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Résumé

Introduction
Le nerf vague est un nerf mixte composé de 20%lxulesf efférentes et 80%
de fibres afférentes. La stimulation électrique merf vague (VNS) est
actuellement employée comme thérapie de certagreset d’'épilepsies et de
dépressions chez 'Homme. Le nerf vague a égalemerdouble rdle anti-
inflammatoire : i) d’une part via la voie classigiaésant intervenir les fibres
vagales afférentes centripétes qui peuvent adtawez corticotrope, ii) d’autre
part via la voie cholinergique anti-inflammatoinglus récemment décrite.
L'effet anti-inflammatoire est dans ce cas lié activation des efférences
vagales centrifuges. En effet, les terminaisonscds fibres libérent, en
périphérie, de l'acétylcholine qui, en se liant @cepteura7-nicotinique
exprimé en particulier par les macrophages, inkabgsécrétion de cytokines
pro-inflammatoires (TN& notamment). Bien que les maladies inflammatoires
chroniques de lintestin (MICI) aient une incidenea augmentation, leur
origine exacte reste méconnue et semble liée aodebmeux facteurs. Les
patients atteints de MICI présentent des troublesigeau de 'activation du
systeme immunitaire qui vont engendrer I'apparitib® |€ésions au niveau
intestinal. Les traitements des MICI disponiblesuallement ne permettent
pas une guérison totale, mais ont uniguement @nst@pensif.

But
Les travaux réalisés ont eu pour objectif d’'utilig® VNS afin de diminuer
l'inflammation dans un modéle de colite expériméntdez le rat. Des études
complémentaires ont été réalisées pour étudiem@sanismes de cet effet
anti-inflammatoire ainsi que les effets centraugigestifs moteurs de la VNS.

Matériels et Méthodes
La colite a été induite par linstillation intralue d’acide trinitrobenzene
sulfonique (TNBS). La VNS a été realisée grace a @lectrode bipolaire
implantée de maniére chronique au niveau du neyfizaauche (parametres
de stimulation : 1mA, 5Hz, 500us, 10s ON, 90s OHnimal a été stimulé
pendant 3 heures le jour de [Iinjection du TNBSpenhdant les 4 jours
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suivants. Les parametres physiologiques de températorporelle et
d’activité locomotrice ont été suivis en continu pélémétrie pendant cette
période. L'animal a été sacrifié 5 jours apréssdliltation, le célon a été
prélevé et deux zones tissulaires ont été disteguéa partie Iésée et la partie
adjacente. Ces prélevements ont ensuite été atilmgur une analyse
histologique, une gquantification de la myéloperasa et une quantification
des ARNmM des cytokines par la technique de RT-PCRflammation
globale induite par la colite a été étudieée pantdimédiaire d’'un index
multiparamétrique global comprenant des paraméthgsiologiques intégrés
(température corporelle, activité locomotrice)stigires (surface des Iésions)
et moléculaires (ARNm des marqueurs d’inflammatidrgpprofondissement
des connaissances mécanistiques de l'effet atdinnmhatoire obtenu a été
réalisé par une étude par western blot et immutadhignie de I'expression
des protéines impliquées dans les voies intrac@lad d’activation des
cellules immunitaires (protéines STAT). Enfin ldfets latéraux de la VNS
ont été étudiés au niveau central par la technitjuemunohistochimie dic-
fos et par lanalyse des électromyogrammes du jéjunam niveau
périphérique.
Les résultats mettent en évidence chez les anisiuylés : une amélioration
clinique significative avec une perte pondéraleuit&] une tendance a la
réduction des Iésions intestinales, de I'expresdimita myeéloperoxidase et du
taux d’ARNmM de cytokines dans le tissu colique,saigu’'une diminution
significative de l'index global d’inflammation. Aniveau mécanistique, la
VNS induit des changements dans la signalisatitadgellulaire, au niveau de
la Iésion et juste au-dessus de celle-ci. EnfiiNEs semble induire aussi des
changements modérés au niveau de l'activation naleocentrale et de la
motricité digestive.

Conclusion
Ces données expérimentales montrent I'intérét Warcta voie cholinergique
par la VNS pour obtenir un effet anti-inflammatoaiblé au niveau du tube
digestif. La VNS pourrait étre envisagée dansdégment des poussées ou le

maintien en phase de rémission des patients atigeniICI.
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Abstract

Background
The vagus nerve is composed of 20% of efferents&¥d of afferents.
Nowadays, vagus nerve stimulation (VNS) is usedhae treatment of
refractory epilepsy and depression in Human. Moeepthe vagus nerve
has anti-inflammatory properties through its i)emffints by activating the
hypothalamic pituitary adrenal axis, ii) its effate by the cholinergic
anti-inflammatory pathway has also been reportedemecently. In fact,
acetylcholine can bindst7 nicotinic receptor of immune cells (like
macrophages) to inhibit pro-inflammatory cytokinsgcretions (like
TNFa). Inflammatory bowel diseases (IBD) are multifacab
pathologies that produce hyper-activations of themune system and
hence to intestinal lesion. Nowadays, IBD treatreemdt induce a total
remission but have only suspensive effects.

Aim
The aim of this study was to evaluate the effectlofonic VNS on an
experimental colitis in rats and characterize itsti-enflammatory
mechanisms and its lateral effects on brain anthtastinal motility.

Methods
Colitis was induced in rats by intracolonic ingtilbbn of trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS). VNS was performed for 3 houalsring five days
in freely moving rats chronically implanted with ahectrode on the left
cervical vagus nerve with stimulation parametersvkn to activate vagal
efferents (ImA, 5Hz, 500us, 10s ON, 90s OFF). Bteipperature and
locomotor activity were recorded. At the end ohsilation, evaluation of
colitis was assessed by physiological and locabhpaters both at the
level of the damaged colon and immediately above. ghobal
multiparametric index of colitis was generated. ¥ées blot analysis and
immunohistochemistry of STAT proteins were perfodnéo best

characterized mechanisms of action of VNS. A stofithe lateral effects
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of VNS was performed bg-fosimmunohistochemestry in the brain and
by the recording of migrant motor complex at theipieeral level.

Results
VNS induced a significant improvement of physioloajiparameters such
as body weight loss and a reduction of inflammatmarkers notably in
mild damaged tissues. This effect was associateld aireduction of the
multivariate index of colitis. TNBS colitis inducesdgnificant increase of
STAT levels in the lesion and above, these chavge® improved by
VNS. In addition, VNS induced slight effects on tah neuronal
activation, and on intestinal motility.

Conclusion
All together, these data argue for a therapeutfectfof VNS on this
model of colitis. This study opens a potential #putic avenue for the
use of VNS in patients with IBD.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 10



Ce travalil a fait I'objet des communications suitesm:

Publications

J. Meregnani D. Clarencon, M. Vivier, A. Peinnequin, C. Mourat.
Sinniger, C. Picq, A. Job, F. Canini, M. Jacquiar, B. Bonaz.
Vagus nerve stimulation improves TNBS-induced isdlitrat.

Gut, soumis, en attente de révision.

Communications orales

J. MeregnaniD. Clarengon, M. Vivier, C. Picq, S. Pellissi®t, Sinniger,
B. Bonaz.

Effet anti-inflammatoire de [I'électrostimulation gale appligué a un
modele de colite expérimentale

22°™® Réunion du Club Francais de Motricité Digestive FID),

Marseille, le 12 juin 2008.

D. Clarencon, J. Meregnamil. Vivier, C. Picq, S. Pellissier, V. Sinniger,
B. Bonaz.

Neurostimulation vagale : une nouvelle approcherdpéutique de la

colite expérimentale chez le rat

5°M® Colloque du groupe francophone de réflexion sugélémétrie, Paris

le 25 janvier 2008.

Communications affichées

J. Meregnani D. Clarengon, A. Peinnequin, C. Picq, V. Sinnijght.
Vivier, C. Mouret, B. Bonaz.

Anti-inflammatory effect of vagus nerve stimulatiapplied to a rat
model of experimental colitis

9°™® Colloque de la Société des Neurosciences, Bordemu®8 mai
2009.

D. Clarencon,_J. MeregnanM. Vivier, A. Peinnequin, C. Picq, V.
Sinniger, B. Bonaz.

Effet anti-inflammatoire de ['électrostimulation gale chez le rat
appliqué a un modele de colite expérimentale

Journées Francophones d’Hépato-gastroentérologie d'€@ncologie
Digestive 2009, Paris, le 12 mars 2009.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 11



J. MeregnaniD. Clarencon, S. Pellissier, V. Sinniger, C. Ribg Vivier,
B. Bonaz.

Anti-inflammatory effect of vagus nerve stimulatepplied to model of
experimental colitis

16™ European Gastroenterology Week, Vienne, le 21hyet@008.

J. Meregnani D. Clarengon, M. Vivier, C. Picq, A. Peinnequig,
Mouret, S. Pellissier, V. Sinniger, B. Bonaz.

The cholinergic anti-inflammatory pathway as a theeutic target.
Interest of VNS in the treatment of experimentéitiso

6" Forum of European Neuroscience, Genéve le 13ej@008.

J. MeregnaniD. Clarencon, M. Vivier, C. Picq, S. Pellissi8, Bonaz.
Effet anti-inflammatoire de I'électrostimulation gale appligué a un
modele de colite expérimentale

Journée de la Recherche Médicale, Grenoble, lerift 2008.

J. MeregnaniD. Clarengon, M. Vivier, B. Bonaz.

Anti-inflammatory effect of vagus nerve stimulatiapplication to a rat
model of colitis

8°™¢ Colloque de la Société des Neurosciences, Mongoelle 23 mai
2007.

J. MeregnaniD. Clarencon, M. Vivier, B. Bonaz.
Vagus Nerve Stimulation: The Cholinergic Anti-Imflanatory Pathway
European Biolapine Convention, Grenoble, le 6 odt006.

J. MeregnaniD. Clarencon, M. Vivier, B. Bonaz.
Electrostimulation vagale : la voie cholinergiquatainflammatoire
Journée de la Recherche Médicale, Grenoble, laiV 2006.

Bourse, récompense et soutien :

Ce travail n'aurait pu étre possible sans les latmresUCB Pharma
qui ont su décerner loriginalité et les potentsll retombées
thérapeutiques de ce projet et qui m'ont octroy®darrse UCB MICI
2005 Un grand merci a eux.

Merci aussi au Pdéle des technologies médicales alet &tienne qui a
décerné a ce projet le deuxiéme prix du Coup de®du Pdle 2005.

Enfin I'ensemble des études effectuées a été fimgmar I'université
Joseph Fourier, 'INSERM et la direction générateldrmement (DGA,
contrat 07co701)

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 12



Table des matieres

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 13



Abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux

I. Introduction

Table des matieres

I1. Syntheése bibliographique

1 La communication entre le systeme nerveux central

et le tube digestif

1.1 La communication humorale

1.2 La communication nerveuse
1.2.1 Le systéme nerveux intrinséque
1.2.2 Le systéme nerveux autonome

2 Le nerf vague

2.1 Anatomie et innervation

2.2 Les roles du nerf vague

2.3 Les roles du nerf vague dans l'inflammation
2.3.1 Roles anti-inflammatoires des afférences vagales
2.3.2 Les efférences vagales / la voie cholinergique

anti-inflammatoire
2.3.4 Pathologies et modéles expérimentaux
d’'inflammation traités par la VNS

2.4 L'électrostimulation vagale
2.4.1 Historique de |'électrostimulation vagale
2.4.2 L’électrostimulation vagale aujourd’hui

3 Les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

3.1 Généralités sur I'inflammation
3.1.1 Les lymphocytes
3.1.2 Les cellules phagocytaires
3.2.3 les médiateurs chimiques

3.2 Généralités sur les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin

3.3 Prévalence

3.4 Atteintes anatomiques

3.5 Les traitements
3.5.1 Traitements pharmacologiques
3.5.2 Traitements chirurgicaux

3.6 Modéles expérimentaux de colites

III. Objectif de I'étude

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 14

17
19
20

21

24

25
25
27
27
28

31
31
36
37
37

38

44
47
47
49

51
51
51
52
53

54
55
56
56
56
58
58

60



IV. 1% partie :

Application de lI'effet anti-inflammatoire de I'électrostimulation
vagale a un modeéle de colite

