe enzymatique
de la chaine de transport des électrons. Ce complexe est localisé dans la membrane interne de

la mitochondrie. Il permet la communication entre 1’espace intermembranaire et matriciel de
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la mitochondrie. Composé de 43 protéines, le complexe I est le plus grand des trois
complexes que compte la chaine respiratoire (21).

Le complexe I oxyde le NADH en NAD"+ H" et transfére les électrons a I’ubiquinone
(Figure 3). Il transfére ensuite les protons depuis la matrice mitochondriale jusqu’a I’espace
intra-membranaire, permettant ainsi de maintenir un gradient électrochimique optimal pour la
production d’ATP. Ce flux d’¢électrons est extrémement important puisqu’il contribue a la
perméabilité mitochondriale, au travers d’un pore Ca’’-dépendant qui gére le passage des

protéines d’une taille d’environ 1,5 kDa (22).

Matrice mitochondriale

NADH

intermembranaire

Figure 3: Dessin représentatif du complexe I de la mitochondrie

Structure du complexe I de la chaine respiratoire responsable de I’oxydation du NADH en
NAD" et H' nécessaire a la mise en place du gradient de protons’

D’apres Viadimir 2004

Roténone et toxicité

La roténone est un puissant inhibiteur du complexe I de la chaine respiratoire, capable de
bloquer en quelques minutes le fonctionnement de la mitochondrie (23,24). La toxicité de la
roténone provient notamment de sa capacité a générer du stress oxydatif et plus
particulierement des espéces réactives a 1’oxygene (Reactive Oxygen Species, ROS) tels que
le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) ou encore les ions superoxyde (O;) (25). Plusieurs
mécanismes pourraient expliquer les effets déléteres de la roténone (figure 4).

(I) La roténone pourrait se lier a un site spécifique du complexe I qu’il bloquerait

directement (26,27). Cette hypothése a été confirmée grace a plusieurs études : une exposition
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de cellules de neuroblastome humain (lignée SHSY-5Y) a la roténone provoque une mort
cellulaire importante (28). Cet effet est bloqué apres transfection d’un analogue du complexe
L

(I) La roténone est également capable d’initier un processus d’apoptose (29,30).
L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire programmeée qui se différencie de la nécrose
car il implique une compartimentation du contenu cellulaire en vésicules évitant la
contamination des cellules environnantes. Ces processus mettent en jeu I’activation des
cystéines protéases, caspases, et 1’activation des facteurs mitochondriaux ayant le but de
condenser et fragmenter le DNA (31). Il existe deux voies majeures d’induction de I’apoptose
par P’activation de la caspase 8 (voie extrinseéque) ou de la caspase 9 (voie intrinséque). Les
deux voies contribuent ’'une et I’autre au recrutement de la caspase 3 (effecteur commun) qui
active irrémédiablement le processus d’apoptose (32). La roténone serait capable d’activer
I’apoptose en activant ces deux voies (33-36).

(IIT) La sensibilité plus importante des neurones dopaminergiques au stress oxydant
peut en partie s’expliquer par leur haute teneur en dopamine. En effet, la dopamine est une
molécule facilement oxydable conduisant a la formation de dopaquinones, dérivés
métaboliques avec un fort potentiel oxydatif conduisant également a la production de ROS
(37). 1l a été montré qu’en présence de roténone, le stress oxydant augmente dans des cultures
primaires de neurones dopaminergiques (38). De fagon remarquable, les neurones
dopaminergiques peuvent étre protégés contre la toxicité du pesticide en ajoutant de 1’alpha-
méthyl-p-tyrosine, un composant qui inhibe la production de dopamine (39). Ces données
nous indiquent que la roténone peut induire a elle seule une toxicité mais que la présence de
dopamine produit un effet synergique rendant les neurones dopaminergiques plus vulnérables.

(IV) La roténone a été identifiée comme déstabilisateur des microtubules (40-42). Un
déréglage de I’activité des microtubules conduirait a un dysfonctionnement dans le transport
vésiculaire de la dopamine qui aurait pour conséquence son accumulation et la production
d’un stress cellulaire (43).

(V) Une des caractéristiques majeures de la MP est la présence dans les neurones
survivants d’agrégats protéiques nommés corps de Lewy (44) dont la principale composante
est I’alpha-synucléine (6). Ces agrégats ont été retrouvé dans plusieurs modeles animaux
toxiques et notamment ceux induits par la roténone (45,46). L’alpha-synucléine est une
protéine a la fois présynaptique et nucléaire faisant partie de la famille des synucléines
(47,48). C’est une protéine soluble, résistante a la température (49) et qui a la particularité de

ne pas avoir de conformation définie a I’état natif. Cette caractéristique signifie qu’une fois

18



traduite, la protéine adopte une structure aléatoire et difficilement prédictible qui lui permet
d’avoir plusieurs états conformationnels quand elle est sous forme de monomeéres (50). Cet
équilibre est largement modifié si les conditions environnementales varient. L’alpha-
synucléine possede la capacité intrinséque a se dimériser ou a s’oligomériser de fagon passive
et réversible (figure 5). Les petits oligomeres restent solubles, alors que les oligoméres de plus
grand ordre deviennent insolubles et sont le point de départ de la formation des fibrilles. En
conditions normales, ces différents états coexistent et forment un équilibre dans la cellule
(51,52). Les formes multimériques de 1’alpha-synucléine (oligomeres, protofibrilles, fibrilles)
semblent étre des médiateurs majeurs de sa pathogénicité: ils perturberaient le

fonctionnement de la membrane plasmique entrainant une mort de la cellule.

o Rotenone

o Rotenone

L

O Rotenone

\

Alpha-Synuclein
Aggregates

Cyt-c
—_—
ATP a4 % s Apaf-1
Impairment Complex I C———D Caspase-9
ROS Réienans 3
[e} {i‘ C) Caspase 3,6,7
Genetic Activation,
NFkB
RPN
Cell Death
PRNDNDNDNDNDN.
DNA Fragmentation
= Nucleus

Figure 4: Mécanisme d’action de la roténone

La roténone est une molécule hydrophobe capable de passer la membrane cellulaire des
neurones et des astrocytes. Son principal mécanisme d’action consiste en une inhibition du
complexe I de la chalne respiratoire mitochondriale conduisant & la formation de radicaux
libres et a I’activation des voies de 1’apoptose. Elle peut aussi faciliter I’agrégation de 1’alpha-
synucléine, le principal composant des corps de Lewy.

D’apres Ricardo Cabezas

« Neurodegenerative disease chapitre 20 »
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De fagon remarquable, il a ét¢ montré que la roténone pouvait ¢galement modifier la

conformation de I’alpha-synucléine, en accélérant son processus de fibrillisation (51-57).

Monomere Oligomere

Figure 5: Equilibre entre les différents états conformationnels de 1’alpha-synucléine.

Les différentes formes d’alpha-synucléine sont présentes en conditions physiologiques :
monomeére, oligomere (soluble), fibrille (insoluble) et coexistent en équilibre.

D’aprés Hansen et al ; TRENDS in Molecular Medicine 2011

1.3 Liens épidémiologiques: roténone, pesticides et MP

Un pesticide est une substance répandue sur une culture pour lutter contre des organismes
considérés comme nuisibles. C'est un terme générique qui rassemble les insecticides,
les fongicides et les herbicides.

Depuis les années 1980, les enquétes épidémiologiques ont évoqué 'implication des
pesticides dans plusieurs pathologies chez des personnes exposées professionnellement a ces
substances, comme des pathologies cancéreuses, des maladies neurologiques, des troubles de
la reproduction. Ces enquétes ont également attiré 1’attention sur les effets éventuels d’une
exposition méme a faible intensité lors de périodes sensibles du développement (in utero et
pendant I’enfance) ainsi que la survenue des syndromes parkinsoniens chez des chimistes et
des  héroinomanes, secondaires a D’exposition au  1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-
tétrahydropyridine (MPTP) neurotoxique qui inhibe le complexe I mitochondrial et posséde
une structure proche de celle de I’herbicide paraquat (11).

Des études écologiques ont montré une relation entre le métier d’agriculteur,
I’exposition professionnelle aux pesticides ou la consommation d’eau de puits et la fréquence
de la MP (58). Dans plusieurs cas, la MP a été attribué a différents pesticides (59-66). Une

revue exhaustive de la littérature a analysé et regroupé toutes les études qui ont été effectuées
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jusqu'a ce jour pour évaluer les risques de développer la MP aprés une exposition aux

pesticides (67).

1.3.1 Etudes cas-témoins

Pesticides

Dans la majorit¢ des études épidémiologiques réalisées sur les pesticides et la MP,
I’exposition aux pesticides a été évaluée de manicre rétrospective et le plus souvent en
¢tudiant ’ensemble des pesticides et non un produit en particulier. Sur les 38 études cas-
témoins publiées, 19 ont montré un risque plus élevé de MP chez les sujets exposés aux
pesticides avec un odd ratio (OR) allant de 1.3 a 3.7 (68-86). Les 19 autres études disponibles
ne montraient pas d’association (87-106). Bien que la plupart des travaux disponibles aient
utilisé une approche dichotomique de I’exposition aux pesticides (exposé/non exposé),
certaines études ont évalué la durée d’exposition, la fréquence et la dose cumulée. Une étude
cas-témoins réalisée aupres des affiliés de la mutuelle sociale agricole dans laquelle
I’exposition aux pesticides a été évaluée en utilisant une procédure en deux étapes (entretiens
avec des médecins du travail et expertise au cas par cas) retrouve un risque de MP 1,7 fois
plus ¢élevé parmi les participants ayant été exposés professionnellement, avec une
augmentation du risque plus importante en fonction du nombre d’années ou du nombre
d’heures d’exposition (OR =2,0[1,0-3,5] pour les participants exposés plus de 38 ans)
(59,107). Une étude cas-témoins récente réalisée dans le cadre de 1’Agricultural Health
Study a analysé D’exposition aux pesticides en regroupant les pesticides suivant des
mécanismes toxicologiques impliqués dans la MP (108). Un risque deux fois plus élevé de
MP est observé chez les personnes ayant utilisé¢ un pesticide induisant un stress oxydant, et un
risque 1,7 fois plus élevé chez celles ayant utilis¢é un pesticide inhibant le complexe I

mitochondrial, dont la roténone.

Herbicides et insecticides

Dix huit études cas-témoins ont analysé plus précisément le lien entre herbicides et MP. Dix
¢tudes ont montré un risque plus élevé de MP chez les sujets exposés aux herbicides en
général et dans certains cas plus spécifiquement au paraquat et a 1’acide 2,4-
Dichlorophenoxyacetic, avec un OR allant de 1.6 a 5.8 (69,72,75,84,86,107,109,110). Les 8
autres études n’ont pas montré d’association (74,81,83,87,104,105,111,112).