1 Matériels et méthodes

1
1
1
1
1
1.
1

1
2
3
4
5
6
7

(T
O

1.10

2 Résultats
2.1

NNNNNNMN
ONOUAWN

3 Discussion

Animaux

Chirurgie

Groupes d’animaux

Stimulation vagale

Colite au TNBS

Euthanasie et prélevements

Marqueurs étudiés

1.7.1 Par télémétrie : température corporelle
et activité locomotrice

Télémeétrie : température corporelle et
activité locomotrice

Evolution du poids

Surface des lésions

Analyse histologique

Quantification de I'’expression de la myéloperoxidase
Dosage des ARNm

Index global d’'inflammation

Les voies de signalisation intracellulaires
mises en jeu

2.8.1 Western blot

2.8.2 Immunohistochimie

IV. 2°™¢ partie : Effets latéraux de I’électrostimulation vagale

1 But de I'étude
2 Effet de I'électrostimulation vagale sur le systeme nerveux central
2.1 Matériel et méthode

2.1.1 Animaux

Chirurgie

Stimulation vagale
Euthanasie et préléevements
Immunohistochimie
Examen des lames

NNNNN
el
aunnphwWN

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 15

1.7.2 Poids des animaux

1.7.3 Surface des lésions

1.7.4 Analyse histologique du cdlon
1.7.5 Quantification de I'expression de la myéloperoxidase
1.7.6 Dosage des ARNm par RT-PCR
Analyse discriminante

Les voies intracellulaires mises en jeu
1.9.1 Anticorps

1.9.2 Western blot

1.9.3 Immunohistochimie

Analyses statistiques

63

64
64
65
69
69
70
72
72

72
73
73
73
74
74
76
77
78
78
79
80

81

81
85
86
87
89
90
93

95
95
97

99

108
109

109
110
110
111
111
111
112
112



2.2 Résultats
2.3 Discussion
3 Effet de I'électrostimulation vagale sur la motricité digestive

3.1 Matériel et méthode
3.1.1 Animaux
3.1.2 Chirurgie et préparation des animaux

3.1.3 Stimulation, enregistrement et traitement des CMM

Résultats
Discussion

ww
wN

V. Conclusion et perspectives

VI. Ahnhexe

VII. Bibliographie

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

16

112
114

116
116
116
117
117
118
121

122

127

149



Abréviations

ACh Acétylcholine

AChE Acétylcholinestérase

ACTH Hormone adrenocorticotrophique

ADN Acide désoxyribonucléique

ADP Adénosine di-phosphate

ANOVA Analyse de variance

AP Area postrema

ARBP Acidic ribosomal phosphoprotein

ARNmM Acide ribonucléique messager

ATP Adénosine tri-phosphate

CCR Cancer colorectal

ChAT Choline acétyltransférase

ChE Cholinestérase

CMM Complexe moteur migrant

Cp Crossing point

CRF Corticotropin-releasing factor

CvD Complexe vagal dorsal

CyCA Cyclophyline A

DSS Dextran sulfate sodium

EEG Electroencéphalogramme

H&E Hématoxyline éosine

HPRT Hypoxantine guanine phosphotransferase
ICAM Intracellular adhesion molecule

IHC Immunohistochimie

IL Interleukine

IM Intramusculaire

IP Intrapéritonéale

IR Immunoréactif(ve)

IRMf Imagerie par résonance magnétique fonctiokenel
LC Locus ceceruleus

Jak 2 Janus kinase 2

MAChR Muscarinic acetylcholine receptor

MAP Mitogen-activated protein

MC Maladie de Crohn

MICI Maladies inflammatoires chroniques de l'inties
nAChR Nicotinic acetylcholine receptor

NFkB Nuclear factok B

NFkBIA Nuclear factor ofk-light chain gene enhancer in B-cells inhibitor
NMDV Noyau moteur dorsal du nerf vague

NPB Noyau parabrachial

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 17



NPV
NTS
PBS
RCH
RT-PCR
SNA
SNC
SNI
SOCS
STAT
TGF
Th

™
TNBS
TNF
UR
VGX
VNS

Noyau paraventriculaire de I'lhypothalamus
Noyau du tractus solitaire

Tampon phosphate salin

Rectocolite hémorragique

Real time polymérase chain reaction
Systéme nerveux autonome

Systeme nerveux central

Systéme nerveux intrinséque

Suppressor of Cytokine Signalling

Signal transducer and activator of transcooipt
Transforming growth factor

Lymphocyte T helper

Domaine transmembranaire

Acide trinitro benzéne sulfonique

Tumor necrosis factor

Unité relative

Vagotomie

Electrostimulation vagale (Vagus nerve stintigla)

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

18



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :
Figure
Figure
vague.
Figure 12
Figure
Figure 14
Figure
Figure
Figure 17
Figure
Figure

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

10 :
11 :

13:

15
16 :

18 :
19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :
Figure 28 :
Figure 29 :
Figure 30 :
Figure 31 :
Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35 :
Figure 36 :
Figure 37 :

Liste des figures

relations neuro-immunitaires et axe corticotrope.

organisation des différentes couches de l'intestin.

organisation des systeémes nerveux sympathique et parasympathique.
vue postérieure des noyaux des nerf craniens dans le tronc cérébral.
schéma anatomique de l'innervation vagale.

anatomie de l'innervation vagale chez le rat.

role du nerf vague dans l'inflammation.

gene et structure du récepteur nAChR.

la voie cholinergique anti-inflammatoire.

signalisation intracellulaire mise en jeu par I’ACh dans le macrophage.
structure chimique de quelques agonistes cholinergiques et activateurs du nerf

: le Dr James Leonard Corning (1855-1923).

dispositifs de compression des carotides du Dr Corning.
: dispositif de stimulation électrique transcutanée du nerf vague du Dr Corning.
chronogramme de I'expérimentation animale.

électrode animale de stimulation.

: implantation chirurgicale de I’électrode de stimulation.
schéma de I'implantation de I"électrode de stimulation.
schéma de la chaine de stimulation.

rat vigile relié au dispositif de stimulation.

schéma de la stimulation électrique.

étude radiographique du volume d’injection intracolique.
rythmes circadiens de température corporelle.

rythmes circadiens d’activité locomotrice spontanée.
évolution du poids des animaux.

analyse macroscopique des lésions.

surface moyenne des lésions au niveau du célon distal.
photographies des tissus coliques.

expression de la MPO au niveau du célon distal.

dosage des ARNm dans le célon distal.

index global d’inflammation.

analyse par la méthode de western blot.

analyse par I'IHC de STAT4-P.

mécanismes d’action possibles de la VNS dans le cas de l'inflammation colique.
photographies de I'IHC du c-fos.

CMM chez un rat non-stimulé.

effet de la VNS sur I’électromyogramme des CMM.

19



Liste des Tableaux

Tableau 1 : modéles inflammatoires expérimentaux améliorés par la modulation de la voie
cholinergique anti-inflammatoire.

Tableau 2 : génes étudiés et condition de la RT-PCR.

Tableau 3: analyse anatomopathologique des tissus coliques.

Tableau 4 : classement des parametres utilisés pour |’'analyse discriminante selon leur
importance relative dans la colite au TNBS

Tableau 5 : activation neuronale au niveau du NTS.

Tableau 6 : effet de la VNS sur la durée des CMM et de leurs différentes phases selon la
durée de stimulation.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 20



Introduction

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 21



Introduction

Le tractus digestif a pour fonction de transpogedégrader les aliments ainsi que
d’absorber les nutriments résultant de cette digestl constitue donc la voie d’entrée des
éléments utiles au métabolisme de l'organisme ¢tdesc l'interface entre le milieu
extérieur et le milieu intérieur de I'organisme.

Tout au long du tractus digestif, différents actewont permettre, par leurs
interactions, le fonctionnement et le maintien hi@ostasie :

- la flore intestinale : elle comporte plusieurs meils d’espéces de micro-
organismes (bactéries essentiellement), et permdggradation de différents
composes (cartilages et celluloses). Elle est audsirigine de la synthese de
certaines substances notamment des vitamines.

- I'épithélium : il est composé de plusieurs coucleefulaires, et constitue la
frontiere entre la lumiére intestinale et l'intarfede I'organisme. Il a pour
fonction la sécrétion des différents enzymes, naaissi la motricité digestive
nécessaire au transport des aliments.

- le systeme immunitaire : il est constitué de norakrgypes cellulaires et son
role est de réagir a toute intrusion étrangere a§gE, bactérie, virus...) au
sein de I'organisme. Il est tres présent au nivéauractus digestif du fait de
la proximité du milieu extérieur (lumiéere et flomtestinales) et les nombreux
échanges avec celle-ci.

- le systeme nerveux : il comporte plusieurs résaaterconnectés, et permet le
fonctionnement synchrone des différents organesedity (motricité,
sécrétions).

Toute anomalie de fonctionnement au niveau de tlarces trois systemes peut engendrer
un déséquilibre qui peut induire secondairementinflammation.

Dans le domaine de la pathologie, les maladiesamifhatoires chroniques de
I'intestin (MICI) regroupent la recto-colite hémagique (RCH) et la maladie de Crohn
(MC). En dépit d’'une incidence en augmentationtid)@athogénie de ces maladies restent
mal connue et multifactorielle, provoquant une diation de la tolérance immunitaire face
a la flore intestinale en raison d'une hyper-adima du systéme immunitaire. Ces

maladies évoluent par poussées entrecoupées dedpsride rémission et peuvent se
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déclencher a tout age, y compris chez I'enfantirgErdfes maladies constituent des facteurs
a risques pour le développement de cancers.

L’objectif de ce travail a consisté a recherchee mouvelle voie thérapeutique en
étudiant les effets de l'activation de la voie dhetgique anti-inflammatoire par
stimulation électrique du nerf vague dans un modkdecolite expérimentale chez le rat.
Nous nous sommes appliqgués a évaluer les bénded'effet anti-inflammatoire de cette
stimulation et a étudier ses mécanismes d’'actiamsi aque les effets latéraux associés,

centraux et périphériques.
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Syntheése bibliographique

1 La communication entre le systeme nerveux
central et le tube digestif

Il existe des échanges permanents d’informatiorteedr systéme nerveux central

(SNC) et le systéme digestif. Cette communicatiagse par deux voies.

1.1 La communication humorale

Les cytokines circulantes (TN IL-1(3, IL-6) sont capables d’interagir avec le
SNC (Dantzeret al, 2000; Rivestet al, 2000; Dantzer, 2001; Dantzer & Wollman, 2003;
Dantzer, 2004). En effet, les organes circumveataices, situés en dehors de la barriére
hémato-encéphalique sont accessibles aux cytokiBaler, 2001). Celles-ci sont donc
capables de se lier a des récepteurs de I'endathéliasculaire de ces organes. Cette
interaction aboutit a la libération de prostaglaredi et de monoxyde d’azote, qui vont
diffuser dans le parenchyme cérébral et modulectiVié de groupes spécifiques de
neurones qui envoient des projections notamment kwpothalamus. Le noyau
paraventriculaire de I’hypothalamus (NPV) sécrél@sale corticotropin-releasing factor
(CRF) qui va agir sur I'hypophyse et provoquer I&étation de I’hormone
adrenocorticotrophique (ACTH). Cette hormone, lé®rdans le sang va stimuler les
glandes corticosurrénales qui vont alors secrésrcbrticoides. Ceux-ci, notamment par
une action sur l'inhibition de la phospholipase A&nt permettre une réduction des
mécanismes  pro-inflammatoires : vasodilatation, ratign des polynucléaires,
phagocytose, activité fibroblastique. 1l en résule final une diminution de
I'inflammation. L'ensemble de cet axe anti-inflamioiae, partant du NPV est l'axe
corticotrope (figure 1). Les cytokines peuvent awggr directement sur les afférences du
nerf vague ce qui va aussi induire une activatien’dxe corticotrope (Dantzer & Kelley,
2007).

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 25



Cytokines centrales

Stiess

Hypothalamus

CRF

Glande pituitaire

vague

Cytokines

G.DG 8 a SHS

@ J Cellules T
iy immunitaires

Noeud
lymphatiqu

Figure 1 : relations neuro-immunitaires et axe corticotrope (d’aprés Sternberg, 2006).
ACTH : hormone adrenocorticotrophique ; CRF : corticotropin-releasing factor ; SNP : systéme nerveux

parasympathique ; SNS : systéme nerveux sympathique.
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1.2 La communication nerveuse

Le systeme digestif est un organe d’échange estmailieu intérieur et le milieu
extérieur. Chez I'Homme, il représente une surfd@nviron 400m2 de contact avec la
lumiere digestive qui contient en permanence ddsg@ames alimentaires ainsi que des
micro-organismes. Il est de ce fait important qas informations relatives a I'état de la
muqueuse et du contenu luminal parviennent rapigdrag niveau du SNC. Pour cela, la
communication humorale, relativement lente, est mi@tdée par une communication
nerveuse plus rapide. La communication entre leetdigestif et le SNC met en jeu

plusieurs réseaux neuronaux.

1.2.1 Le systeme nerveux intrinséque

Le systeme nerveux intrinseque (SNI), appelé aggsieme nerveux entérique,
représente un trés vaste réseau nerveux puisqeéié a&tabli que le SNI possédait plus de
neurones que la moelle épiniére elle-méme (Your@f)52 Il permet a I'ensemble du
systeme digestif de fonctionner de maniere coordenet indépendante (Langley, 1921).
En effet, tout comme le coeur possede une autonfonaionnelle grace au tissu nodal, le
tractus digestif est capable de fonctionner endéalze de toute innervation extrinséque
issue du SNC gréace au SNI.

Deux plexus nerveux répartis tout au long du tulbgestif constituent le SNI
(figure 2) :

- le plexus sous-muqueux de Meissner, situé au nideala sous-muqueuse, il

réalise I'innervation de la muqueuse et des glamsdesetrices,

- le plexus myentérique d’Auerbach, situé entre lesxdcouches de muscles
lisses circulaires dont il réalise l'innervation ysocontréler la motricité
intestinale.

Ces deux plexus forment un réseau complexe de sfibtea médiation des
informations nerveuses au sein du SNI est réaliséain grand nombre de récepteurs et de
neuromédiateurs différents. Les neuromédiateurs t solotamment les amines
(acétylcholine, noradrénaline, sérotonine...), lesmms (adénosine, ATP, ADP) ainsi que
des neuropeptides (substance P, vasoactive ind¢gt@ptide,...) (Schultzberegt al, 1980).

En ce qui concerne les récepteurs exprimés da®Nle il y a ceux correspondant a ces
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neuromédiateurs, mais aussi beaucoup de récepaenrsensibilités multiples (chimique,
mécanique, thermique). Ces différents protagonispesmettent ['établissement des
informations sensitives qui renseignent en permaade systéme nerveux sur |'état du
systeme digestif et sur le contenu luminal. En gluse fonction sensitive, le SNI possede
aussi une fonction motrice. Les motoneurones du 8it réguler non seulement les
fonctions motrices des muscles lisses (notammepétestaltisme) mais aussi les fonctions

sécrétrices des différentes glandes.

Meésentére (couche péritonéale)

Plexus sous-séreux

Plexus intra-musculaire longitidinal
Vaisseaux sanguins et nerfs

Plexus d'Auerbach (myentérique)

Plexus intramusculaire circulaire

Péritoine viscéral (séreuse)
Plexus de Meissner (sous-mugueux)

Tissus conjonctif sous-séreux

Muscle longitudinal

Plexus periglandulaire 2 .
perig Stroma intermusculaire

Couche musculaire circulaire
Sous-muqueuse

Glandes intestinales

Muscularis mucosae " "ﬁ}-
Lumen - tJ

Muqueuse et glandes mucosales = ©Hertis

Figure 2 : organisation des différentes couches de l'intestin (d’aprés Farr, 2002).

1.2.2 Le systéeme nerveux autonome

Bien que le SNI ait la capacité de fonctionner denrare autonome, celui-ci est
connecté au SNC. C’est le systéme nerveux autor(&N@) qui effectue le lien entre ces
deux systemes par I'intermédiaire de fibres symipgais et de fibres parasympathiques en
provenance du SNC (figure 3) (Lareal, 2009).
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Figure 3 : organisation des systemes nerveux sympathiquerasyapathique (d’aprés Lar al,
2009).NTS : noyau du tractus solitaireALS : systéme antérolatéral.

1.2.2.1 Le réseau sympathique

Les fibres sympathiques innervant le SNI sont ppalement issues des nerfs
splanchniques et des nerfs hypogastriques. Cessfiré-ganglionnaires naissent au niveau
spinal thoraco-lombaire (de T5 a L2) et forment dggapses cholinergiques nicotiniques
avec les neurones post-ganglionnaires au niveau @kesglions meésentériques et
hypogastrique c'est-a-dire a distance de la pagadiive (Laneet al, 2009). Les neurones
post-ganglionnaires noradrénergiques se distribaestiite jusqu’au colon transverse en ce
gui concerne les fibres mésentériques, et jusgeXéreémité distale du tube digestif en ce
gui concerne les fibres hypogastriques. L’actionsygteme nerveux sympathique sur le
tube digestif va principalement étre inhibitricer ection directe sur le muscle lisse mais
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surtout par inhibition de la transmission entre heurones pré-ganglionnaires et post-
ganglionnaires de la voie parasympathique excdatril est intéressant de remarquer que
les effets du systéme sympathique sont au contraxatateurs au niveau cardiovasculaire,
ou ils vont étre a l'origine d’'une augmentation ltectivité cardiaque et de la pression
sanguine.

Les principaux neuromédiateurs du systeme sympa¢hspnt des catécholamines
comme I'épinéphrine et la noradrénaline. Ces neédiateurs agissent sur les récepteurs

adrénergiques (ou adrénorécepteurs) dont il existg types différentso(1-2, f1-3).

1.2.2.2 Le réseau parasympathique

Les fibres parasympathiques sont issues de deutng@mts. Le contingent spinal
provenant de la moelle sacrée constitue les nedb/igns. Il innerve une partie
relativement faible du tube digestif c'est-a-dite ablon gauche au rectum. Le contingent
parasympathique effectuant la majorité de l'innéiofa digestive est originaire du nerf
vague.

Le systeme parasympathique va exercer un rOle it@j@ment moteur et
excitateur, opposé au systeme sympathique et uret efhhibiteur au niveau
cardiovasculaire. Le neuromédiateur principal &stdtylcholine (ACh), qui va agir sur des

récepteurs nicotiniques et muscariniques.

Il est intéressant de souligner que dans le cadvi€$, des déséquilibres entre le
systéme nerveux sympathique et le systeme nervataspmpathique ont été décrits. Des
diminutions d’activités du systeme parasympathiqgue en effet été mises en évidence
(Sharmaet al, 2009).
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2 Le nerf vague

2.1 Anatomie et innervation
Le nerf vague est un nerf mixte composé d’envir@®o2de fibres efférentes et

80% de fibres afférentes (Lare al, 2009; Van Der Zandeant al, 2009a). Il est appelé
aussi nerf pneumogastrique, nerf cardio-pneumorienté, nerf parasympathique ou
encore nerf X puisqu'’il constitue la 4% paire des nerfs craniens. C’est aussi le plus long
des nerfs craniens. Le principal neuromédiateucelenerf est 'ACh. Le nerf vague est
directement relié a plusieurs noyaux centraux sia@ns le tronc cérébral (figure 4) :

- le noyau ambigu, noyau somato-moteur, partagé sveerf glossopharyngien

(1X), centre moteur du nerf vague contenant lesanydes fibres broncho-
motrices viscérales,

- le complexe vagal dorsal (CVD), composé du nogeateur dorsal du vague

(NMDV), du noyau du tractus solitaire (NTS) et deréa postrema (AP).

Le NMDV est la principale source de fibres parasgthpgues du tronc cérébral.
Les fibres efférentes partant du NMDV sont viscéotmees. Elles innervent les neurones
post-ganglionnaires du pharynx, du larynx et lesohes lisses des visceres thoraciques et
abdominaux. Le NMDV recoit des influx nerveux enoypenance de plusieurs régions
cérébrales éloignées, notamment I'hypothalamus (NfA%is aussi trés proches comme le
NTS.

Le NTS est le centre de convergence des afféeremagales qui amenent les
informations d’origine périphérique, il est dondrmipalement sensitif. A partir du NTS
des projections secondaires sont réalisées versiIM®V, mais aussi sur le noyau
parabrachial (NPB) et le NPV. Au niveau du NPV, fdges provenant du NTS arrivent
plus précisément dans la zone responsable de kration du CRF (Sawchenko &
Swanson, 1982).

Chez I'Homme, l'origine apparente du nerf vaguessttte au niveau du sillon
collatéral postérieur du bulbe, entre le nerf gbgdgaryngien (IX) et le nerf spinal (Xl ou
encore nerf accessoire) (figures 4 et 5) (Nettéf73. Le nerf vague quitte ensuite le crane
via le foramen jugulaire (ou trou déchiré postérjgdnut comme les nerfs craniens IX et Xl

ainsi que la veine jugulaire interne et I'arterermméée postérieure.
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Le nerf vague entre dans la région rétro-stylieehdatéro-pharyngée ou il va
former deux ganglions (figure 5) :

- le ganglion supérieur ou ganglion jugulaire, comai@nles corps cellulaires de

la sensibilité générale des rameaux méningés atdaires,

- le ganglion inférieur ou ganglion plexiforme, pluslumineux, contenant les
corps cellulaires des fibres sensitives viscérategustatives (NguyenHuet
al., 1999).

Le nerf vague se poursuit au niveau cervical danggion carotidienne aux abords

des gros vaisseaux.

Au niveau thoracique, les nerfs vagues gauche @t dont tout deux donner des
ramifications a destination des :

- plexus cardiaque : il faut toutefois souligner goe&me si le cceur recoit des
fibres des nerfs vagues gauche et droit, c'estcgralement les fibres vagales
droites qui vont innerver le nceud sino-atrial. Lexfnvague gauche pour sa
part va préférentiellement innerver le nceud ateotviculaire. L’activité
cardiaque est donc principalement modulée par tévegue droit (Randall &
Ardell, 1985).

- plexus pulmonaire desservant le poumon mais aasdionches,

- plexus cesophagien innervant I'cesophage.

Ensuite, les deux troncs principaux des nerfs vaggauche et droit vont
s’entreméler et ainsi former les troncs vagaux aeué et postérieur. Ceux-ci contiennent
donc des fibres en provenance des nerfs vagueshgaiadroit (Marieb, 2005). Ces troncs
descendent ensuite le long de I'eesophage pourndteila cavité abdominale et vont
émettre plusieurs plexus a destination des viscabdeminaux (figure 5) :

- le plexus cceliaque ou plexus solaire d’ou partees dibres nerveuses a

destination de I'estomac, du foie et de la rate gk&o& Dalley, 2001).

- le plexus mésentérique supérieur d’ou va étre Issoervation de l'intestin
gréle, du cblon, du caecum et du pancréas.

- le plexus hypogastrique donnant des fibres nerneuwkmant au cblon, a la
vessie, aux organes geénitaux et au rectum (Ma#e5).
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Figure 4 : vue postérieure (en transparence) des noyaux des nerfs craniens dans le tronc cérébral (d’'aprés
Netter, 2007).
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Figure 5 : schéma anatomique de l'innervation vagale (d'aprés Netter, 2007).
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En ce qui concerne 'anatomie du nerf vague chemigle parcours ainsi que la
position de certains ganglions et décussationsfft mais il existe malgré toute une
grande homologie (figure 6) (Greene, 1963).
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Figure 6 : anatomie de l'innervation vagale chez le rat (d'aprés Greene, 1963).
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Chez le rat, il a été démontré que le nerf vagueelve I'ensemble du cbélon
(Altschuler et al, 1993). En revanche, chez 'Homme, l'innervatioagale du colon est
encore discutée. Certaines études indiquent gnadiivation colique par le nerf vague se
termine au niveau du cdlon transverse (figure Shnérvation parasympathique serait
ensuite réalisée par le nerf parasympathique saco&enant de la moelle épiniere sacrée
(S1-S4) (figure 3) (Netter, 2007). D’autres étudediquent que le nerf vague pourrait
projeter des fibres sur 'ensemble du cblon y camfw c6lon gauche (Ribet, 1952).

L’'innervation splénique par le nerf vague semblie @lussi varier entre les deux
especes, puisque contrairement a ce qui est déwit 'Homme, chez le rat, la rate semble
étre innervée directement par le nerf vague (Beiijal, 2008).