Pour les insecticides, 17 études cas-témoins ont été publiées. Dix sont positives, dont

une avec un OR allant de 1.2 a 5.8 (69,70,72,84,95,107,109,110,113), les 8 autres études étant
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négatives (74,81,83,86,104,105,111,112).

1.3.2 Etudes prospectives

Cinq études de cohorte ont analysé la relation entre la MP et I’exposition aux pesticides.

(I) Une étude sur 30 ans chez preés de 8 000 hommes a Hawai, retrouve une incidence plus
¢levée de la MP chez ceux qui ont travaillé dans les plantations pendant plus de 3 ans sans
mettre en évidence une relation directe entre 1’utilisation du pesticide et le risque de
développer la MP (114). (II) En France, I’exposition professionnelle aux pesticides a donné
un risque 5,63 fois plus élevé de développer une MP chez les hommes (115), tandis
qu’aucune association n’était retrouvée chez les femmes. Cette différence pourrait étre
expliquée par une faible fréquence de I’utilisation professionnelle de pesticides et/ou une
exposition de nature différente chez les femmes. (III) Dans une étude de cohorte américaine
ayant inclue plus de 140 000 personnes, une association entre la MP et 1’exposition
(professionnelle ou non) aux pesticides a été trouvée avec un risque de 1,7 fois plus élevé
pour les personnes exposées (116). (IV) Une étude évaluant la présence des pesticides
organochlorés dans les sérums des patients récupérés entre les années 1968-1972, a montré
une association entre le risque de développer la maladie et la présence de la dieldrine, un
insecticide organochloré (117). (V) Un suivi de 5 ans a été mis en place sur des professionnels
qui ont demandé une licence pour travailler avec des pesticides restreints. Cette étude a pu
montrer qu’il existe une relation entre le risque de développer la MP et la dose cumulative

totale des pesticides utilisés (118).

1.4 Roténone et modeéles animaux de MP

Afin d’étudier 1’étiopathogénie de la MP, de décrypter les mécanismes moléculaires sous-
jacents et tenter des approches thérapeutiques, divers modeles animaux de MP ont été
proposés. Les modeles animaux par intoxication sont variés et différent notamment selon le
mode d’administration: par voie intracérébrale, intraveineuse, intrapéritonéale, par inhalation
ou par voie orale. Parmi les toxiques utilisés, la roténone a suscité beaucoup d’intérét et de

critiques ces 15 dernicres années.
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1.4.1 La roténone chez le rat

Injection stéréotaxique

La roténone a été injectée directement dans le cerveau de rongeurs pour la premiére fois en
1985 (119). Heikkila a pratiqué une injection stéréotaxique unilatérale de 2 pg de roténone
dans le faisceau médian du télencéphale (FMT). Il a pu mettre en évidence une perte
importante des neurones dopaminergiques dans la voie nigrostriatale (Tableau 2). Des
expériences similaires mais réalisées de fagon bilatérale dans la méme structure ont montré
que les rats présentaient une diminution de D’activité locomotrice associée a une perte
significative des neurones dopaminergiques de la SNpc (120). Une injection unilatérale
stéréotaxique de roténone (2-12pg) dans la SNpc entraine une inhibition importante de
I’activité du complexe I de la chaine respiratoire, augmente la production de radicaux libres et
provoque une perte des neurones dopaminergiques (121). Des études plus récentes ont montré
que les effets de la roténone ne sont pas limités aux neurones dopaminergiques mais
s’étendraient a d’autres populations neuronales, comme peut le faire la MP, induisant une

perte de neurones sérotoninergiques dans 1’hippocampe (122).

Unilatérale Lésions des voies
FMT 2 ug 21 jours dopaminergiques Heikkila
nigrostriatales
Iniecti Bilatérale 21 jours Neurodégénération DA
njection FMT 3 pg/coté . ’ Alam
r 7 . symptomes MP
Stéréotaxique
Unilatérale MP progressive au niveau
SN 2-12 pg 28-90 jours neurochimique/ Saravanan
neuropathologique
Bllsét;rale 12 pg 7-21 jours Altérations neurotransmetteurs Santiago

Tableau 2. Etudes réalisées par injection stéréotaxique de roténone chez le rat

D’apres Xiong 2012

Injection intrapéritonéale

En 2004, Alam et al. en parallele avec les injections stéréotaxiques, ont effectué¢ des injections
intrapéritonéales de roténone pendant 2 mois, montrant que la roténone par voie générale
réduisait la concentration de dopamine dans le striatum, dans le cortex préfrontal et entrainait
une perte des neurones dopaminergiques dans la SNpc. Ces résultats ont été par la suite

confirmés par plusieurs études dont celle de Cannon (123-125) (tableau 3).
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Injection sous-cutanée

L’injection sous-cutanée de roténone chez des rats Lewis a raison de 2-3 mg/kg pendant 28 a
56 jours, grice a une mini-pompe osmotique entraine une perte des neurones
dopaminergiques de la SNpc accompagnée d’agrégats intraneuronaux (46). Ces résultats
n’ont pas été confirmés par le travaux de Fleming, pour lesquels un protocole d’injection
similaire entraine une mortalité élevée sans atteinte de la SN ni signes moteurs spécifiques

(126) (tableau 3).

Administration Résultats Auteurs
1.5-2.5 mg/kg 60 jours 1I:I/[c;:lrodegeneratlon DA, symptomes Alam
Injection
Intrapéritonéale sodnérat .
2.75-3 mg/kg 7-20 jours Neurode'gepo.:ratlon DA, agrégats de Cannon
poly-ubiquitine dans les neurones DA
. Neurodégénération DA, symptomes
.. 2.5 mg/k 48 jours ’ Sherer
Injection gre . MP
Sous-cutanée 2-3.5 mg/kg 21 jours S?'rflpwfnes moteurs et perte TH Fleming
hétérogenes

Table 3. Etudes réalisées par injection intrapéritonéale et sous-cutanée de roténone chez le rat

_D’apres Xiong 2012

Injection intraveineuse

Les premicres expériences utilisant la roténone par voie intraveineuse ont été publiées en
1997 (127). L’injection dans la veine jugulaire de 10-18 mg/kg de roténone pendant 7 a 9
jours entrainait une akinésie et une rigidité chez les rats apres 10 jours de traitement.
Cependant I’article qui a réellement « lancé » la roténone comme toxine capable de
modéliser la MP a été publié par I’équipe de Greenamyre en 2000 (45). A 1’aide d’une mini-
pompe osmotique, les auteurs ont injecté de faibles doses de roténone (2-3 mg/kg/jour)
pendant 1 & 3 semaines. Ces injections entrainaient une perte des neurones dopaminergiques
de la SNpc, d’autant plus marquée que la dose de roténone était élevée et le traitement
prolongé, accompagnée de la présence d’inclusions intraneuronales comparables aux corps de
Lewy (immunoréactives pour l’alpha-synucléine et 1’ubiquitine). Pour ce qui concerne
I’aspect moteur, les rats traités avaient des déficits au niveau postural qui rappellent les
caractéristiques cliniques de la MP. Des doses plus fortes (plus de 12 mg/kg) testées sur de
courtes périodes ont induit une toxicit¢ du systéme cardiovasculaire et des lésions non

spécifiques.
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Le groupe d’Etienne Hirsch s’est montré toutefois prudent quant a I’interprétation de
ces résultats {Hoglinger:2003tl, Hoglinger:2005jx}. Ils ont montré que I’injection
intraveineuse de roténone par voie fémorale (2,5 mg/kg pendant 28 jours) entraine bien une
accumulation d’alpha-synucléine dans les neurones de la substance noire et une perte de ces
derniers mais que ces anomalies s’accompagne d’accumulations intraneuronales de protéines
tau bien plus important en quantité. Ceci les a amené a conclure que le mod¢le roténone par

voie intraveineuse était plus proche des tauopathies que des synucléinopathies (tableau 4).

Inoculation intranasale

Plus récemment, d’autres modalités d’administration, comme 1’administration intranasale, ont
ét¢ employées, afin de se rapprocher des conditions d’intoxications rencontrées chez
I’Homme. L’administration de 2,5 mg/kg de roténone pendant 30 jours n’entraine pas de

troubles moteurs ni pathologiques caractéristiques de la MP (128) (tableau 4) {R0jo:2007kl}.

Administration Dosage Résultats

Neurodégénération DA,
1-12 . R
me/k 7-36 jours symptomes moteurs, Betarbet
gke hyper-régulation de 1’ a-syn
Injection Symptomes moteurs,
. 2.2-2.5 mg/ . . .
Intraveineuse K 28 jours neurodégénération DA, hyper- Hoglinger
£ phosphorylation de tau
2-3.5 21 jours S}rn,nptoyles moteurs et perte TH Fleming
mg/kg hétérogenes
Inoculation )5
Intranasale me/ke 30 jours Asymptomatique Rojo

Tableau 4. Etudes réalisées par injection intraveineuse et inoculation intranasale de roténone

chez le rat

D’apres Xiong 2012
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1.4.2 La roténone chez la souris

Injection intrapéritonéale

L’injection intrapéritonéale de roténone chez la souris a une dose de 10 mg/kg pendant 7
jours, provoque une perte modérée mais significative des neurones dopaminergiques de la

SNpc accompagnée de troubles moteurs (129) (tableau 5).

Injection sous-cutanée

Les différents protocoles d’administration de la roténone par voie sous-cutanée se sont révélés
décevants. L’injection sous-cutanée de roténone (2.5 a 5 mg/kg pendant 30 a 45 jours) chez
des souris d’age différent (de 2 & 12 mois) entraine des difficultés motrices mais sans perte
des neurones dopaminergiques nigrostriataux. Des effets similaires sont obtenus avec des

doses plus ¢élevées du pesticide (130) (tableau 5).

Inoculation intranasale

L’inoculation intranasale de la roténone chez la souris (2,5 mg/kg pendant 30 jours)

n’entraine aucune anomalie motrice ni neurodégénérescence (128) (tableau 5).