Enfin il faut souligner que les variations anatooeq chez I'Homme sont
nombreuses. Ainsi beaucoup de variations de l'imagon vagale peuvent étre décrites
selon les études, notamment a travers les dénengtélectives qui mettent en évidence

des rameaux vagaux inconstants (Kamina, 2009).

2.2 Les roles du nerf vague

Le nerf vague posséde plusieurs fonctions, il estenr, sensitif, végétatif et anti-
inflammatoire. 1l a tout d’abord un réle moteuti€ulé par ses efférences. Ce réle moteur
s’exerce sur un grand nombre d’organes : cceur, pasnpalais, pharynx, larynx, trachée,
bronches, estomac, intestin gréle et colon. Il \@amment contrbler les sécrétions
gastriques et biliaires. Au niveau du coceur, le nague va étre inhibiteur et son activité va
se traduire par une diminution du rythme et derémjfience cardiaque, c’est-a-dire un effet
chronotrope négatif. Au contraire, au niveau duetdigestif, le nerf vague va plutét avoir
un effet stimulant puisqu’il va augmenter le p&aigsme et la sécrétion gastrique. Il faut
aussi souligner que, par l'intermédiaire de seseBbbroncho-motrices qui vont donner le
nerf récurrent, le nerf vague est le nerf de lanattimn.

Les afférences vagales vont avoir plusieurs fomstioLa premiére concerne
naturellement le transport des informations sewsiti La sensibilité du nerf vague
concerne la muqueuse du larynx et du laryngo-pharise nerf vague véhicule aussi des
informations concernant la gustation jusqu’aux noyagustatifs contenus au sein du
faisceau solitaire. La viscéro-sensibilité concerappareil cardio-vasculaire par le biais

des fibres en provenance des parois carotidienhesodiques qui vont permettre les
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réflexes végétatifs d’adaptation de la tensionralieé et du rythme cardiaque. Enfin, au
niveau du tube digestif, le nerf vague va étre oaspble de la transmission de I'ensemble
des informations non douloureuses, comme la tenpéraou le volume du contenu

luminal digestif.

2.3 Les roles du nerf vague dans l'inflammation

En plus de ce réle dans la motricité et la senséhile nerf vague joue un double
réle dans l'inflammation. Le plus connu est celuettant en jeu les afférences vagales
centripétes, le deuxieme quant a lui est de déeaveivy@us récente et fait intervenir les

efférences vagales centrifuges.

2.3.1 Roéles anti-inflammatoires des afférences vagales

Les afférences vagales ont aussi pour fonctionigieater au SNC les phénomenes
inflammatoires qui se produisent a la périphérleeXiste pour cela des récepteurs aux
cytokines pro-inflammatoires (TNF IL-1[3, IL-6) au niveau de ces afférences (Gaykema
et al, 1995; Dantzer & Kelley, 2007). Des expériencesvdgotomies sélectives dans le
cas de modeles dinflammation systémique ont peroes mettre en évidence cette
propriété des afférences vagales. Il a ainsi étéhomdré que la vagotomie sous-
diaphragmatique entrainait une suppression deiVatibn des neurones responsables de la
sécrétion du CRF au niveau du NPV et donc une ditron de I'activation de I'axe
corticotrope (figure 7) (Layet al, 1995; Blutheet al, 1996).

Les informations concernant le processus d’inflarmomaen cours arrivent au
niveau des neurones noradrénergiques A2 du NTS dlsawvko & Swanson, 1982). Des
lors, deux actions visant a moduler l'inflammatieant pouvoir se mettre en place. La
premiére voie, connue depuis plusieurs décenniesonaister a activer I'axe corticotrope
par l'intermédiaire des projections qui se fontrente NTS et le NPV (figure 7)
(Sawchenko & Swanson, 1982; Rivestal, 2000).

La deuxieme action est I'activation des efférencemyales et de la voie

cholinergique anti-inflammatoire.
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Figure 7 : rble du nerf vague dans l'inflammation (d’aprés Pavlov et al., 2003).

ACh : acétylcholine ; ACTH : hormone adrenocorticotrophique ; AP : area postrema ; EN : épinéphrine ;
GC : glucocorticoides ; LC : locus cceruleus ; LPS : lipopolysaccharide (endotoxine); MVR : moelle
ventrolatérale rostrale ; NMDV : noyau moteur dorsal du nerf vague ; NE : norépinéphrine ; NPV : noyau
paraventriculaire de |'hypothalamus; NTS : noyau du tractus solitaire, SNS : systéme nerveux

sympathique.

2.3.2 Les efférences vagales / la voie cholinergique anti-inflammatoire
Ce n’est que plus récemment que l'existence d'une eawnie vagale de
modulation de la réponse inflammatoire systémiqui®eale a €été mise en évidence par le

groupe du Pr Tracey (Borovikovat al, 2000b). Cette nouvelle voie vagale anti-
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inflammatoire, complémentaire de I'axe corticotrofat intervenir les efférences vagales
(Pavlov et al, 2003) Celles-ci vont en effet étre activées apres qudlT& ait recu les
influx issus des afférences vagales. Ce réflexepastconséquent appelé réflexe vago-
vagal.

L'activation des efférences vagales va provoquernateau périphérique une
libération d’ACh qui aura pour conséquence la rdéidmcde la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires (figure 7).

2.3.2.1 Le systéme cholinergique

a. Les composants du systéme cholinergique

Le systéme cholinergigue comporte comme meédiateurcipal 'ACh et est
composeé de récepteurs nicotiniques (nAChR) et nrusqaes (MAChR).

Actuellement, 17 sous-unités des récepteurs niicptes ont été décrites chez le
vertébré. Les nAChR sont classés en sous-unités/mes a, B, v, o et e (Lukas et al,
1999). Il existe 10 sous-unités(al- al0), 4 sous-unitép (B1- p4) et une seule sous-unité
pour les 3 types restant,(d et €). Toutes ces sous-unités partagent des propriétés
structurales communes : une région N-terminalea@etitulaire avec 13 acides aminés entre
2 cystéines formant un pont disulfure, 4 segmerdasimembranaires (M1-M4) avec une
boucle cytoplasmique entre M3 et M4 contenant wguence propre a chague sous-unité,
et enfin une partie C-terminale extracellulaire.aGhbe type de sous-unité posséde ensuite
des propriétés qui lui sont propres, par exempmadémble des sous-unitésposséde une
paire de cystéines en tandem au niveau N-terminal.

Les récepteurs nAChR sont constitués d’'un asserallagh sous-unités (figure 8).
Ce sont généralement des hétéro-pentameéres, amsstile plusieurs sous-unités
différentes. En effet, seules les sous-untiéset a8 peuvent s’associer entres elles pour
former des homo-pentameres fonctionnels. Les nAGidRt ionotropes, ces canaux
ioniques ligand-dépendants, vont en présence d'Agghmettre un flux d’ions calcium
(cah).

Les récepteurs muscariniques sont composés desousttypes (MMs). lls font
guant a eux partie des récepteurs metabotropedra@@mment aux nAChR, ils ne vont pas
étre a I'origine de flux ioniques mais grace a leauplage avec les protéines G, ils sont a
I'origine d’activations de cascades de signaligaimtracellulaires.
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Le systéme cholinergique est enfin constitué d'emey de synthése et de
dégradation. Les cholines acétyltransférases (Chafl)es cholinestérases (ChE) sont
respectivement a l'origine de la synthese et dtab@isme de 'ACh (Lukagt al, 1999;
Kawashimaet al, 2007).
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Figure 8 : géne et structure du récepteurs nAChR (d’aprés de Jonge & Ulloa, 2007).
a : géne codant pour le récepteur nAChR a7 ; b : structure tridimensionnelle d'un récepteur nAChR ; c : si-
tes de liaison de I’ACh sur les récepteurs nAChR homomériques et hétéromériques. TM : domaine trans-

membranaire.

b. Le systéme cholinergique central

Au niveau central, le réseau cholinergigue impligde nombreuses aires
cérébrales. En effet, I'hnippocampe, I'hypothalanaiissi que le cortex cérébral recoivent
des fibres nerveuses cholinergiques (Benarroch3;128vey, 1996). Il semble que les
structures cholinergiques centrales soient, poynd@art, impliquées dans la régulation de
I'activité vagale (Gotohet al, 1989; Pavlovet al, 2006; Pavlovet al, 2009). Des

expériences ont en effet montré que l'injectiorrantentriculaire d’inhibiteurs des AChE
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comme la galantamine, induisait une augmentationl’@etivité vagale (Pavlovet al,
2009).

c. Le systéme cholinergique périphérique

Le systeme cholinergique est aussi tres représamtiehors du SNC et notamment
au niveau de la jonction neuromusculaire. L'ACh est effet le principal médiateur
responsable de la transmission des informationgioest entres le systéeme nerveux et le
muscle, c’est le neuromédiateur libéré au nivealaddaque motrice (Lukast al, 1999).

Cependant, le systeme cholinergique est aussiiregppar un grand nombre de
cellules qui ne sont ni nerveuses ni musculairéesnagamment au niveau du systeme
immunitaire. Les études portant sur le systémeinbajique immunitaire sont relativement
nombreuses. Toutes n'abondent pas dans le mémepsestpie 'expression des différents
composants est tres variable pour un méme typeilagk en fonction de son état de
différenciation ou d’activation, mais aussi en foon de sa localisation tissulaire. Il est
clair, malgré tout, qu'un grand nombre de cellul@amunitaires (macrophages,
lymphocytes, cellules dendritiques, cellules T) rx@nt des composants du systeme
cholinergique, c'est-a-dire les récepteurs mAChRACHR, la ChAT ainsi que 'AChE
(Wanget al, 2003; Kawashimat al, 2007; Wessler & Kirkpatrick, 2008; Van Der Zanden
et al, 2009a). C’est aussi le cas des différentes adlgbnstituant I'épithélium digestif ou
I'expression de plusieurs protagonistes du systechelinergique a été observée,
notamment au niveau des cellules épithéliales aekgou encore des cellules glandulaires
(Wessler & Kirkpatrick, 2008).

2.3.2.1 Effet anti-inflammatoire des efférences vagales

Il est admis que l'activation des efférences vagabeut avoir un effet anti-
inflammatoire périphérique. Cependant, les mécaesspexacts mis en jeu sont encore trés
discutés. Le site d’action précis demeure encoreorinu, et deux hypotheses sont
proposeées :

- un effet anti-inflammatoire local, induit par unenervation vagale directe et

une action par le nerf vague sur les cellules imitaines,

- un effet anti-inflammatoire systémique par l'intérdiaire d’une action du nerf

vague directe ou non sur la rate. En effet, cetneg en plus de ses propriétés
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de filtration et d’épuration du sang, est impligukans le contrle de
'immunité. Des études ont montré que la spléneatoamnulait la modulation
de I'inflammation par la voie cholinergique antilBommatoire dans un modéle

d’inflammation systémique (Hustaet al, 2006).
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Figure 9 : la voie cholinergique anti-inflammatoire (a partir de Tracey, 2007).

Enfin, les incertitudes demeurent en ce qui conedes cellules immunitaires, les
AChR, et les voies intracellulaires mises en jeuar{VDer Zandenet al, 2009a).
L’hypothese la plus répandue fait intervenir la samité nAChRa7 présente a la surface
des macrophages (Figure 9). Des études ont enraffatré que I’ACh diminue de maniére
dose-dépendante la production de cytokines pramifhatoires (TN&, d’'IL-13, d’IL-6 et
d'IL-18) par les macrophages humains stimuhégitro par des endotoxines (Borovikoea
al., 2000b). De plus, des études vivo ont aussi montré cet effet de modulation de la
sécrétion pro-inflammatoire des macrophages, eta celans plusieurs modeles

expérimentaux d’inflammation. Les voies de sigratiisn intracellulaires activées par le
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NAChR a7 impliquent les protéines Jak2/STAT3 (janus kin&gsignal tranducer and
activator of transcription 3) et NdB (Nuclear factork B) (Figure 10) (de Jonget al,
2005; Tracey, 2007). En effet, la fixation de 'AGu niveau du récepteurs nAChR va
induire une activation de la protéine STAT3 quialars agir d’'une part comme facteur de
croissance et activer I'expression de génes deépres anti-inflammatoires et d’autre part
en inhibant le facteur de transcription dB-qui joue une part importante dans l'activation
macrophagique et la sécrétion pro-inflammatoire agmssant sur différents promoteurs
géniques (Figure 10). Enfin de récentes études maohtque d’autres récepteurs
cholinergiques peuvent étre mis en jeu par la voiwlinergique anti-inflammatoire,
notamment le réceptewr4p2, par l'intermédiaire duquel I'ACh peut moduleradtivité

phagocytaire des macrophages (van der Zaredeh, 2009b).