Administration orale

En voulant se rapprocher des conditions d’administration de la roténone chez ’Homme, Inden
et collaborateurs ont évalué les effets de différentes doses de roténone administrée par voie
orale, de 0.25 a 30 mg/kg/j sur une période de 28 jours. Seule la dose de 30 mg/kg/j s’est
montrée capable d’induire une dégénérescence des neurones dopaminergiques associée a la

surexpression de 1’alpha-synucléine dans les neurones survivants (131,132) (tableau 5).
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Administration

Résultats Auteurs

Injection i
_]’ec.t 0 ’ 10 mg/ke 7 jours Faible Perte TH dans SN Corona
Intrapéritonéale Symptomes moteurs
Inj ection 5-15 mg/kg 1-21 jours Pas de toxicité Thiffault
Sous-cutanée , o _
2.5-5 mg/kg 30-45 jours  Non caractéristique de MP Richter
Inoculation 2.5 mg/kg 30 jours Asymptomatique Rojo
Intranasale
Neurodégénération DA,
0.25-30 mg/kg 28 jours symptomes moteurs, Inden
hyper-régulation de 1’a-syn
Administration Déficits comportementaux,
. diminution neurones TH, hyper-
Orale 30-100 mg/kg 28-56 jours régulation de 'a-syn Inden
. MP progressive au niveau .
2.5-20 mg/kg 7 jours Pan-Montojo

neurochimique/neuropathologique

Tableau 5. Etudes ayant utilisé la roténone chez la souris
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1.5 Autres toxiques environnementaux et modeles animaux

de la MP

En dehors de la roténone, d’autres toxiques environnementaux capables d’inhiber le complexe
I de la chaine respiratoire de la mitochondrie ont été utilisés chez I’animal de laboratoire pour

modéliser la MP. 1 s’agit principalement du MPTP et du paraquat (Figure 6)

® +// T+

CI- CI-
MPTP MPP* Paraquat

Figure 6: Structure chimique du MPTP, MPP" et du paraquat

Cette figure montre les structures chimiques du MPTP et de son métabolite MPP* et de

I'herbicide paraquat.

1.5.1 MPTP
Le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) est la seule substance toxique

induisant une MP expérimentale qui soit liée a une forme de MP humaine. Cette substance,
dérivée de I’héroine, a ¢été identifiée lors de son administration accidentelle par voie
intraveineuse (11). Il en résulte que c’est le modele le plus largement étudi¢ chez 1’animal
(133). Il présente une spécificité partielle vis-a-vis des neurones dopaminergiques, cette
spécificité est la conséquence directe de son import massif, via le transporteur a la dopamine
(134), dans les neurones dopaminergiques et sérotoninergiques. Différents travaux ont permis
de mieux comprendre le mécanisme d’action de cette substance et souligner le rdle du stress
oxydant dans la destruction des neurones dopaminergiques (figure 7).

Plusieurs étapes peuvent étre distinguées :

1. Le MPTP, composé lipophile, injecté par voie intraveineuse, va diffuser de fagon
passive a travers la barriére hémato-encéphalique, et étre capté par un mécanisme encore mal
connu par les astrocytes. Il est alors métabolisé en 1-méthyl-4-phénylpyridinium (MPP") par
la monoamine oxydase B (MAO-B) présente dans les astrocytes (135,136). L’administration
d’un antagoniste de la MAO-B avant I’injection du MPTP prévient ses effets toxiques ce qui

suggére que le MPP" est le métabolite actif (119,137).
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2. Le MPP" est ensuite libéré dans le milieu extracellulaire via les multi drug
resistance proteins puis recapté et transporté au sein des neurones par le transporteur de la
dopamine (134). Ce transporteur est principalement présent dans les neurones
dopaminergiques mais aussi dans les neurones sérotoninergiques. L’administration d’un
inhibiteur de la recapture de la dopamine prévient de la toxicité du MPP". L affinité de cette
toxine pour la neuromélanine pourrait expliquer sa concentration dans cette sous-population
de neurones, connue pour étre plus affectée dans la MP.

3. Le MPP" se concentre au niveau mitochondrial et inhibe le complexe I de la chaine
respiratoire du transport des électrons, entralnant une diminution rapide des quantités
d’adénosine triphosphate (ATP). De plus cette inhibition induit une augmentation de la
concentration en espéces réactives a 1’oxygeéne (ROS) qui conduit & une augmentation du
stress oxydatif et par conséquent a la mort sélective des neurones dopaminergiques (138,139).

L’injection de MPTP chez les primates non-humains et chez les humains induit un
syndrome parkinsonien sévere reproduisant les symptomes moteurs de la maladie (5). Des
données récentes suggerent que le MPTP agirait en deux phases, de fagon aigué en
provoquant initialement une perte neuronale importante, suivie d’une phase plus progressive
pendant lequel le processus neurodégénératif continue de fagon insidieuse (11,140). Divers
modeles d’administration ont été¢ développés chez les animaux. Ces différents protocoles
induisent tous une perte importante des projections dopaminergiques au niveau du striatum,
cependant seul les protocoles d’injection chronique semblent provoquer une pathologie
progressive qui a aussi ¢té mise en évidence chez le singe (141). Les altérations induites dans
les mod¢les animaux par le MPTP sont corrigées, pour le moins partiellement, par la L-DOPA
(142,143). En dehors de quelques travaux (144,145), la plupart des études réalisées ne mettent

pas en évidence de corps de Lewy chez les animaux traités au MPTP (146).
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Figure 7: Mécanisme d’action du MPTP

Le MPTP passe a travers la barriére hémato-encéphalique ou il est métabolisé en MPP" par la
MAO-B, puis capté par le transporteur de la dopamine. Il se concentre a I’intérieur de la
mitochondrie ou il inhibe le complexe I de la chaine de transport des électrons en diminuant
ainsi le flux d’¢lectrons. Il en résulte une augmentation des radicaux libre provoquant un

stress oxydant et 1’activation du processus de mort cellulaire.

D’apres Vila et Przedborski

« Nature Reviews Neuroscience » 2003

Les animaux plus fréquemment traités au MPTP sont les souris, les rats et les singes.
Différents protocoles et différentes doses ont été testés dans le but de créer une atteinte de la
SNpc tout en évitant les effets négatifs typiques de ce modele d’intoxication que sont
notamment la mort de 1’animal par malnutrition et/ou déshydratation.

Une revue sur les modeles d’intoxication au MPTP les plus utilisés nous aide a les classer

(147):
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Singes
Les injections intrapéritonéales et intramusculaires sont des techniques d’administration
simples et sont capables d’induire un syndrome parkinsonien trés important (148). Par contre,
I’infusion intracarotidienne unilatérale est beaucoup plus difficile a exécuter et induit des
symptomes moteurs unilatéraux (149) rendant difficile la faculté, pour ’animal, de manger et
de boire. Dans les trois cas, I’administration de L-DOPA est parfois nécessaire pour permettre
aux animaux de s’alimenter correctement (148).

Pendant longtemps, les singes ont été traités avec des doses importantes de MPTP
(148). Derni¢rement, plusieurs études ont mise en place I'utilisation de protocoles a plus
faibles doses (0,05 mg/kg pour 2/3 fois par semaine) mais sur des durées de traitement plus
importantes (plusieurs semaines ou mois) afin de permettre le développement d’une maladie

neurodégénerative plus progressive (141,150,151).

Souris

Apres le singe, la souris a été largement utilisée dans le modele d’intoxication au MPTP pour
des raisons tant économiques que techniques (152-154). L’utilisation des souris ne peut tout
de méme pas se substituer au singe pour plusieurs raisons : (I) les souris se montrent moins
sensibles au MPTP et des doses plus importantes sont nécessaires pour pouvoir atteindre un
résultat équivalent (II) 1’atteinte motrice correspondant au syndrome parkinsonien est peu

marqué chez les souris MPTP (III) la perte neuronale nigrostriatale est hétérogéne (155).

Rats

Les rats ont une résistance au MPTP et une dégénérescence dopaminergique ne peut étre
provoquée qu’avec des concentrations treés €levées (60 mg/kg) (156,157). 11 est proposé que
cette résistance au MPTP résulte de la faible concentration en MAOB dans les capillaires

cérébraux du rat. Le modele rat est en revanche utilisé pour des injections stéréotaxiques de

MPP(156-160).

1.5.2 Paraquat

Le 1,1-diméthyl-4,4-bipyridinium (paraquat) est un herbicide qui a été couramment utilisé et
interdit d’usage en 2007 au sein de la communauté européenne (figure 6). Néanmoins, il reste
tres utilisé dans le reste du monde. Il a commencé a recevoir une attention particuliere apres la

découverte du lien entre le MPTP et le développement de la MP en raison de son analogie
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structurelle avec le MPP" (figure 6). Toutefois, le mécanisme d’action des deux composés
n’est sont pas équivalent (figure 8).

Le paraquat est trés peu absorbé par inhalation mais peut étre mortel pour I’Homme
par ingestion (50 mg/kg). La dangerosité¢ du paraquat est due a ses multiples cibles. Tout
d’abord, il ne franchit pas la barriére hémato-encéphalique spontanément mais emprunte un
transporteur d’acides aminés. Une fois dans les neurones, il exerce son effet toxique en
augmentant le stress oxydatif en formant des radicaux libres (161,162) aprés un échange
d’oxydation-réduction avec la NADPH (163,164). De plus, le paraquat stimulerait I’efflux du
glutamate provoquant une excito-toxicité (165). La toxicité du paraquat s’accompagne d’une
augmentation de l’expression de I’alpha-synucléine dans le cerveau des souris et de la
présence d’agrégats intracellulaires proches des corps de Lewy (166). Le paraquat
augmenterait la formation des fibrilles d’alpha-synucléine (53,167) in vitro et d’une fagon
dose-dépéndante (166). L’injection intrapéritonéale de paraquat entraine des difficultés
motrices chez la souris (168) ainsi qu’une perte des neurones dopaminergiques (169).

La toxicité du paraquat pour la voie dopaminergique nigro-striée est augmentée par la
co-administration du fungicide manganese ethylenebis dithiocarbamate (maneb) (166,170)
par un mécanisme qui n’est pas trés bien connu (171). Une étude, en particulier, nous
confirme I’existence de ce synergisme: Thiruchelvam (171) administre par voie
intrapéritonéale ces deux toxines seules ou en méme temps. Il en conclut que seule
I’administration commune des deux toxines permet d’observer une diminution de ’activité

motrice et une perte des neurones dopaminergiques de la SNpc.
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Figure 8: Mécanisme d’action du paraquat

Le paraquat entre dans le systéme nerveux central en utilisant un transporteur d’acides
aminés. Il favorise la formation de radicaux libres par deux mécanismes : activation du cycle
redox et activation de I’enzyme NADPH oxydase. De plus, il favorise la formation d’agrégats

d’alpha-synucléine.

D’apres Vila et Przedborski

« Nature Reviews Neuroscience » 2003
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1.6 Atteintes digestives dans les mode¢les animaux toxiques

de MP

Les troubles digestifs sont parmi les manifestations non-motrices les plus invalidantes au
cours de la MP. Bien que ’ensemble du tractus digestif puisse étre touché, les troubles de la
vidange gastrique, a I’origine de nausées et d’une réduction des prises alimentaires ainsi que
la constipation sont les plus fréquents {Pfeiffer:2003ti}. Il est classiquement proposé que ces
troubles résultent de ’atteinte du SNE par le processus pathologique au cours de la maladie.
Pour pouvoir confirmer cette hypothése, les modeles animaux représenteraient 1’outil le plus
intéressant. Pourtant, peu d’études se sont intéressées a 1’analyse des fonctions digestives et
du SNE dans les mod¢les animaux de MP. Dans ce chapitre, nous proposons une synthése des
modeles qui ont tenté de reproduire le plus fidélement possible, les troubles digestifs
retrouvés chez ’Homme au cours de la MP, et tout particulierement les modeéles qui ont

utilisé le MPTP et la roténone.

1.6.1 MPTP

Plusieurs études se sont intéressées ces dernieres années aux effets du MPTP sur le tube
digestif et le SNE et les résultats sont globalement concordants. La premiére étude, publiée en
2007 par Anderson et al. a montré une perte de 40% des neurones dopaminergiques dans le
plexus myentérique de souris traitées par injection intrapéritonéale aigiie de MPTP (60
mg/kg) (172) sans mettre en évidence de changement dans la densité des neurones
cholinergiques et nitrergiques. Cette perte des neurones dopaminergiques s’accompagnait de
modifications électrophysiologiques et fonctionnelles, a savoir une accélération transitoire du
temps de transit colique (172) qui s’oppose a la diminution du transit qu’on retrouve chez les
patients parkinsoniens. La toxicit¢ du MPTP envers les neurones dopaminergiques du plexus
myentérique chez la souris a été confirmée par une autre étude (173). Cependant aucun de ces
deux travaux n’a pu mettre en évidence la présence d’agrégats d’alpha-synucléine. De plus,
une étude réalisée au laboratoire a permis de montrer que 1’intoxication par le MPTP chez le
primate non-humain s’accompagnait elle aussi d’une baisse de la population dopaminergique
dans le plexus myentérique (174). Cette étude a mis en évidence également une augmentation
du nombre de neurones nitrergiques par ganglion probablement dii a un mécanisme

compensateur, ces deux populations exercant un effet inhibiteur sur la motilité intestinale.
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1.6.2 Roténone

Les effets de la roténone sur les fonctions digestives et sur le SNE ont été étudiés dans
différents modeles d’animaux traités par cette toxine. Contrairement aux données obtenues
avec le MPTP, les résultats sont parfois discordants. Greene (175) et collaborateurs ont utilisé
une administration chronique de roténone (3 mg/kg/j) par injection sous-cutanée pendant 22 a
28 jours chez le rat. Un tel mode d’administration n’entraine pas de perte des neurones
dopaminergiques nigro-striataux. D’un point de vue digestif, les seules anomalies observées
concernaient la motricité avec un ralentissement de la vidange gastrique et une diminution
significative de la fréquence de production des selles chez les rats traités par rapport aux
témoins. Aucun changement du nombre de neurones totaux, ni modification du phénotype
neurochimique n’était noté sur I’ensemble du tractus digestif de ces animaux. Il n’y avait pas
non plus d’inclusions d’alpha-synucléine. Dans une étude ultérieure, 1’équipe de Greenamyre
{Drolet:2009jf}a injecté la roténone par voie intrapéritonéale (2 mg/kg, 5 injections par
semaine) a des rats pendant 6 semaines et a sacrifi¢ les animaux a 3 jours ou 6 mois apres la
fin du traitement. Alors que les rats traités par la roténone et sacrifiés a 3 jours présentent une
diminution de I’expression de 1’alpha-synucléine dans le plexus myentérique de I’intestin
gréle, ceux analysés a 6 mois ont une augmentation de I’expression de I’alpha-synucléine sous
formes d’agrégats par rapport aux souris témoins. Cette surexpression d’alpha-synucléine
s’accompagne d’une perte neuronale discréte mais significative et d’une diminution du temps
de transit total

Des travaux plus récents ont étudiés les effets de 1’administration orale de la roténone
sur le SNE. En s’inspirant des travaux publiés par Inden en 2007 {Inden:2007gm}, Pan-
Montojo et al. {PanMontojo:2010dt} ont administré par gavage une dose de 5 mg/kg/j de
roténone a des souris pendant un mois et demi et 3 mois. L’analyse par immunohistochimie
de I’iléon de ces souris a montré une augmentation de I’expression de I’alpha-synucléine dans
les neurones myentériques de I’iléon des souris traitées par rapport aux témoins, aussi bien a 1
mois et demi qu’a 3 mois. Il est toutefois a noter que la caractérisation de 1’atteinte digestive
¢tait incompléte dans ce modele avec en particulier une absence d’évaluation du nombre total

de neurones, de modifications du phénotype neurochimique et de la motricité digestive.

Roténone et MPTP ont suscités beaucoup des critiques et intéréts de la part des
chercheurs : comme tout les modeles animaux existants, elles ont des avantages et des
inconvénients mais, selon notre opinions, ils restent les plus reproductibles et les plus

valables. Mais malgré que la MP a été longtemps considérée comme une maladie
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dégénérative des neurones dopaminergiques de la substance noire, cette pathologie reste
beaucoup plus complexe et a ce jour personne n’a vraiment été capable de reproduire toutes
ses atteintes. Plusieurs travaux récents (9,176) ont montré que d’autres régions du systéme
nerveux central et du systéme nerveux périphérique sont en effet touchées précocement par la
pathologie de Lewy. C’est en particulier le cas du systéme nerveux entérique (SNE) qui est
touché chez la quasi-totalité¢ des patients parkinsoniens. Avant de détailler 1’atteinte du SNE

au cours de la MP, nous proposons un bref rappel sur sa structure.
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2. LE SYSTEME NERVEUX ENTERIQUE

2.1 Morphologie générale du SNE

Le SNE est un réseau neuronal distribué tout le long du tube digestif, composé de plus de 100
millions de neurones, soit autant que dans la moelle épinicre. Cette subdivision du systéme
nerveux végétatif est parfois appelée « le second cerveau » car elle est capable de réguler de
facon autonome les fonctions digestives, en partie indépendamment du SNC (7).

Le plexus ganglionnaire est 1’unité structurelle du SNE (figures 9 et 10). Il existe deux
plexus majeurs au sein des parois digestives chez I’Homme: le plexus sous-muqueux qui
contient le plexus de Meissner, et le plexus myentérique (PM) ou plexus d’Auerbach. Le
plexus sous-muqueux (PSM) est situ¢ dans la sous-muqueuse, et le plexus myentérique se
situe dans le plan entre la couche longitudinale (externe) et circulaire (interne) de la
muscularis propria. Le plexus sous-muqueux est surtout développé dans le gréle, et est absent
ou a I’état de reliquat dans le tractus digestif supérieur jusqu’a 1’estomac inclus. Le plexus
myentérique et sous-muqueux se présentent comme un maillage serré de fibres et de faisceaux
de fibres nerveuses couvrant toute la circonférence du tube digestif et continu sur I’ensemble
du tractus. Les nceuds ou ganglions nerveux se situent aux points de jonction des fibres
nerveuses et sont formés d’un amas serré de cellules gliales entériques (CGE) et de neurones.
Les ganglions du PM sont plus volumineux et possédent plus de neurones que ceux du PSM.
Les neurones entériques sont largement interconnectés au sein du ganglion, avec les ganglions
adjacents et avec les ganglions des autres plexus.

Les fibres nerveuses contenues dans les plexus nerveux ont deux origines :

- I’innervation extrinséque désigne les neurones dont le corps cellulaire est situé en
dehors du SNE: axones postganglionnaires sympathiques et préganglionnaires
parasympathiques d’une part, qui projettent sur les neurones du SNE ou rarement directement
sur les effecteurs; innervation viscérosensible extrinséque d’autre part.

- P’innervation intrinséque, la plus abondante, désigne les prolongements provenant
des neurones des différents plexus du SNE; ces fibres projettent sur d’autres neurones

(interneurones) ou sur les effecteurs de la paroi digestive.
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Figure 9: Organisation du SNE

Dessin représentatif de 1’organisation du SNE: on retrouve plusieurs couches dont deux
plexus majeurs : le plexus sous-muqueux et le plexus myentérique ce dernier étant localisé
entre la couche longitudinale (externe) et circulaire (interne) de la muscularis propria.

D’apres A. Micheau

Plexus mésenterique
supérieur

Plexus sous-séreux
Sercuse

Plexus myenténque
Couche sous-séreuse

Musculeuse

Couche longitudinale
Plexus sous-mugqueux
Couche circulaire

Sous-muqueuse

Musculairs mucosac

Muqueuse

Figure 10: Organisation du réseau neuronal entérique

Photo d’un marquage immunologique de la protéine GFAP (vert) marquant les cellules gliales
entourant des neurones entériques (marquage de la protéine Hu (rouge)) au niveau d’un
ganglion du plexus myentérique chez la souris.

M. Mahé, Inserm U913 Nantes
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2.2. Neuromédiateurs du SNE

La régulation de la motilité intestinale se joue a plusieurs niveaux. Les hormones et les
neurotransmetteurs sont les acteurs principaux, agissant directement et indirectement sur les
cellules musculaires du tractus digestif. Les hormones, comme I’insuline, la cholécystokinine
et les glucagon-like-peptides, sont relarguées pendant et aprés le repas. Elles sont excrétées
localement par les cellules endocrines et modulent la motilité¢ intestinale en activant les
neurones intrinséques primaires afférents (IPANs), puis activent a nouveau les cellules
endocrines et la composante extrinséque du SNE. Ce systeme envoie des informations au
SNC qui évalue et module I’activité gastrointestinale.

La régulation neuronale passe par les composantes intrinséque et extrinseéque (177).
Une trentaine d’agents neuro-humoraux ont ét¢ identifiés dans le SNE et peuvent étre classés
en fonction de leur action excitatrice ou inhibitrice sur la motilité digestive (tableau 6). La
plupart peuvent €tre exprimés par les neurones, méme si leur implication directe dans la
transmission synaptique reste parfois a démontrer. Ces neuromédiateurs entériques sont des
petites molécules (noradrénaline [NA], acétylcholine [ACh], sérotonine [5-HT]), des bases
puriques (adénosine, adénosine tri-phosphate [ATP]), des peptides (tachykinines [substance P
et neurokinine A], vasointestinal peptide [VIP], calcitonin gene-related peptide [CGRP],
somatostatine [som]) ou des gaz (protoxyde d’azote [NOJ]).