Voie cholinergique agoniste Voie anti-inflammatoire
anti-inflammatoire 4 cholinergique Jak-STAT

cepteur aux cytokines

stimulation
vagale

rupture du
protéasome

effet anti-inflammatoire

Figure 10 : signalisation intracellulaire mise en jeu par I’ACh dans le macrophage (d’aprés de Jonge &

Ulloa, 2007).

Cependant, d’autres études (Rosas-Baléhal, 2008), mais aussi I'importance de

I’expression des composants du systeme cholineeg{@€h, ChAT, AChE) laissent penser
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gue le macrophage n’est pas l'unique cellule imrtaire cible de la modulation de
I'inflammation via ’ACh. De plus, les efférencesgales pourraient aussi exercer leur role
anti-inflammatoire de maniére indirecte via l'a@iion du systéme paraganglionnaire.
Dans ce cas, le nerf vague aurait pour effet dvacties fibres du ganglion mésentérique
cceliaque supérieur. Il aurait ainsi la capacitéxédieer un effet anti-inflammatoire par
I'intermédiaire de la stimulation du nerf splénigquatécholaminergique (Rosas-Ballia
al., 2008). Dans ce cas, ce n’est plus '’'ACh, maisdagcholamines, libérées au niveau

splénique, qui agiraient sur les cellules immumnési

2.3.4 Pathologies et modéles expérimentaux d’inflammation traités par la VNS

L’activation de la voie cholinergique anti-inflamio&re a été réalisée de maniere
pharmacologique. En effet, plusieurs agonistesinbojiques ou substances anti-AChE ont
été testés. Bien entendu, dans un premier tempgrict#ine a été utilisée mais celle-ci
provoquant certains effets secondaires (hauséessmnies, céphalées) (Louvet al,
1999), d’autres molécules, plus sélectives du nAGRHRotamment, ont été utilisés pour
I'activation de la voie cholinergique anti-inflamtoae : GTS21, galantamine, 4OHGTS,
AR-R17779, CAP55, Ex02, PNU-282987... (Figure 11 ailéau 1) (Borovikoveet al,
2000a; Ulloa, 2005; Pavloet al, 2007; Oke & Tracey, 2008; Van Der Zandenhal,
2009a).
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Figure 11 : structure chimique de quelques agonistes cholinergiques et activateurs du nerf vague (Ulloa,
2005).

L’injection centrale ou périphérique de CNI-1493jagylhydrazone tétravalent
(figure 11), induit des décharges vagales compagahlcelles provoquées par la VNS. Ce
traitement pharmacologique conféere des effets iaflkimmatoires via une activation de la
voie cholinergique a la fois dans l'inflammatiorcdde et systémique (Ulloa, 2005; Oke &
Tracey, 2008). Ainsi des animaux prétraités paridgstions intraveineuses de CNI-1493
présentent des diminutions dose-dépendantes dekiegs pro-inflammatoires
systémiques (TNé&, IL-1[3, IL-6) et ce traitement a la faculté de prévepidEveloppement
du choc septique (Berni@t al, 2002b). Le mode d’action exact de cette moléoldst pas
encore totalement élucidé, mais il passerait pianhibition de la phosphorylation de la
MAP (mitogen activated protein) kinase p38, treplioquée dans la traduction des ARNm

des cytokines pro-inflammatoires (Oke & Tracey, 00
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L’activation de la voie cholinergique anti-inflamio&e a aussi été réalisée par
I'intermédiaire de la VNS (tableau 1). Le plus sent; ces stimulations sont obtenues
grace a des électrodes implantées au niveau derteop cervicale du nerf vague gauche.
La plupart des expériences induisant une activatien la voie cholinergique anti-
inflammatoire par la VNS ont été réalisées de managué. La stimulation du nerf vague
a été effectuée de maniére non répétée et sumaranesthésié (Borovikowet al, 2000b;
Bernik et al, 2002a; Guarinet al, 2003; Theet al, 2007).

D’une part, des stimulations ont été pratiquéesdas nerfs vagues sectionnés au-
dessus de I'électrode de maniere a ne stimuler lggeefférences vagales. Ainsi, le
maintien de I'effet anti-inflammatoire, obtenu dases conditions, n’implique que la mise
en jeu des efférences vagales.

D’autre part, des travaux ont montré que |'effeti-amflammatoire de la VNS était
annulé par la vagotomie en aval de I'électrode tmuwation, corroborant ainsi les
premiéres études en montrant que l'effet anti-imfl@atoire obtenu par la VNS
n'impliquait pas les afférences vagales (Boroviketaal, 2000b). L’'effet de la VNS
passerait donc principalement par le recrutemestedi@rences vagales et 'activation de la
voie cholinergique anti-inflammatoire.

Enfin, des études ont aussi montré, par l'interragdi de vagotomies, le rble
bénéfique de l'intégrité du nerf vague dans plusemodeéles d’'inflammation (tableau 1)
(Borovikovaet al, 2000b; Berniket al, 2002a; Guarinet al, 2003; Ghiaet al, 2006; van
Westerlooet al, 2006; Ghiaet al, 2007).

Dans le cas de la colite expérimentale, il estraggant de souligner que de
précédentes expériences (Miceli & Jacobson, 2008)montré que l'injection sous-cutanée
d’anti-AChE atténuait, de facon significative, lgsénomenes inflammatoires au niveau du
cblon dans un modele de colite expérimentale. Gaséles sont donc en faveur d’'un réle

protecteur du systeme cholinergique dans le modeleolite.

La voie cholinergique anti-inflammatoire pourraitorcc étre une cible
thérapeutique dans le domaine des MICI, soit par approche pharmacologique, utilisant
des agonistes cholinergiques, agissant notammentlasuwsous-unitéa7 du récepteur
nicotinique, soit par une approche, plus originstiélectrophysiologique, faisant appel a la

libération sélective d’ACh, a I'extrémité des eH#érces vagales, par la VNS.
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Modalités de

Modele inflammatoire | Espece| modulation de la voie Auteurs et année
cholinergique
Sepsis Rat VNS / Nicotine / VGX Borovikow al, 2000b
Ischémie / reperfusion Rat VNS / CNI-1493 / VGX Bernik et al, 2002a
Choc hémorragique Rat VNS / VGX Guarigtial, 2003
_ _ o Miceli & Jacobson, 2003
Colite Souris| Inhibiteur ChE / VGX _
Ghiaet al, 2006
Péritonite Souris Nicotine / VGX van Westerlebal, 2005
Arthrite Souris Nicotine / CAP55 Saeetlal, 2005
Pancréatite Souris GTS-21/VGX van Westerka@l, 2006
[léus post-opératoire Souris VNS / AR-R17779 Etal, 2007

Tableau 1 : modéles inflammatoires expérimentaux améliorés par la modulation de la voie cholinergique

anti-inflammatoire. VGX : vagotomie.

2.4 L'électrostimulation vagale

2.4.1 Historique de I"électrostimulation vagale

Le premier a avoir envisagé la VNS fut le Dr Jarhésnard Corning (figure 12)
qui, dans les années 1880, avait imaginé un systinstimulation électrique externe du

nerf vague afin de stopper les crises d’épilepsavaux décrits par Lanska, 2002).

Jloed Crney A9,

Figure 12 : |le Dr James Leonard Corning (1855-1923) (Lanska, 2002).
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Son hypothése initiale était que, grace a une tolucu flux sanguin irrigant le
cerveau, il parviendrait a stopper les crises défsie. A I'époque, en effet, une idée
répandue attribuait les crises d’épilepsie a uw 8anguin excessif a destination du SNC.
C’est pourquoi, apres avoir imaginé des disposddscompression des carotides (« carotid
fork » et « carotid truss ») (figure 13), il mit @oint un dispositif pour réaliser en plus des
stimulations électriques transcutanées du nerf @afin de moduler I'activité cardiaque et
ainsi réduire le flux sanguin a destination du eanv (« electrocompressor ») (figure 14).
Bien que le Dr Corning ait rapporté des effets bigués suite a son traitement, le
dispositif ne fut pas accepté par ses colleguesoet idée, comme ses instruments,

tombeérent dans I'oubli pendant plusieurs décennies.

Figure 13 : dispositifs de compression des carotides du Dr Corning (Lanska, 2002).
A : « carotid fork » ; B : « carotid truss »(Lanska, 2002).

C’est en 1938 que le concept de VNS fit son retwac Bailey et Bremer (Bailey
& Bremer, 1938) qui reconnurent le potentiel deteeechnique en raison de ses effets sur
le SNC. Apres plusieurs études expérimentales s&adi chez diverses especes animales,

c’'est en 1988, soit pratiguement un siécle aprési@g, que le premier dispositif de VNS
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fut implanté chez 'Homme (Groves & Brown, 2005)a VNS fut ensuite approuvée
comme traitement de I'épilepsie dés 1994 en Eurepepmme traitement des dépressions
chronique ou récurrente en 2001 (Groves & BrowrQ3)0Le mécanisme exact produit au
niveau du cerveau n’est pas encore completementuoih est toutefois intéressant de
souligner que les effets thérapeutiques obtenugésaltent pas d’'une stimulation des
efférences vagales, comme l'avait imaginé initiad@mle Dr Corning, mais bien d’une

stimulation des afférences

Figure 14 : dispositif de stimulation électrique transcutanée du nerf vague du Dr Corning (Lanska, 2002).

2.4.2 L’électrostimulation vagale aujourd’hui

De nos jours, I'unique neurostimulateur utilisé zH#Homme est produit par la
société Cyberonics. Il permet de délivrer des slinmtermittents dont la fréquence,
I'intensité et la durée sont programmables. Plusiétudes pilotes ont permis a la société
Cyberonics d’obtenir I'accord des agences de saut®péennes et américaine pour la

commercialisation de la stimulation vagale commeérdpie des épilepsies réfractaires en
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1994 pour I'Europe et en 1997 pour les Etats-UAigjourd’hui, plus de 50.000 patients
ont déja bénéficié de ce traitement dans le mohds.résultats des études de suivi de ces
patients montrent que I'effet thérapeutique detilaglation vagale s’accroit avec le temps,
et qu’environ 30% d’entre eux voient la fréqueneelelurs crises d’épilepsie diminuer de
plus de 50% aprés au minimum six moins de traitérflBoon et al, 2009).

En ce qui concerne l'application de la VNS aux @é&gions pharmaco-résistantes,
ce traitement a été autorisé par 'agence de sauri@péenne en 2001 et en 2005 aux Etats-
Unis. Selon de récentes études, 37% des patieaii®sront une amélioration et 17%
seraient en rémission totale apres 3 mois de m&i¢. Dans ce cas encore, la VNS voit ses
effets thérapeutiques augmenter avec le temps peiagrés un an de traitement, ces taux
passent a 53% de patients avec amélioration et% 88 rémission (Schlaepfet al,
2008).

Dans ces deux indications, la stimulation du neadguwe gauche, au niveau cervical
n'a aucun retentissement sur la fréequence cardigquedépend majoritairement du nerf
vague droit innervant le nceud sino-atrial). Lesqfrénces de stimulation permettant
d’obtenir les effets thérapeutiques sur le SNC stmt’'ordre de 20 a 30 Hz. La relative
absence d’effets périphériques induits par ces rpana@s de stimulation et ce type
d'implantation suggerent que les fibres stimuléestsmajoritairement les afférences
vagales. Malgré des études mécanistiques, réaliddes ’'lHomme comme chez I'animal,
les mécanismes exacts mis en jeu au niveau du S&Gont pas encore connus avec
certitude. Des études d’imagerie par résonance gtagre (IRM) ou par électro-
encéphalographie (EEG) ont pu déterminer que desggments sont induits dans les deux
hémispheres cérébraux par la VNS et ce, en dépiadgimulation unilatérale (Henrgt
al., 1998; Van Laereet al, 2002). Cet effet semble obtenu par le recrutendest fibres
afférentes A et B du nerf vague (Zagon & KemenyQ@O0OEvanset al, 2004). La VNS
semble restaurer la synchronisation neuronale esi@lirs structures cruciales ont étée
identifites comme le locus cceruleus, le thalames,NITS, ainsi que des structures
limbiques (Naritokuet al, 1995; Krahlet al, 1998; Osharina&t al, 2006; Cunninghanet
al., 2008).