Les neurones peuvent étre classés suivant leurs fonctions, en sensoriels, interneurones
et motoneurones. Bri¢vement, les neurones sensoriels intrinséques (IPANs) sont appelés aussi
« premiers » parce qu’ils captent les changements du tissu avant les autres et afférents parce
que leurs afférences montent jusqu’au SNC. Ils forment un réseau de surveillance avec les
cellules endocrines et les cellules immunitaires. Les IPANs controlent la digestion alors que
les afférences extrinseques réglent ’homéostasie des fluides et la sensation a la douleur. Les
neurones sensoriels co-localisent avec un marquage ChAT et SP. Les neurones sensoriels sont
connectés aux interneurones. Ceci peuvent étre ascendants (principalement cholinergiques) et
descendants (nitrergiques et VIPergiques). En derniére ligne, on retrouve les motoneurones
qui innervent les muscles. Ils peuvent étre excitateurs ou inhibiteurs relarguant des
transmetteurs qui provoquent une contraction (SP) ou une relaxation (NO, VIP, ATP) (178)

(tableau 6).
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A B

Neurones Proportion Codage Neurones Proportion Codage
Myenteriques chimique submuqueuse chimique
Ni:)l:;onses Neurones
moteur:
secretomoteurs
excitateurs du 12% ChAT/GABA non- 45% VIP
n}uscleI cholinergiques
circulaire
Neurones
fnoFeyrs Neurones ChAT/NPY/
1nh1b11teur du 16% NOS/VIP/NPY secretomoteurs 44% CGBP./
muscle holi . Calretinine
circulaire cholmergiques
ChAT/
0
Neurones IPAN 11% Calbindine/TK
moteurs
excitateurs du 25% ChAT/TK
muscle
longitudinale C
Stimulation Inhibition
Neurones
moteurs ACh NO
inhibiteurs du NOS/VIP/
1 2% GABA
muscle. Adénosine VIP
longitudinale
5-HT Somatostatine
Interneurones
ascendants 5% ChAT/TK
Histamine GABA
Interneurones 1% ChAT/NOS/
descendants ° VIP/5-HT SP CGRP
ChAT/
o .
IPAN 26% Calbindine/TK Dopamine

Tableau 6: Principaux neurotransmetteurs et substances neurohumorales

A et B. Types des neurones retrouvés dans I’intestin gréle du cochon d’inde dans les deux
plexus ganglionnaires selon leur fonctions.

D’apres Furness
C Principales substances neurohumorales classées selon leur action physiologique sur la
motricité du tube digestif.

D’apres Hansen

Les neurones entériques expriment en général une combinaison de plusieurs de ces
neuromédiateurs, définissant leur codage ou phénotype neurochimique. Un neuromédiateur
principal peut étre associé a un ou plusieurs co-neurotransmetteurs. Leur action varie en
fonction du type de récepteur. Comme dans le SNC, les synapses du SNE sont axo-

somatiques, axo-axonales ou axo-dendritiques.
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Les deux principales populations neuronales du SNE sont cholinergiques et
nitrergiques, les deux phénotypes rassemblant plus de 90% de la population neuronale.
Cependant, établir le caractére nitrergique ou cholinergique ne suffit pas a définir une classe
fonctionnelle de neurones. Les neurones viscérosensibles, les interneurones et les
motoneurones peuvent par exemple utiliser D’acétylcholine, d’ou [I’intérét d’une
caractérisation plus compléte du phénotype neurochimique impliquant les co-transmetteurs.
Les enzymes limitantes de la synthése de I’acétylcholine et du NO, respectivement ChAT
(acétyl-choline-transférase) et NOS (nitric oxide synthase), sont utilisées comme marqueurs
des neurones cholinergiques et nitrergiques. Leur expression est largement exclusive.
Cependant une minorité de neurones co-exprime ChAT et NOS : ils représentent 3 a 4% de la
population totale dans le cdlon, et jusqu’a 17% dans I’estomac. Les neurones cholinergiques
forment la population dominante du tube digestif. Leur proportion tend a décroitre selon un
gradient oro-anal : au niveau du plexus myentérique, ils représentent de 57 a 72% du nombre
total de neurones au niveau de 1’estomac, de 52 a 66% dans le gréle, et de 38 a 65% dans le
colon (tableau 7). Les rares données disponibles sur le plexus sous-muqueux montrent des
proportions similaires. La deuxiéme population en fréquence est celle des neurones
nitrergiques, en général distincts des neurones cholinergiques. Leur proportion augmente
selon un gradient oro-anal : ils représentent de 25 a 40% des neurones myentériques dans
I’estomac, 38% dans le gréle et la moiti¢ dans le colon.

Deux autres sous-populations du SNE méritent d’étre citées, il s ‘agit des neurones
VIPergiques et dopaminergiques. La sous-population VIPergique est mise en évidence
directement par I’immunomarquage du neurotransmetteur. Approximativement 50% des
neurones myentériques expriment VIP dans 1’estomac, contre 10% dans le colon (tableau 7).
Les neurones dopaminergiques sont rares et distribués selon un gradient rostro-caudal : ils
représentent 20% de I’ensemble des neurones du plexus myentérique de 1’estomac contre 4%

dans le cdlon et 20% des neurones sous-muqueux dans 1’estomac pour 0 a 0.5% dans le colon.
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ChAT VIP NOS TH

Plexus Sous-muqueuex

Estomac 70% 65% 25-40% 20%
Gréle 53-62% 47-53% 38% 2-15%
Colon 50% 79% 22% 0%

Plexus Myentérique

Estomac 70% 59% 40% 20%
Gréle 62-66% 11-14% 6-18%
Colon 65% 13% 47% 4%

Tableau 7
Proportion des neurones ChAT, VIP, NOS et TH dans les deux plexus de la partie haute,

intermédiaire et de la partie basse du systéme digestif chez ’Homme.

D’apres Murphy 2007 et Anlauf 2003

2.3 Activité motrice intrinseque du SNE: le réflexe

péristaltique

Le réflexe péristaltique associe une contraction orale et une relaxation anale du muscle
circulaire en réponse a une stimulation mécanique ou chimique locale de la muqueuse ou a
une distension du tube digestif. Les neurones intrinséques primaires afférents (IPANs) des
plexus sous-muqueux et myentérique sont les afférences de ce réflexe, et projettent
circonférentiellement pour faire synapse avec d’autres IPANs et de courts interneurones
cholinergiques ascendants formant une chaine d’excitation (figure 11). Ces interneurones
contactent finalement des motoneurones excitateurs cholinergiques et tachykininergiques. La
voie inhibitrice descendante implique probablement une deuxi¢me catégorie d’IPANs faisant
synapse avec de longs interneurones descendants au codage neurochimique plus complexe,
liés par une synapse excitatrice a des motoneurones inhibiteurs nitrergiques. Les
motoneurones de la voie ascendante projettent sur le muscle circulaire, et probablement aussi
sur le muscle longitudinal (179,180).

Le SNE contrdle la motricité digestive et la sécrétion par des réflexes qui sont amorcés

par la distension de la paroi intestinale, la déformation de la muqueuse ou le contenu
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chimique de la lumiere (181). Ces réflexes impliquent des circuits neuronaux du SNE qui sont
interconnectés. Cette régulation neuronale des fonctions digestives consiste en la libération de

neuromédiateurs synthétisés par des neurones fonctionnellement bien définis.

Oral > Anal
Distention

ACh
NO
VIP

Mucosa

Submucosal s t
plexus OCIBion.
neuron
' Contraction Relaxation
C"w'?’ ACh/SP NO/VIP/NPY/ATP
muscie 000
et Jhe 85
Ascending Descending
(excitatory) IPAN (inhibitory)
motor neruon motor neuron
Myenteric ‘—% ) >—%_'}
plexus i
Ascending Descendlng
Ascending interneurons interneurons Descending
(excitatory) (inhibitory)
motor neuron motor neuron
Longitudinal ACh/SP NO/VIP/NPY/ATP

muscle

Figure 11: Organisation du SNE et réflexe péristaltique

La distension locale de la paroi intestinale, la distorsion de la muqueuse et le contenu
chimique activent les IPANs localisés dans le PSM et PM. Les projections des neurones
IPAN vont en direction orale et anale pour permettre les synapses avec les interneurones, les
motoneurones et les neurones sensoriels. Le réflexe péristaltique inclut un réflexe excitateur
ascendant, médié par des neurones sécrétant de 1’Ach et de la substance P, provoquant une
contraction de la musculature circulaire et longitudinale en amont du site de stimulation. Le
réflexe descendant inhibiteur implique quant a lui des neurones moteurs qui sécrétent du NO
et du VIP et provoque une relaxation de la musculature circulaire et longitudinale en aval du
site de stimulation. Le réflexe péristaltique est coordonné par 1’action des interneurones
cholinergiques qui recoivent des inputs de la part des IPANS.

D’apres E. Benarroch
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2.4 Le SNE est connecté au SNC

Le SNE est capable de fonctionner indépendamment du SNC mais il reste toutefois sous le
contrle de ce dernier via les afférences et les efférences des systemes ortho et
parasympathiques (figure 12). Le systéme nerveux végétatif se caractérise par la présence de
deux neurones disposés en série : les neurones pré-ganglionnaires dont le corps cellulaire se
trouvent dans le systéme nerveux central et les neurones post-ganglionnaires dont le corps est
localis¢ dans les ganglions végétatifs. Le systeme nerveux sympathique et parasympathique

différent par :

- Dorigine du neurone pré-ganglionnaire (moelle thoraco-lombaire pour le sympathique;
tronc cérébral et moelle sacrée pour le parasympathique);

- la position du relais entre les deux neurones par rapport aux organes innervés (a
distance des visceres pour le sympathique et a proximité des organes pour le
parasympathique);

- la nature des neuromédiateurs entre neurone post-ganglionnaire et -effecteur
(noradrénaline pour le systtme sympathique et acétylcholine pour le systéme

parasympathique).

Les neurones primaires afférents (output sensoriel) qui transportent les informations au
SNC sont localisés dans le nerf vague (parasympathique) et le nerf splanchnique
(sympathique). Les neurones primaires afférents parasympathiques situés dans la couche de
muscles lisses sont sensibles a la distension mécanique de I’intestin alors que les neurones
primaires afférents situés dans la muqueuse sont sensibles aux concentrations luminales de
glucose, d’acides aminés ou d’acides gras a chaine longue (182). Ces neurones, dont le corps
cellulaire est situé dans le ganglion du nerf vague, projettent jusqu’au noyau du tractus
solitaire et sont a I’origine de plusieurs réflexes vago-vagaux, affectant la déglutition, la
motricité de ’intestin ou encore la sécrétion. Les neurones afférents splanchniques ont leurs
terminaisons dans la paroi du tube digestif et leur corps cellulaires dans les ganglions spinaux.
Leurs extrémités distales sont situées dans la corne postérieure de la moelle épiniere. Ces
neurones afférents sont principalement des nocicepteurs et sont impliqués dans la détection de
la douleur dans le tractus digestif (183).

Les voies efférentes motrices (input moteur) parasympathiques sont constituées par le
nerf vague qui contrdle les fonctions motrices et sécrétomotrices du tractus digestif supérieur

et le nerf sacré qui contrdle les fonctions du colon distal et du rectum (184). L’innervation
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vagale supérieure a pour origine deux noyaux situés dans la moelle, qui sont le noyau moteur
dorsal du vague et le noyau ambigu (185). Le noyau ambigu contient les neurones somato-
moteurs non autonomes qui innervent les muscles striés du pharynx, du larynx et de
I’cesophage. Le noyau dorsal du vague contient des neurones préganglionnaires
viscéromoteurs qui innervent de fagon importante le plexus myentérique et sous muqueux du
SNE (185,186) et font donc synapse avec les neurones post-ganglionnaires directement a
proximité des organes innervés.

Les fibres sympathiques qui innervent 1’intestin ont leurs corps cellulaires qui se
situent dans la corne intermédio-latérale de la moelle épiniére. Ces fibres établissent une
synapse dans les ganglions de la chaine paravertébrale. Les fibres post-ganglionnaires

rejoignent quant a elles les visceres.
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Figure 12: Représentation de la voie vagale efférente

Représentation schématique du contréle du systéme nerveux autonome parasympathique sur
le SNE. Les voies efférentes motrices parasympathiques sont constituées par le nerf vague et

le nerf sacré.

D’apres Cersosimo 2008
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2.5 SNE et barriére épithéliale intestinale

La barriére épithéliale intestinale (BEI) est I’interface entre le milieu extérieur et I’organisme
(figure 13). Elle joue un role central dans le maintien de ’homéostasie de 1’organisme en
assurant a la fois sa protection contre le contenu de la lumicre digestive avec les agents
pathogenes et le contrdle des échanges entre lumiére et milieu interne. Cette fonction est
assurée par la monocouche de cellules épithéliales intestinales (CEI) maintenues les unes aux

autres et sur la membrane basale via des complexes protéiques distincts.

2.5.1 Composants de la BEI

Il existe quatre types de cellules épithéliales intestinales: les cellules absorbantes ou
entérocytes, les cellules mucosécrétantes, les cellules entéroendocrines et les cellules de
Paneth. Les entérocytes sont les cellules responsables de I’absorption des nutriments, de 1’eau
et des ¢électrolytes. Leur pole apical présente des microvillosités riches en glycoprotéines qui
forment les enzymes et les transporteurs. Elles sont également recouvertes de glycolipides
formant le glucocalix au role protecteur (187). Elles représentent 80% des CEl. Les cellules
calciformes représentent environ 15% des CEIL, on les retrouve sur toute la hauteur de la
villosité et de la crypte intestinale. Elles secretent des granules de mucines dans la lumicre
digestive.Les cellules de Paneth se trouvent au fond des cryptes de 1’intestin et sont absentes
dans le colon. Elles secretent de nombreuses substances anti-microbiennes dans la lumiere
intestinale. Les cellules entéroendocrines sont présentes tout au long de I’intestin et secrétent
de la sérotonine.

Parallelement a la barriere physique représentée par 1’épithélium, se trouve a sa
surface, la composante extrinséque de la BEI qui constitue souvent la premicre protection
contre 1’agression du milieu luminal (188). En effet, une couche de mucus secrétée par les
CEI tapisse la surface épithéliale et constitue une ligne de défense contre 1’adhésion et la

pénétration de toxines, bactéries et antigeénes.

2.5.2 Fonctions de la BEI

Interface entre I’environnement luminal et les tissus sous-jacents, la BEI doit assurer deux
fonctions complémentaires: d’une part étre perméable pour assurer 1’absorption des
nutriments et d’électrolytes indispensables au métabolisme et d’autre part, protéger
I’organisme contre les agents pathogenes et les toxines. Il s’agit d’une perméabilité sélective.

Selon la taille et la nature des composés qui doivent passer la barriere, plusieurs voies sont
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possibles. Les gros composés hydrophiles passent la BEI de fagon paracellulaire alors que les
petits composés hydrophiles et les composés lipophiles peuvent passer directement au travers
des membranes des cellules épithéliales, il s’agit de perméabilité transcellulaire. Les tres
grosses molécules comme les peptides ou les protéines sont endocytées dans la lumicre puis
exocytées dans la circulation générale (189).

La perméabilité paracellulaire contrdle la majorité des échanges. Elle est constituée de
complexes moléculaires jonctionnels des cellules épithéliales intestinales qui jouent un role
dans la protection contre les agents pathogenes (190). On distingue les jonctions serrées, les
jonctions adhérentes et les desmosomes. Les jonctions serrées sont formées par des
complexes multi-protéiques associant des protéines transmembranaires et des protéines
cytoplasmiques. Les protéines transmembranaires sont constituées de la famille des claudines,
occludines et protéines JAM (junction adhésion molecule), elles sont reliées au cytosquelette
d’actine par les protéines Zonula Occludens (ZO-1, ZO-2, Z0O-3) (191). Les jonctions
adhérentes ou Zonula Adherens relient les cellules entre elles par des interactions Ca®'-
dépendantes (192,193). Enfin, les desmosomes relient les cellules épithéliales intestinales
permettant a la BEI de résister aux forces de pression (194). Les jonctions communicantes
(gap-junctions) permettent aux cellules épithéliales intestinales de communiquer entre elles

par des signaux chimiques ou électriques (195).
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Figure 13: La barriére épithéliale intestinale

Dessins représentatifs de la composition et des éléments constitutifs de la BEI. Elle est
composée d’une couche monocellulaire de cellules épithéliales. Sa régulation est assurée par
la présence des protéines des jonctions serrées.

D’apres truenourishement.com et antranik.org

L’¢étude de la perméabilité de la BEI peut se faire aussi bien ex-vivo qu’in-vivo.
L’utilisation de molécules de différentes tailles (dextran, acide sulfonique, peroxydase de
raifort) couplées a une molécule fluorescente telle que le FITC (fluorescein isothiocyanate)
permet d’apprécier les différentes types de perméabilité de fagon sensible (paracellulaire,
transcellulaire, endocytose) (196-200) chez I’Homme et les animaux (196,201,202). Les
chambres d’Ussing permettent d’étudier la perméabilité ex-vivo en mesurant la quantité de
fluorescence qui passe d’une chambre a I’autre a travers le tissu (203) (figure 14). Enfin, de
fagon plus globale, la perméabilité de la BEI peut étre mesurée in vivo chez I’Homme ou
I’animal en utilisant les mémes molécules décrites ci-dessus. Les sucres non métabolisables
sont dosés dans les urines (204), alors que les molécules couplées a la fluorescéine (acide

sulfonique, dextran ou peroxydase de raifort) sont dosées dans le sérum (205).
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2.5.3 Implication du SNE dans la régulation de la perméabilité de la BEI

Les neuromédiateurs sont capables de moduler les fonctions de la BEIL. Ainsi, le VIP (206)
augmente ’expression de ZO-1 (206) et I’Ach augmente la perméabilité paracellulaire
(207,208) et transcellulaire (207). Les CGE participent également a la régulation de la BEL
La délétion des CGE augmente la perméabilité intestinale qui précéde le développement
d’une inflammation intestinale (209). Les effets directs des CGE sur la perméabilité ont été
caractérisés a 1’aide de modeles de co-culture de CEI en présence de CGE. Ces modéeles ont
permis de montrer que les CGE diminuent la perméabilité paracellulaire in vitro et que ces
effets sont associés a une augmentation de I’expression de la protéine ZO-1 dans les CEI. Par
ailleurs, plusieurs facteurs secrétés par les cellules gliales peuvent avoir une influence sur la
perméabilité paracellulaire : S100B et IL-6 diminuent la perméabilité paracellulaire de

biopsies coliques humaines (210).

Figure 14: Chambre de Ussing

| m Cette photo montre une chambre de Ussing utilisée
/i

pour mesurer la perméabilité intestinale ex-vivo chez les

animaux et chez I’Homme. Chaque chambre est
composée de deux réservoirs dont une contient un
marqueur fluorescent (2 droite sur la photo). Une
cassette qui contient la biopsie est introduite entre les
deux réservoirs. Le passage du marqueur se fera du pole
apical vers le pdle basolatéral (de droite vers la gauche).

Inserm U913, Nantes
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2.6 Atteinte du SNE et de 1a BEI dans la MP

Les premicres 1ésions du SNE dans la MP sont décrites dans les années 80. Des inclusions
semblables aux corps et prolongements de Lewy ont été mises en évidence dans le plexus
myentérique et a un moindre degré dans le plexus sous-muqueux du cdlon, du tiers inférieur
de I’cesophage et de 1’estomac (ref wakabayashi, qualman, kupsky). Dans leur ensemble, ces
premicres publications sur I’atteinte du SNE dans la MP n’ont rencontré qu’un écho modeste.

Ce sont les travaux fondateurs de Heiko Braak en 2002 et 2006 qui ont permis au SNE
de faire un retour en force sur la scéne parkinsonienne (211). La vaste étude
neuropathologique menée par cet anatomiste allemand a permis de mettre en évidence une
progression temporo-spatiale ascendante des corps de Lewy dans le tronc cérébral et le
prosencéphale, classée en 6 stades (211). De fagon frappante, les premicres lésions
encéphaliques de la MP apparaissent dans le bulbe olfactif et surtout dans le noyau dorsal du
vague, bien avant I’atteinte de la substance noire. Le nerf vague innervant la quasi-totalité du
tractus digestif, I’hypothése de /’atteinte inaugurale du SNE dans la maladie de Parkinson voit
le jour (9).

Depuis, plusieurs travaux autopsiques de grande envergure ont été menés afin de
mieux caractériser [’atteinte du SNE au cours de la MP. Nous retiendrons tout
particulierement 1’étude de /’Arizona Consortium qui a permis de montrer que les 1ésions du
SNE sont présentes chez la quasi-totalité des patients parkinsoniens (21 sujets sur 23). Des
expériences complémentaires sur ces mémes prélévements ont montré qu’il n’y a pas de perte
neuronale significative dans les plexus myentériques et sous-muqueux au cours de la MP en
particulier des neurones dopaminergiques et que la pathologie de Lewy n’affecte pas
préférentiellement un sous-type de neurones entériques (212).

En ce qui concerne une éventuelle atteinte de la BEI au cours de la MP, seules 3
¢tudes se sont intéressées a son atteinte éventuelle au cours de la MP. En 1996, chez 15
patients parkinsoniens et 15 témoins, Davies et al. montrent que les patients parkinsoniens ont
un ratio lactulose/mannitol dans les urines supérieur aux témoins, traduisant une diminution
de la perméabilité intestinale, mais une perméabilité au sucrose équivalente (perméabilité de
la partie haute du tube digestif) (213). En 2011, Forsyth et al. montrent que le rapport
lactulose/mannitol dans les urines n’est pas modifi¢ mais que la quantit¢ de sucralose
(perméabilité totale) est plus élevée chez les parkinsoniens que chez les témoins (204). Enfin,
en 2012, Salat-Foix et collaborateurs ont montré une altération de la perméabilité de la BEI

chez 4 patients parkinsoniens sur 12 (3 patients sur 12 avec une augmentation de la
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perméabilité au mannitol et 1 patient sur 12 avec une augmentation de perméabilité au

sucralose) (214).