Dans le cas de I'épilepsie et de la dépressioWN& est une thérapie reconnue et
appliquée chez 'Homme. Cependant, d’autres éted@grimentales ou cliniques visent a

étudier le potentiel thérapeutigue de la VNS suautfes pathologies, notamment : la
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migraine, I'anxiété, la maladie d’Alzheimer (Sjogret al, 2002; Groves & Brown, 2005),
I'obésité (Laskiewiczet al, 2003; Sobocket al, 2005; Bugajskiet al, 2007; Pardcet al,
2007).

3 Les maladies inflammatoires chronigues de
l'intestin

3.1 Généralités sur I'inflammation

L’'inflammation est la réponse des tissus vivantasowularisés, a une agression
(Roitt et al, 2002). Le but de ce phénomeéne est de résistagéeksion, notamment par
des pathogénes, grace aux phénomenes d’immunitéxiste une immunité innée (ou
naturelle), qui ne dépend pas d’'une exposition lpi#a aux pathogenes, et une immunité
spécifigue (ou adaptative), qui est mise en jews ldlune deuxiéme exposition a un
pathogéne donné.

L’'inflammation peut avoir des causes physiques dhdroid ou encore radiations
ionisantes), chimiques (composés acides ou basigquesoxines bactériennes), ou étre la
conséquence d’une infection (présence d’'un orgamipathogéne comme une bactérie, un
virus, un champignon, ou un parasite). Enfin, lamhmation peut étre la conséquence
d’'une nécrose tissulaire (suite a une ischémieffap®n par exemple).

Plusieurs types cellulaires sont a I'origine denhnunité de I'organisme :

- les lymphocytes,

- les cellules phagocytaires (macrophages et cellgesiritiques),

- les mastocytes et polynucléaires basophiles,

- les fibroblastes.

3.1.1 Les lymphocytes
Ces cellules sont responsables de I'immunité sppm@f humorale et cellulaire.

Il existe plusieurs types de lymphocytes :
- type B producteurs d’anticorps,
- type T : auxiliaires (ou encore « helpers » (Thpréxant les marqueurs CD4+,

ou cytotoxiques (CD8+),
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- type NK (Natural killer) pouvant eux aussi avoireuactivité cytotoxique.

Dans le cas d'une réponse inflammatoire activée lparcellules sentinelles, ce
sont essentiellement les lymphocytes Th qui vorng¢ @npliqués. Parmi les Lymphocytes
Th, il existe les effecteurs et les régulateure@)r Les lymphocytes effecteurs sont divisés
en sous classes (Thl, Th2 et Th17) selon les ayéskqu’ils produisent.

Les Thl produisent I'lL-8, l'interféron-et le TNFe, les Th1l7 plus récemment
découverts sécretent pour leur part I'lL-17. Ceaxdgypes lymphocytaires vont provoquer
une réponse immunitaire a médiation plutét celhdai

Les Th2, quant a eux, sécretent I'lL-4, I'lL-5 dL}13, qui vont surtout provoquer
une réponse immunitaire a médiation humorale.

Au sein des lymphocytes régulateurs, les Tregl smpbrtants dans le cas des
MICI puisqu’ils produisent le TGEB- (transforming growth factof), imliqué dans les
mecanismes de réparation tissulaire et I'lL-100&yte anti-inflammatoire tres importante
afin d’éviter la réponse inflammatoire excessiveett€ action est exercée en limitant
I'activation des lymphocytes effecteurs.

Des modifications au niveau de la balance Th1l/ThR &éé décrites au cours de

I'inflammation et dans le cas des colites (SanciMemoz et al, 2008).

3.1.2 Les cellules phagocytaires

Ces cellules comprennent les polynucléaires nehtlep et les cellules du systéme
monocyte/macrophage. Ces cellules sont responsatdesa phagocytose, phénoméne
réalisé en plusieurs étapes :

- l'adhérence entre la cellule phagocytaire et latipake a phagocyter. Elle est
permise grace a plusieurs molécules d’interacticosnme les molécules
d’adhérence intercellulaire (ICAM),

- la particule a phagocyter est ensuite englobédepphagosome,

- enfin, une digestion de la particule est réalisgéefpsion du phagosome avec le

lysosome riche en enzymes protéolytiques.
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3.1.3 Les médiateurs chimiques

Le déclenchement et le maintien de l'inflammati@insi que sa diffusion au

niveau du foyer initial font appel a des factewsthétisés localement ou a I'état inactif au

niveau systémique.

Les médiateurs chimiques locaux sont :

les amines (histamines et sérotonine) : libérées lga mastocytes, les
polynucléaires basophiles et les plaquettes. Hilevoquent la vasodilatation
et 'augmentation de la perméabilité vasculaire,

les prostaglandines et leucotrienes : a l'origine ld vasodilatation, de la
douleur et de I'attraction locale des polynuclésie¢ de la fiévre,

les molécules d’adhérences : permettent le cibthgéoyer inflammatoire par

les cellules immunitaires. Elles sont exprimées [em vaisseaux du foyer
inflammatoire et retiennent les cellules sanguinssmportant le ligand

correspondant,

les cytokines : elles sont produites par de nondmsucellules comme les
lymphocytes T et les macrophages. Elles agissent des récepteurs
membranaires de maniere autocrine (de la celluledyxatrice), paracrine

(cellule proche) ou endocrine (cellule a distandeles peuvent étre pro-
inflammatoires (interleukine (IL) : ILf, IL-6, ou le TNF) ou encore anti-

inflammatoires (IL-10). Les cytokines sont respdiiea de la médiation de
'immunité innée, de la régulation de l'activatiode la croissance et de la
différenciation des lymphocytes, ainsi que de imgtation de I'hématopoiese.

Les médiateurs circulants ne sont pour leur pativés qu’a la suite de cascades

de réactions permettant de réguler leur productfarmi ces médiateursily a :

le systéme des kinines, qui provoque la vasodilatatla perméabilité
vasculaire et est un médiateur de la douleur (ddandtyes),

le systéme du complément, regroupant des prot&gaeagues activées lors de
I'interaction antigéne-anticorps. Il permet, enwatre, la dégranulation des

mastocytes et des polynucléaires basophiles etdgqcytose des bactéries,
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- le systeme coagulation/fibrinolyse : permet la fation du caillot afin de
limiter le foyer inflammatoire et constitue une me¢ sur laquelle les cellules

immunitaires peuvent se déplacer.

3.2 Généralités sur les MICI

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémoigag (RCH) sont des maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) inigliant I'intestin gréle, le colon et le
rectum. Les MICI se caractérisent par une réponsgspraportionnée du systeme
immunitaire face a des éléments naturels. En eféetube digestif étant l'interface entre
les agents extérieurs et le milieu intérieur, lestégne immunitaire y est trés présent
puisqu’il se doit de s’activer et de prévenir uné&ttion potentielle. Pour cela, les cellules
sentinelles du systéeme immunitaire (cellules deigires et macrophages) vont reconnaitre
les éventuels agresseurs et exprimer des cytolafiesd’activer les cellules effectrices
(notamment les lymphocytes) précises pour adageréponse immunitaire. En temps
normal, la réponse inflammatoire est modérée Idisglagit d’'un agent bénéfique (cas de
la flore endogéne) et il y a apparition d’'une taléce entre I'organisme et I'agent extérieur.
Lorsque des agents pathogénes, viraux ou bactérenrg détectés, ceux-ci vont non
seulement étre éliminés, mais il va aussi se predume mémorisation de I'agresseur par le
systéeme immunitaire ce qui permettra, lors d'uneosde rencontre, une réaction
immunitaire plus adaptée et plus rapide.

Dans le cas des MICI, le systeme immunitaire va @ictivé, entre autre, par les
bactéries habituelles se trouvant dans la florestihale et non pathogenes en temps
normal, il y a une perte de la tolérance immunéalt va en résulter une inflammation et
une attaque de la muqueuse intestinale, le syst@menitaire, protecteur en temps normal
se révele étre trés nocif en I'absence d’agress€ette hyper-activation du systéeme
immunitaire résulte d’'un déséquilibre dans la bataaffecteur/régulateur avec un exces de
cellules effectrices. Dans le cas de la MC, la riggoimmunitaire présente un exces de
Th1-Th17, alors qu’il s’agit d'un exces de Th2 ddesas de la RCH (Sanchez-Munetz
al., 2008).

Ces deux pathologies restent aujourd’hui encoreoméges et peu évoquées en

raison de leurs symptomes (diarrhées notammenty massi trés invalidantes (douleurs
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abdominales, perte de poids, fievre...), notammemisda cas des formes les plus graves
(35% des cas). Toutes deux évoluent par périodeodssées inflammatoires entrecoupées
de périodes de rémissions plus ou moins longuemsdes patients.

3.3 Prévalence

Il est estimé qu’environ 200.000 personnes sorgirstees de MICI en France :
120.000 par la MC et 80.000 par la RCH. Entre 5.8606.000 nouveaux cas sont observés
chaque année en France, et plus généralement,sdepeaicinquantaine d’années les MICI
sont en augmentation, notamment dans les pays tmalis2s ou le nombre de cas a été
multiplié jusqu’a 10 fois. Ceci est en faveur d’'uméiuence environnementale et sociétale
(Koutroubakiset al, 1996), observation renforcée par la tres fortegpession des MICI
dans des pays nouvellement industrialisés comn@hiae (Panget al, 2007).

Outre le facteur environnemental, le facteur génaiest lui aussi tres important
dans le déclenchement des MICI. Le gene NOD2/CARB¥n effet été identifie comme
gene de susceptibilité (Van Limbergehal, 2009; Yazdanyar & Nordestgaard, 2009). La
fonction exacte de ce géne n’est pas encore clainerdlucidé, il semble coder pour une
protéine intervenant dans la reconnaissance cytoptpue de certaines bactéries (muramyl
dipeptide), mais ne semble pas intervenir danstiVation de la voie NKB comme
I'avancaient les premiéres hypothéses (Pauleau &&ju 2003). Ce gene est relativement
ubiquitaire, puisqu’il est exprimé non seulementr pdes cellules immunitaires
(macrophages, lymphocytes et cellules dendritiquesis aussi dans les cellules
epithéliales et les cellules de Paneth (Gutieetal, 2002; Berrebiet al, 2003; Lalaet
al., 2003). Actuellement, il a été montré que troisnpipales mutations de ce géne
permettent de distinguer des groupes de patiemnis ldaisque d’étre atteint d’'une MC est
accru de 40%. Toutefois, il est important de natee le facteur génétique ne suffit pas a
lui seul a décrire I'apparition des MICI, puisqueus un patient sur cing est atteint de la
forme dite familiale de la MC. L’étiopathogénie dd$Cl est complexe et multifactorielle
impliquant des facteurs environnementaux, génésiqieanfectieux.

Outre les complications associées aux MICI (stésoBstules, abces, occlusions),
ces pathologies induisent aussi l'activation ddutes infiltrantes (comme les leucocytes)
qui vont libérer des médiateurs responsables denmtages a I’ADN et modifier les signaux

de croissances cellulaires, deux processus ass@cigee mauvaise restructuration de
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I’épithélium et donc au développement de canceasRICH et la MC comportent donc un
risque augmenté de cancers colorectaux (CCR), d@th¥cinomes du gréle (pour la MC
uniquement) et de cancers extra-intestinaux (clgptararcinome, lymphomes non-
hodgkiniens), risque qui s’ajoute aux effets see@ora$ carcinogenes des traitements
medicamenteux des MICI. Les malades atteints deIMi@, par rapport a la population
générale, un risque 5 fois supérieur de dévelopmeCCR. Ce risque est modulé par la
durée de I'évolution de la maladie et I'étendue lddteinte colique. Ainsi, dans la
rectocolite, le risque de cancer est d’environ 3%®a 10 ans d’évolution, 8% apres 20 ans
et environ 18% apres 30 ans d’évolution (Eadeal, 2001). Notons ici que les MICI sont
la plupart du temps détectées chez le sujet jeomzy€nne d’age : 20 ans) et que ces
facteurs de risques de CCR nécessiteront une $larvee au long cours (endoscopies) de

ces patients a risque.