2.7 Conséquences de ’atteinte du SNE dans la MP

L’atteinte du SNE chez les patients parkinsoniens peut avoir deux conséquences principales :
les 1ésions du SNE seraient a 1’origine des troubles digestifs fréquents au cours de la MP et
seraient impliqués dans la diffusion et donc dans la physiopathologie de la maladie
(Hypothese de Braak) (215).

Les signes digestifs sont les plus fréquents des manifestations non-motrices de la
maladie, pouvant impliquer I’ensemble du tractus digestif avec en particulier les troubles de la
vidange gastrique et la constipation (reference). Il est tentant de proposer que ces troubles de
la motilité digestive sont la conséquence des 1ésions du SNE. Toutefois, ceci n’est pas prouvé
et il est tout a fait possible qu’ils résultent de ’atteinte parasympathique et en particulier de
I’atteinte du noyau dorsal moteur du vague (215,216).

Le bulbe olfactif et le noyau dorsal du vague sont des structures en contact indirect
avec le milieu extérieur, par I’intermédiaire des nerfs olfactifs et du nerf vague. C’est
pourquoi Braak suggére 1’implication d’un toxique environnemental neurotrope, inhalé¢ ou
ingéré, qui traverserait la muqueuse nasale et la BEI et qui serait a 1’origine de la MP. Le
noyau dorsal du nerf vague, qui innerve la majeure partie du tube digestif, serait atteint par
transport rétrograde, un scénario semblable a celui proposé pour le nouveau variant du prion
(215,216). Les données cliniques et épidémiologiques apportent des arguments en faveur du
modele de Braak, puisque les troubles de 1’olfaction et la constipation peuvent constituer des
signes précurseurs ou des facteurs de risque de la maladie de Parkinson (reference PMID:
20625084). Ainsi le SNE, serait le premier maillon d’une chaine d’éveénements dégénératifs
menant a la substance noire. Cette hypothése de Braak, bien que séduisante repose néanmoins
encore sur des fondations fragiles et incertaines. Trois objections peuvent étre opposées : (1)
L’atteinte du SNE et du nerf vague n’est qu’un cas particulier de I’atteinte du systéme
nerveux végétatif. Centré sur le nerf vague, parasympathique, le modele de Braak est battu en
bréche par Dlatteinte diffuse du systetme végétatif dans la maladie de Parkinson. Une
dénervation sympathique associée a des inclusions d’alpha-synucléine a été décrite au niveau
du ceeur, de la peau, ou du SNE lui-méme qui recoit une double innervation parasympathique
et sympathique (217) (ii) La classification de Braak repose sur le postulat du caractére

pathogene obligatoire des corps de Lewy et non sur la présence d’une perte neuronale (iii)
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L’hypotheése d’une origine entérique de la maladie de Parkinson repose largement sur la
précocité de I’atteinte du noyau dorsal du vague a I’étage encéphalique. Kurt Jellinger,
neuropathologiste viennois, a récemment éprouvé cette classification en analysant 71 cas de
maladie de Parkinson issus d’une banque de cerveaux londonienne. Dans cette série, seuls
53% des cas sont compatibles avec le modele de progression caudo-rostral décrit par Braak

(218).
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Etant donné le ro6le potentiel des toxiques environnementaux et du SNE dans la
physiopathologie de la MP, mon travail de these s’est intéressé aux effets de la roténone sur le
SNE. Nous avons dans un premier temps ¢étudié les effets de la roténone in vitro sur un

modele de culture primaire du SNE et in vivo aprés gavage chez la souris.
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1.EFFETS DE LA ROTENONE DANS UN
MODELE DE CULTURE PRIMAIRE DE SNE

Dans cette premicre partie, nous avons étudié les effets de la roténone sur I’expression de
I’alpha-synucléine dans un mod¢le de culture primaire des neurones du SNE, mis en place
dans notre laboratoire. Différentes doses de roténone (de 0.1 a 10 nM) et différents temps

d’exposition (de 1 a 10 jours) ont été utilisés.

1.1 Matériels et méthodes

1.1.1 Cultures primaires de SNE d’embryons de rat

Des rates gestantes (15 jours de gestation) de souche Sprague—Dawley (CERJ, Le Genest St
Isle, France) étaient sacrifiées par inhalation de CO; et dislocation cervicale aprés anesthésie a
I’isoflurane. Les embryons (E15) étaient récupérés et sacrifiés par décapitation. Les intestins
¢taient sortis de I’abdomen des embryons sous loupe binoculaire puis hachés finement en
milieu HBSS (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). Les tissus fragmentés étaient repris
dans 5 ml de milieu DMEM-F; et digérés a 37°C pendant 15 min avec 0,1% (v/v) trypsine
(Sigma). Cette digestion était arrétée par ajout de 10 ml de milieu contenant 10% de sérum de
veeu feetal. La suspension était ensuite traitée avec de la DNAse I (0,01% Sigma) pendant 10
min a 37°C. Cette procédure était suivie de triturations mécaniques a 1’aide d’une pipette de
10 ml. La suspension était alors centrifugée a 750 rpm pendant 10 minutes a température
ambiante. Le culot était repris et les cellules comptées et ensemencées a une densité de
2.4x10° cellules/cm” dans une plaque 24 puits précédemment coatée pendant 6 heures avec
une solution de gélatine a 0.5% (Sigma) dans du tampon phosphate salin (PBS) stérile. Apres
24 heures, le milieu était remplacé par un milieu sans sérum (DMEM-F, contenant 1% de
supplément N-2 (Life Technologies, Cergy Pontoise, France)). La moiti¢ du milieu de culture
¢tait changé a J10 et I’expérience débutait le lendemain a J11. Plusieurs dilutions de roténone
dans du milieu de culture ont été réalisées pour obtenir les concentrations suivantes : 0.1, 0.5,
1, 5 et 10 nM. Les cellules étaient incubées 24h et 10 jours. A la fin de I’expérience, 1’analyse

se faisait par immunohistochimie et par Western Blot.
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1.1.2 Immunohistochimie

Apreés fixation dans du PBS contenant 4% (v/v) de paraformaldéhyde pendant 1h a
température ambiante, les cellules étaient lavées par du PBS et ensuite perméabilisées pendant
30 minutes en PBS/NaNj; contenant 0.5% (v/v) de Triton X-100 (Sigma) et 4% (v/v) de sérum
de cheval (Millipore). Les cellules étaient alors incubées avec les anticorps primaires
suivants: anti alpha-synucléine monoclonal de souris (1:1000; BD Biosciences) et anti-PGP
9.5 polyclonal de lapin (1:2000, Ultraclone Limited) dilués dans du PBS/NaN; contenant
0.5% (v/v) de Triton X-100 et 4% (v/v) de sérum de cheval, pendant 1h30 a température
ambiante. Apres incubation avec les anticorps primaires, les cellules étaient lavées avec du
PBS et incubées avec les anticorps secondaires couplés aux fluorophores: anti souris-CY3
(1:500; Jackson Immunoresearch) ; anti lapin-FP488 (1:200, Interchim). Apres incubation
avec les anticorps secondaires, les cellules étaient lavées avec du PBS et conservées en
PBS/NaNj. Les images ¢étaient acquises a 1’aide d’une caméra numérique (DP71, Olympus,
France) couplée a un microscope a fluorescence (Olympus IX 50) piloté avec le logiciel Cell

B (Soft Imaging System, Olympus).

1.1.3 Western blot

Les cultures primaires du SNE étaient lysées a 1’aide d’un tampon NETF (100 mM NaCl, 2
mM EGTA, 50 mM Tris—Cl, pH 7.4 et 50 mM NaF) contenant 1% (v/v) de Nonidet P-40, 2
mM d’orthovanadate de sodium, cocktail d’inhibiteurs de phosphatase II (Roche, Neuilly sur
Seine, France) et cocktail d’inhibiteurs de protéases (Roche). Des quantités équivalentes de
lysats étaient séparées par électrophorese en utilisant des gels Bis Tris (NuPage Novex Bis
Tris MiniGels, Invitrogen) avant d’étre transférées sur membrane a 1’aide du systéme iBlot
Dry Blotting (Invitrogen). Les membranes ¢étaient ensuite bloquées pendant 1 heure a
température ambiante en tampon Tris-buffered-saline (TBS) (100 mM NaCl, 10 mM Tris, pH
7.5) avec 5% (W/v) de lait en poudre écrémé avant d’étre incubées avec les anticorps
primaires a 4°C pendant la nuit. Les anticorps secondaires, anti-lapin couplé a la peroxydase
de Raifort (HRP) ou anti-mouse couplé¢ a 'HRP (1:5000, Amersham, Les Ulis, France),
¢taient mis au contact des membranes pendant 1 heure a température ambiante. L’activité

HRP étaient ensuite visualisée par chemiluminescence (ECL plus, Amersham).
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1.2 Résultats

1.2.1 Effets de la roténone sur I’expression de I’alpha-synucléine dans les

neurones de culture primaire de SNE
Les neurones entériques sont organisés en ganglions connectés par des fibres
interganglionaires mises en évidence par un marquage PGP9.5 (figure 15). Apres 24h de
traitement par la roténone a 0.1 et 0.5 nM, les cellules ne montrent pas de signe de mort
neuronale (figure 15 C, E) par rapport a la condition témoin (figure 15 A). En revanche a la
dose de 10 nM, les ganglions commencent a se rétracter (figure 15 F). Dix jours apres le
début du traitement, le réseau neuronal est dégradé (disparition du marquage PGP9.5)
notamment aux doses les plus élevées de roténone (0,5 et 10 nM) (figure 16 E, F).
L’expression de 1’alpha-synucléine a 24h comme a 10 jours ne semble pas étre
modifiée par le traitement a la roténone méme a des doses trés élevées tant en
immunohistochimie (figures 15 et 16 B, D, G et H) qu’en Western Blot (figures 15 et 16 I).
De plus, la perte du marquage PGP9.5 devient importante apres 10 jours du traitement et rend

I’analyse d’image impossible a effectuer de maniére correcte. Ces conditions ont été évaluées

par Western Blot.
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Figure 15 : culture primaire de SNE 24 heures apreés traitement a la roténone

Immunomarquages d’une culture primaire de SNE de rats traitée avec différentes doses de
roténone : A, B : conditions témoins ; C, D: 0,1 nM; E, G: 0,5 nM et F, H: 10 nM de
roténone. En vert, le marquage PGP9.5 (A, C, E, F) et en rouge le marquage alpha-synucléine
(B, D, G, H). L, analyse en Western Blot effectuée apres 24h de traitement a la roténone. La

révélation se fait en utilisant des anticorps dirigés contre I’alpha-synucléine et la 3-actine.

A - B- E-G-
C -D- F-H-

I
Alpha-synucléine 14 kDa
[-actine ——— — 42 kDa
Ctl 0,1 0,5 10
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Figure 16 : culture primaire de SNE 10 jours aprés traitement avec roténone

Immunomarquages d’une culture primaire de SNE de rats traitée avec différentes doses de
roténone : A, B : conditions témoins ; C, D: 0,1 nM; E, G: 0,5 nM et F, H: 10 nM de
roténone.