3.4 Atteintes anatomiques

Le diagnostic des MICI est essentiellement basé &g observations
endoscopiques et sur I'examen anatomopathologiggsebtbpsies du colon et/ou de l'iléon.
La MC et la RCH different par leur localisationgetr leur type de lésion.

La RCH touche uniquement le célon et le rectum dRatet al, 1999). Les Iésions
gu’elle engendre sont superficielles (atteinte demluqueuse et de la sous-muqueuse) et
surtout hémorragiques.

La MC peut quant a elle toucher I'ensemble du systaligestif (de la bouche
jusqu’a I'anus). Les lésions provoquées par la M@tseaucoup plus profondes et sont
dites transpariétales puisque I'’ensemble des diffids couches composant le systéme
digestif peuvent étre atteintes.

Ces deux pathologies peuvent s’accompagner de lgs@xtra-intestinaux comme

des rhumatismes, des troubles oculaires, ou demtds dermatologiques.

3.5 Les Traitements

3.5.1 Traitements pharmacologiques
Il existe deux types de stratégies thérapeutiqismdtes :

i) le traitement des poussées dont le but est deire leur durée et les symptomes,
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i) le traitement d’entretien dont le but est deimb@nir la phase de rémission et
prévenir la récurrence de poussées. Il y a actmelie 4 principales familles de substances
pharmacologiques couramment utilisées dans lestraaht des MICI :

- les 5-aminosalicylés ou 5-ASA : il s’agit du temnent de base de la RCH en
raison de son efficacité (dans 60 a 70% des cafR@el), de sa bonne
tolérance, et de son faible nombre d’effets secoadahausées, diarrhées).
L'action bénéfique des 5-ASA serait induite pargdwrs inhibitions : de la
production de prostaglandines et des leucotriemies,chimiotactisme des
neutrophiles et de I'activation du NB ; ainsi que de la capture des radicaux
libres de I'oxygene. Cependant, ce traitement nia peu d’efficacité dans le
cas de la MC.

- les corticoides : ils sont prescrits en deuxigntention, notamment dans le cas
d’inefficacité ou en période de poussée séverer lefficacité est accrue tout
comme leurs effets secondaires (fievre, hépatimmcpéatite aigué, et trés
rarement lymphome cérébral). Ce sont des antisimit@toires stéroidiens qui
agissent sur la synthese de certains meédiateursnlammation (leucotrienes,
histamines et prostaglandines) par l'intermédiad’@ne inhibition de la
production de 'acide arachidonique.

- les immunosuppresseurs (azathioprine, 6-mercapiio® ou méthotrexate) :
peuvent étre utilisés dans le traitement d’entretits ne sont actifs qu’apres
plusieurs semaines de traitement. Leur mécanismaetidh n’est pas vraiment
identifié, mais il pourrait provenir d’'un effet argpoptotique et de l'inhibition
de la différenciation de certaines populations Ihogytaires.

- les biothérapies ciblées sur les anti-TiNEoncernent 10% des patients. Ces
anticorps sont synthétiques (chimérique pour likafhabl : 75% humain et
25 % murin; ou 100% humain pour I'Adalimunmiap Ces substances
thérapeutiques sont trés utilisées en cas d’échleéspeutiques avec les
traitements énumérés précédemment ou face aux $oreéveres. Elles
comportent certains risques (allergie, tuberculoseeumonie, insuffisance
cardiaque, hépatite, maladies neurologiques démgaintes, lymphome). Ce
sont les seuls traitements a reposer sur les cesauates acquises avec les
études sur la MC (Andreakes al, 2002; Proberet al, 2003).
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3.5.2 Traitements Chirurgicaux

La chirurgie est réservée aux formes réfractaitesteaitements pharmacologiques
et pour les sujets ayant des complications de |eama (cancer notamment). La chirurgie
chez les patients atteints de la MC est pratiquées dles cas comportant de gros risques de
fistules et de sténose. Elle est alors limitée aones les plus sévérement touchées, 90%
des patients atteints de MC sont opérés au moiesfais afin de retirer la partie la plus
atteinte du systéme digestif. Le taux de récidiamsdl’année suivant la chirurgie est de
80%. Pour ces raisons, la chirurgie reste une fgalenpermettant un soulagement rapide
mais elle n'’empéche absolument pas les fréquerderlives de la MC. La chirurgie
pratiquée est donc la plus épargnante possible.

Dans le cas de la RCH, la chirurgie est réaliséasdies formes suraigués
comportant des évolutions chroniques mal control@éesdes formes anciennes avec un
risque aggrave d’évoluer vers des formes de dégénénce maligne. La colectomie totale
peut dans certains cas de RCH étre totalementicaranais elle engendre d’importants
inconvénients comme les selles multiples et ligsidénsi que le risque d’incontinence
fécale. Dans le cas de colectomie totale, les chiens réalisent des anastomoses soit iléo-
rectales soit iléo-anales, avec des risques de koatipns comme la pochite (Bach &
Mortensen, 2007).

3.6 Modéles expérimentaux de colites

Il existe plusieurs méthodes pour induire artifi@gment une inflammation au
niveau du cbOlon chez des especes animales couramutdisées en laboratoire. Ces
différents modeéles sont utilisés pour I'étude deuvemux agents thérapeutiques
potentiellement utilisables dans le traitement EiS|.

L’'inflammation peut étre provoquée par expositioa I'animal a divers agents
physiques ou chimiques (Strobet al, 2002). La colite peut aussi étre induite chez des
animaux transgéniques (KO) notamment par invaladatide genes impliqués dans
I'’expression de certaines cytokines (IL-10) ou dert@ines protéines des voies de
signalisation de I'inflammation (Strobet al, 2002).

En raison du grand nombre de modeles de coliteodifpes, ne sont détaillés ici

gue les modeles utilisés dans le laboratoire. Dassleux cas, la colite est induite par des

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 58



agents chimiques dénaturants qui sont introduitsipgestion ou instillation au contact de
la muqueuse intestinale. Il s’agit du modele autdaxsulfate sodium (DSS) et du modele
a l'acide trinitrobenzene sulfonique (TNBS).

Le modéle de colite au DSS est obtenu par ajoded@gent dans I'eau de boisson
de I'animal. L'inflammation intestinale est obtenapres plusieurs périodes d’exposition
au DSS entrecoupées de périodes de repos (Okayady 1990). L'inflammation induite
est donc chronique puisque chacune des périodes glusieurs jours. Elle touche
I'’ensemble du tube digestif. Sur le plan tissulaizelle-ci a des propriétés proches de la
RCH, avec une inflammation s’étendant au nivealad®muqueuse et de la sous-muqueuse
et des hémorragies.

Le modele de colite au TNBS est quant a lui obteauinstillation intracolique de
TNBS. Ce modele a été décrit par Morris (Morgs al, 1989). L'agent chimique est
injecté dans le cbélon en présence d’éthanol afifiagditer sa diffusion intra-tissulaire. Le
TNBS est un hapténe qui va induire une modificati@s protéines de I'h6te et provoquer
une attaque par le systeme immunitaire des tissgestif. 1l s’agit d’'un modele
d’inflammation aigué qui présente un grand nombeesimilitudes avec la maladie de
Crohn, notamment des Iésions trés intenses etgeaaigtales (Morriet al, 1989; Miceli &
Jacobson, 2003).
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Objectif de I'étude
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Objectif de I'étude

Le but de notre étude a été d'utiliser les progséanti-inflammatoires du nerf
vague, en particulier de ses efférences, pour ameglou prévenir les effets inflammatoires
d’'un modele de colite expérimentale au TNBS chezale Pour cela, les paramétres de
stimulation ont été modifiés par rapport a ceuXisgs dans le traitement de I'épilepsie et
de la dépression, en I'occurrence nous avons gdks stimulations a « basse fréquence »
(5 Hz), fréquence supposée stimuler les efférevegmles et la voie cholinergique anti-
inflammatoire (Borovikovaet al, 2000b; Berniket al, 2002a).

Les voies neuro-digestives, en particulier cellesprauntant le nerf vague,
interviennent au premier plan dans la réponse iaflammatoire de I'organisme a une
agression périphérique. Elles interviennent donosdia physiopathologie des MICI. La
voie cholinergique anti-inflammatoire, apparait coenune cible thérapeutique potentielle.
Une stimulation électrophysiologique des fibres alag apparait particuliérement
intéressante et représenterait une avancée nougell@riginale dans le traitement des
MICI. Par comparaison au traitement a proprieté-aNtFa (Rémicade®, Adalimumab®),
utilisé actuellement dans le domaine des MICI, IBS/aurait I'avantage de son co(t
(environ 10.000 € pour le matériel de stimulatianl2.500 € pour I'implantation soit au
total 22.500€ pour plusieurs années, alors queaitetent au Rémicade® colte 27.000 €
pour seulement un an de traitement), de sa boréeattce voire et de son innocuité. De
plus, ce type de dispositif de neurostimulation othque, tel qu’il est utilisé dans
I’épilepsie et la dépression, préviendrait les peabes d’observance thérapeutique (non
respect des prescriptions) rencontrés chez 40%pdésnts dans le domaine des MICI
(Cervenyet al, 2007).

Aucune donnée sur la VNS n’est actuellement didplendans le domaine de la
pathologie inflammatoire digestive, qu’elle soit dature expérimentale ou clinique. Des
donnés uniguement pharmacologiques, ont été publiéms un modele expérimental de
pancreéatite (van Westerlost al, 2006) et dans un modele d’inflammation péritopédé
I'iléus post-opératoire (Thet al, 2007). D’autre part, les effets d’agonistes chetgiques
ainsi que des anti-ChE ont été testés avec sucaes un modele expérimental de colite

(Miceli & Jacobson, 2003). La voie cholinergiquetianflammatoire a donc un intérét
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potentiel dans le domaine de la gastroentérologadiculierement pour le traitement des
MICI (Bonaz, 2007).
Le but de ce travail a été d’étudier les effetseamlyés par la VNS sur un modéle
de colite au TNBS. Pour cela, nous avons :
1) réalisé une stimulation répétée du nerf vaguezcties rats vigiles avec une
électrode de stimulation chroniquement implantédest parameétres décrits comme
activateurs de la voie cholinergique anti-inflamaied,
2) étudié les effets de la VNS aux niveaux molécaldissulaire, et intégré,
3) examiné les mécanismes d’action de la VNS dartieermodéle, notamment ses
effets sur les voies de signalisation intracellidaimises en jeu dans I'activation
des cellules immunitaires,
4) étudié les effets latéraux de la VNS sur le SNG motricité digestive.

La finalité de ce projet est deroposer a terme, chez ’'Homme, la VNS dans le
traitement de la poussée ou dans le traitementtiigen des MICI. Ce type de thérapie,
utiliserait les propriétés anti-inflammatoires da Voie cholinergiqgue sans avoir les

inconveénients des thérapies biologiques (effeteseaires, colt, observance).
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1°" Partie : Application de
I'effet anti-inflammatoire de
I’électrostimulation vagale a
un modele de colite
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Application de l'effet anti-inflammatoire de
I’électrostimulation vagale a un modeéle
de colite

1 Matériels et méthodes

La premiere partie des travaux reéalisés a consigtémettre au point
I’électrostimulation vagale ainsi que son applicatia I'inflammation induite par un
modele de colite expérimentale chez le rat.

La mise au point de la chirurgie d'implantation ‘alwbrd fait I'objet d’essais sur
des rats anesthésiés. Grace a de premieres imfiarsta aigués », nous avons pu parfaire
la technique chirurgicale d’'implantation de I'élexde. Une seconde étude préliminaire

nous a aussi permis d’adapter le modele de colitENBS.

1.1 Animaux

L'expérimentation a été réalisée sur des rats m@pagues-Dawley de 250-300g
(Janvier, Le Genest St Isle, France). lls ont é&iéeingés dans des conditions de stabulation
controléees :

- température : 22 1°C,

- hygrométrie : 5Gt 10%,

- cycle nycthéméral : 12h/12h, lumiere de 8h a 2@iscarité de 20h a 8h,

- litiere (copeaux de bois), changée 3 fois par samai

- nourriture et eaad libitum
Les animaux ont été acclimatés pendant au minimujouvs avant toute manipulation.
L’ensemble des expériences a été effectué pendsmtcEneaux horaires identiques (9h-
12h ou 13h-14h selon les étapes du protocole)ddilimiter les variations circadiennes.