En vert, marquage PGP9.5 (A, C, E, F) et en rouge le marquage alpha-synucléine (B, D, G,
H). I, analyse en Western Blot effectuée aprés 10j de traitement a la roténone. La révélation

se fait en utilisant des anticorps dirigés contre 1’alpha-synucléine et la B-actine.

58



2.EFFETS DE LA ROTENONE SUR LE
SNE DANS UN MODELE ANIMAL

Dans cette étude publiée dans la revue « Neurogastroenterology & Motility» en 2013, nous
avons montré que le systeme digestif et le SNE ne sont atteints que de fagon mineure par
rapport au SNC chez des souris intoxiquées par un gavage quotidien de roténone sur une
période de 28 jours.

Si nous avons pu mettre en évidence une perte importante des neurones dopaminergiques de
la SNPc, résultat qui confirme la validité de notre mod¢le par intoxication orale a la roténone,
nous avons relevé en revanche que peu d’effets de la roténone sur les fonctions digestives.
Les seules différences significatives sont la diminution de la production de selles associée a
une diminution de 1’expression de 1’alpha-synucléine dans les neurones du jéjunum chez les
animaux traités.

A T’heure actuelle, notre étude est la plus compléte en terme de caractérisation de 1’atteinte du

SNE ainsi que de la physiologie digestive par une intoxication orale a la roténone.
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Les objectifs de notre étude étaient d’analyser les effets de la roténone sur le SNE et les fonctions
digestives, en utilisant un modele de culture primaire de SNE de rat et un mod¢le d’intoxication
orale chez la souris. Dans cette discussion, nous reviendrons en détail sur les différents points de
I’étude que nous commenterons par rapport aux données existantes de la littérature.

Nous n’avons pas pu montrer de modification notable de I’expression de 1’alpha-
synucléine dans les neurones entériques en culture primaire méme en utilisant de faibles
concentrations de roténone (0.1 a 1 nM pendant 10 jours). Des concentrations plus élevées ont
entrainé une désorganisation du réseau neuronal qui rendait délicate D’interprétation des
immunomarquages alpha-synucléine. Ces résultats contrastent fortement avec ceux qui ont été
obtenus dans des cultures primaires de neurones du SNC et dans des lignées neuronales. Un
traitement chronique par 50 mM de roténone de lignées de neuroblastome SHSY-5Y entraine une
accumulation progressive d’alpha-synucléine sur une période de 3 a 20 jours, avec un aspect tres
évocateur de prolongements de Lewy (219). Un traitement a faible concentration par la roténone
(entre 0,5 et 1 nM) de cultures primaires de SNC de rat augmente 1’expression intracellulaire
d’alpha-synucléine sous forme d’agrégats (220). Une des limitations de nos expériences vient de
I’interprétation des Western Blots qui était rendue difficile par I’importance du bruit de fond et la
difficulté¢ a individualiser I’immunoréactivité alpha-synucléine. Depuis nos expériences, il a été
montré que la détection de ’alpha-synucléine par immunoblot était délicate car la protéine se
fixait peu sur la membrane de nitrocellulose ou de PVDF et qu’il était nécessaire de bloquer la
membrane aprés transfert en présence de paraformaldéhyde ou du cross linker DSP afin
d’augmenter le signal (221,222). 1l serait donc intéressant de réaliser de nouveau nos expériences
en optimisant le transfert et la fixation de D’alpha-synucléine lors de nos expériences
d’immunoblot.

Les résultats relativement décevants obtenus dans le modéle de culture primaire nous ont
incité a nous tourner rapidement vers une approche in vivo en utilisant un modéle animal
d’intoxication orale a la roténone. Nous avons montré qu’un traitement par voie orale a la
roténone pendant 28 jours n’entrainait que peu de modifications des fonctions digestives et du
SNE. Sur I’ensemble des tests effectués au niveau digestif, aucune dysfonction importante n’a été
mise en évidence entre nos groupes d’animaux. La seule anomalie que nous avons pu observer est
une diminution du nombre de selles chez les souris traitées sans changement du pourcentage
d’humidité. Ceci pourrait étre la conséquence des lésions du niveau du SNC et en particulier, a la
perte des neurones dopaminergiques dans la SNpc qui était observée chez nos souris. Des données
récentes obtenues apres injection unilatérale de 6-hydroxydopamine dans le striatum de rat
viennent conforter cette hypothése puisque ces animaux ont une réduction du nombre de selles

d’environ 60% (223). Cet effet sur la motricité digestive s’accompagnait d’une diminution du
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nombre de neurones nitrergiques dans le plexus myentérique de 1’iléon proximal et du colon
distal. Nous n’avons en revanche pas observé de changements du phénotype neuronal chez nos
animaux traités a la roténone. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que les changements
neurochimiques dans le SNE sont trop peu importants ou trop précoces pour €tre détectés ou que
ces changements toucheraient d’autres populations impliquées dans le controle de la motilité,
comme le vasointestinal peptide (VIP) ou la substance P (SP).

A notre connaissance, seulement deux autres études se sont intéressées aux fonctions
digestives apres traitement par la roténone. En 2009, Greene et al. ont étudié le SNE et les
fonctions digestives chez le rat apres 22 a 28 jours d’injection systémique de roténone (175). Ils
ont noté¢ un retard dans la vidange gastrique et une diminution de la quantité des selles, sans qu’il
y ait de perte neuronale digestive ni de modification du phénotype neurochimique (224). Dans une
¢tude du groupe de Greenamyre, des rats ont re¢u une injection intrapéritonéale pendant 6
semaines et la motilité GI a été évaluée de 3 jours a 6 mois de la fin du traitement observant une
légére diminution seulement aprés 6 mois. Ces données et nos résultats montrent que les modeles
d’intoxication a la roténone, qu’ils soient par gavage ou systémique ne reproduisent pas les
troubles digestifs du patient parkinsonien (225)

Un point important dans notre étude, était d’évaluer 1’intégrité de la BEIL. Notre étude est
en effet la premicre qui s’intéresse a la perméabilité intestinale dans un modéle animal de MP.
Ceci nous semble essentiel dans ce contexte puisqu’elle pourrait étre impliquée dans le
développement de la MP. Braak a en effet suggéré que le processus pathologique de la MP
pourrait débuter au niveau digestif. Un pathogene, en créant une bréche dans la BEI déclencherait
le processus pathologique dans les neurones entériques du plexus sous-muqueux, processus qui
gagnerait ensuite le SNC via I’innervation vagale (9). Deux études récentes sont venues renforcer
cette hypothése en montrant que les patients parkinsoniens ont une perméabilité digestive plus
forte que les patients contrdles (204,214).

Nous avons observé une diminution de I’immunoréactivité¢ de I’alpha-synucléine dans le
SNE de nos souris traitées a la roténone. Une telle diminution avait aussi été observée par Drolet
et al. dans I’iléon de leurs souris apres injection de roténone Dans notre étude, nous avons mis en
¢vidence une diminution importante de [’expression de [’alpha-synucléine dans le plexus
myentérique du jéjunum des animaux traités avec le pesticide mais nous n’avons pas observé la
présence de corps de Lewy. On peut émettre ’hypothése que cela soit dii au fait que notre analyse
ait été effectuée des la fin du traitement a la roténone. Actuellement, nous ne pouvons pas exclure
la possibilité qu’une analyse a plus long terme aurait pu montrer la présence d’agrégats d’alpha-

synucléine.
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Dans I’ensemble, nos résultats suggerent que le SNE serait plus résistant a la roténone que
le SNC et que le modele d’intoxication a la roténone par gavage que nous avons mis en place ne
permet pas de reproduire les anomalies digestives rencontrées chez le patient parkinsonien. En
perspective, il nous semblerait intéressant d’utiliser le gavage a la roténone dans un modéle

génétique murin de MP afin d’essayer de modéliser au mieux 1’atteinte digestive de la MP.
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Résumeé

La Maladie de Parkinson (MP) est la deuxieme pathologie en terme de fréquence : sa prévalence en
Europe a été estimée a 1,8% de la population &gée de plus de 65 ans. La MP est une pathologie
neurodégénérative spécifique des neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta
associée a la présence d’inclusions intracellulaires, appelées corps de Lewy, dans les neurones
survivants dont 1’alpha-synucleine était le principal composant. Le deficit en dopamine est a
I’origine des signes moteurs cardinaux de la maladie. Mais les progres réalises en neuropathologie
ont affirmés la présence d’une atteinte extra-nigrale dans la MP. Le systeme nerveux entérique
(SNE) a recu une attention toute particuliere et ce pour plusieurs raisons : (i) il a une organisation
anatomique et fonctionnelle qui est proche du SNC (ii) il peut étre une des premieres structures
atteinte par le processus pathologique (iii) enfin, son atteinte serait responsable des troubles
digestifs. 11 est proposé que la MP résulterait d’une conjonction de facteurs génétiques et
environnementaux. Parmi ces toxiques environnementaux, la roténone a fait 1’objet d’une attention
toute particuliere : si ce pesticide largement utilisé est impliqué dans le développement de la MP, il
I’est trés probablement par inhalation et ou ingestion. Au cours de ce travail de thése, je me suis
donc intéressée aux effets de la roténone sur le SNE, a la fois in vitro, en utilisant un modele de
culture primaire de rat mis en place dans notre laboratoire et in vivo en utilisant un modéle animal
d’intoxication orale a la roténone.

Mots clés : Maladie de Parkinson, Systéme nerveux entérique, Modéles animaux,
Systeme digestif, Gavage oral, Roténone

Parkinson’s disease (PD) is the second disease in term of frequency: its prevalence is estimated to
be 1,8% of the population aged over 65. PD is a specific neurodegenerative pathology targeting the
dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta and associated with the presence of
intracellular proteins aggregates, termed Lewy bodies in the remaining surviving neurons.
Remarquably alpha-synuclein, a protein involved in familial forms of PD, has been described to be
the main component of Lewy bodies. The lack of dopamine is mainly responsible of the motors
symptoms, nonetheless recent studies showed the possibility of an extra-nigral injury. Recently the
enteric nervous system (ENS) has received a particular interest for different reasons: (i) it has a
functional and anatomical organisation similar to the CNS, (ii) it is involved in the pathological
process before the CNS, (iii) it is responsible of digestive disorders. It has been proposed that PD
results from a combination of genetic and environmental factors. Among those environmental
toxins, rotenone has been proposed to play a central role in the pathophysiological process. It may
be able to penetrate the organism either by respiratory and digestive tract. During my thesis my
work has been focused the effects of rotenone on the ENS both in vitro using a rat primary culture
and in vivo using an oral intoxication animal model.

Key words : Parkinson’s disease, Enteric nervous system, Animal models, Digestive
system, Oral gavage, Rotenone