Le choix de I'espece animale a été fait en fonctoes implications liees aux
impératifs de la technique de VNS. En effet, lapait des études de VNS on été réalisées
chez cette espéce pour des raisons techniquescdksktion et d’isolement du nerf vague
(Borovikova et al, 2000b; Berniket al, 2002b; Guariniet al, 2003). De plus, de

nombreuses études concernant la colite ont étésnasepoint sur le rat (Morrist al,
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1989). Enfin il s’agit de I'espece animale couraminetilisée dans notre laboratoire
(Porcheret al, 2004; Sinnigeet al, 2004; Porcheet al, 2005).
Le déroulement des différentes étapes de I'expériatmdn animale est illustré par le

chronogramme présenté dans la figure 15.

Instillation
(TNBS ou sérum physio\ogique)
Enregistrement l .

. . . . . i i g i i H Euthanasie
Implantations chirurgicales : __ Température / Locomotion _: 'stim il stim. kil Stim. il Stim. |l Stim. ks Prélevements
- capteur telemetrique Période contrdle i @ah) |1 @ny |1 @h) ] @n) | B (@) tissulai
- électrode de stimulation (12)) Issulaires

éJourO éJour1 jour 2 EJours jour 4

Enregistrement Température / Locomotion
apreés instillation (5j)

Figure 15 : chronogramme de I'expérimentation animale.

1.2 Chirurgie

La chirurgie d’'implantation a été effectuée sur dats anesthésiés par injection
intramusculaire (IM) d’'un mélange de kétamine (lgele 1000l, Mérial, Lyon, France)
et d’acépromazine (Calmivgt Vétoquinol, Lure, France) 125mg/kg et 0,15mg/kg
respectivement. Les animaux ont ensuite été rasésiveau de I'abdomen, du triangle
cervico-scapulaire ventral et au niveau du crane.

La premiere partie de la chirurgie a été consacaéd’implantation intra-
abdominale du capteur de télémétrie (Physiotel TBAP40, Data Sciences International,
MN, US). Celui-ci a été stérilisé une immersion d® min dans I'Endosporifé
(Laboratoires Hydenet Stéridine, Sainghin-en-Mé&#&)t France) puis rincé au sérum
physiologique. L’'abdomen du rat a été incisé, drabau niveau cutané, puis au niveau de
la ligne médiane, entre les faisceaux des muscitedsd Le capteur de télémétrie a été
introduit a I'intérieur de la cavité abdominale dat. Apres I'introduction du capteur, deux
sutures ont été realisées, une au niveau du placuhaire (Soie F736, Ethicon, Neuchatel,

Switzerland) et une au niveau cutané (Vicryl JV4hthicon).
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Figure 16 : électrode animale de stimulation (Cyberonics) : électrode bipolaire spiralée, de diamétre

interne : 1mm.

La seconde partie de la chirurgie a consisté enplantation de I'électrode de
stimulation vagale (Figure 16) (électrode animdlgperonics, Lyon, France). Celle-ci a
été stérilisée selon le méme protocole que le capte télémétrie. Une incision de la peau
au niveau cervical ventral a été réalisée (figuBA)L pour permettre I'abord et la
dilacération dans le sens des fibres du musclensteléido-mastoidien afin de dégager la
carotide gauche (figure 17B et C). Apres isolemeéatpaquet vasculo-nerveux, le nerf
vague a été repéré puis I'électrode bipolaire $pérgplacée autour de I'ensemble vasculo-
nerveux (figure 17D, E et F) (anode/proximale ehode/distale) selon une méthodologie
validée (figure 18) (Handforth & Krahl, 2001; Kraat al, 2004; Folleseet al, 2007). Le
plan musculaire a été refermé et I'électrode fidém surface du muscle par un point de
suture (F736, Ethicon) (figure 17G). Une incisio®diane a ensuite été effectuée sur le
dessus du crane, et une tunnelisation sous-cutagi& aéalisée pour amener les fils de
connexion de I'électrode jusqu’a la partie postéréedu crane avant la fermeture du plan
cutané cervical (JV452, Ethicon) (figure 17H).

Le rat a ensuite été installé sur le cadre de staxée (David Kopf Instruments,
Tujunga, CA, USA) afin de mettre en place le corneec (barrette CI2x6, Selectronic,
Lille, France) reliant I'électrode a la chaine démsilation. Aprés résection des plans
cutanés et dégagement de la surface osseuse, mustase soignée a été réalisée et quatre
vis d’ancrage (diameétre : 1mm), ont été fixéeslewrane du rat. L'électrode a ensuite été
soudée au connecteur puis celui-ci a été fixé anergrace a du ciment dentaire

(Dentalorl, Heraeus, Courtaboeuf, France).
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Carotide

MNerf vagua

Figure 17 : implantation chirurgicale de I'électrode de stimulation.

A : incision du plan cutané ; B : dilacération du muscle sterno-cléido-mastoidien ;

C : isolation de la carotide et du nerf vague ; D, E, F : mise en place des 2 pdles de I"électrode autour de
la carotide et du nerf vague ; G : suture et fixation de I'électrode sur le plan musculaire ; H : suture du

plan cutané.
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Figure 18 : schéma de I'implantation de I'électrode de stimulation.
A :

différentes fibres vagales chez le rat (d’aprés Krahl et al., 2004).

anatomie vagale au niveau cervical ; B : emplacement de I'électrode de stimulation par rapport aux

Apres deux jours de récupération, les rats ont ibmstié légerement anesthésiés
par injection IM d’'un meélange de kétamine (50mg/kg)X’'acépromazine (0,05mg/kg) puis
reliés au dispositif de stimulation (unité d’isolent, SIU5 ; unité a courant constant,
CCU1 ; stimulateur, S88 ; Grass Technologies, AMex, RI, USA) par l'intermédiaire
d’'un céable relié a un collecteur tournant (TA13ERG2, Air Précision, Le Plessis
Robinson, France) (figure 19). Le rat était dongilei, libre de tout mouvement, et relié

jusqu’a la fin de I'expérience a la chaine de station (figure 20). Douze jours de

récupération ont été laissés au

rat avant le déblha VNS et I'instillation du TNBS.

Stimulateur

(S88, Grass)

Unité d'isolement

(SIUS, Grass)

Unité a courant
constant

(CCU1, Grass)

Collecteur tournant

(TA13EEG12F2,
Air précision)

Electrode de
stimulation

—; (Cyberonics)

Figure 19 : schéma de la chaine de stimulation.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

68




" v 3
Unité a courant - T ,}
constant —— i 8
Unité d’isolement F"’r Py !"

Collecteur tournant =

Figure 20 : rat vigile relié au dispositif de stimulation

A :dispositif de stimulation ; B : un rat vigile avec électrode implantée.

1.3 Groupes d’animaux

Quatre groupes de 12 animaux ont été utilisés petie expérimentation :

- le groupe contréle (Sham/Salin) : pas de stimomgtinstillation intracolique
de sérum physiologique,

- le groupe VNS/Salin : stimulation vagale et iflation intracolique de sérum

physiologique,

- le groupe Sham/TNBS : pas de stimulation et lldton intracolique de
TNBS,

- le groupe VNS/TNBS : stimulation vagale et instilon intracolique de
TNBS.

L’ensemble des animaux, quel que soit leur gro@pdonc été implanté avec une

électrode de stimulation et un capteur télémétrique

1.4 Stimulation vagale

Une période de récupération de douze jours a éwsda aux animaux. La
stimulation a débuté 1h avant l'instillation et & é&ffectuée durant 3h par jour (9h-12h)
pendant 5 jours consécutifs chez des animaux wgilees parametres de stimulation,
adaptés a partir de plusieurs études (Naritetkkal, 1995; Borovikoveet al, 2000b; Bernik
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et al, 2002a; Miceli & Jacobson, 2003) et connus poutivac les efférences vagales
(Borovikovaet al, 2000b; Berniket al, 2002a) étaient les suivants :

- intensité : 1mA,

- fréquence : 5 Hz,

- durée du pulse : 500us,

- trains de stimulation : 10s ON, 90s OFF.
Le profil de la stimulation est schématisé suri¢aife 21.

Intensité

4

500us 200ms
lmA <+ <>

90s OFF

10s ON

Temps (SP})

Figure 21 : schéma de la stimulation électrique.

1.5 Colite au TNBS

Nous avons opté pour un modele expérimental ddecaiduite par I'instillation
intracolique de TNBS (Fluka, St Quentin FallaviErance) (Morriset al, 1989; Miceli &
Jacobson, 2003). Le modéle expérimental a été cpoig plusieurs raisons :
- il est bien maitrisé et caractérisé au sein duratoire (Porcheet al, 2004;
Sinnigeret al, 2005),

- il présente des homologies avec la MC,

- dans ce modele, I'inflammation est induite rapidatnEontrairement au DSS),
ce parametre est important pour cette expériencisqpa les rats sont
chroniquement implantés avec I'électrode de stitioma et les risques de

désimplantatioraugmentenavec le temps.
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Nous avons adapté les conditions expérimentalesfldfnmation en ajustant la
dose (250L de TNBS, soit 30mg/kg, dilution dans 50% d’éthBnafin de diminuer le
taux de mortalité d0 a l'induction de la colite.

L'instillation a été réalisée sur des rats a jeepuls 12h et 1h apres le début de la
premiére stimulation. Les rats ont été I|égéremenhesthésiés (kétamine
(50mg/kg)/acépromazine (0,05mg/kg) IM), pesés, puie canule remontant jusqu’a
I’angle colique gaucher{gure 22) (16G, 7,5cm de longueur, Harvard Apparatus, Lds,Ul
France) a été introduite dans le célon via I'anctuen afin de réaliser l'instillation. Les
rats ont ensuite été mis en position de décubiémnral déclive (abdomen surélevé) jusqu’a
leur réveil afin d’éviter I'expulsion immédiate AINBS. Les rats des groupes contrdles et
VNS/Salin ont recu une injection de 250uL de séphysiologique. Ce volume de 250uL
est couramment utilisé et permet une diffusion duwitle du célon transverse au colon
distal (figure 22). Les rats avaient ensuite unéadibre a I'eau et a la nourriture jusqu’a la

fin de I'expérimentation.

Figure 22 : étude radiographique du volume d’injection intracolique. Injection de 250uL de liquide de
contraste (Télébrix, Guerbet, Bobigny, France) dans le célon.

A : avant injection avec la canule en place ; B : 5 min aprés instillation ; C : 30 min aprés instillation.
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1.6 Euthanasie et prélevements

Cing jours apres l'instillation, les rats ont étfmndément anesthésiés (kétamine
(150mg/kg)/acépromazine (0,15mg/kg) IM) et pesésie Uaparo-thoracotomie a été
pratiquée et les rats ont été perfusés avec 150enkédum physiologique (NaCl : 0,9%)
durant 10 min grace a une canule intracardiaque.di#érents prélévements digestifs ont
ensuite été effectués :

- portion du colon Iésée (de 3 a 7cm au-dessusades),

- portion du colon immédiatement au-dessus de $@oré inflammatoire mais

non lésée macroscopiquement.
Apres ouverture longitudinale et photographie, cimec des portions a été partagée
longitudinalement en quatre pour analyses :

- histologique,

- protéique par les méthodes ELISA, et western,blot

- des ARNm par la technique de RT-PCR,

- immunohistologique de marqueurs inflammatoires.

1.7 Marqueurs étudiés

1.7.1 Par télémétrie : température corporelle et activité locomotrice

L'implantation du capteur de télémétrie au niveaurd-abdominal permet
I'enregistrement de la température corporelle et’aetivité locomotrice des animaux. Le
systeme a été programmeé afin de réaliser un erregisnt de 30 sec toutes les 2 minutes
de ces deux parameétres. Les données ont été reesiédlut au long de I'expérience a partir
de l'implantation. Ce systeme présente I'avantagepduvoir visualiser plus précisément
I'’état de santé des animaux par l'intermédiaire dgsles circadiens de température
corporelle et d’activité locomotrice. Cela nous armis d’observer, dés le début de
I'’expérimentation, qu’environ 10 jours étaient nesa&res aux rats pour récupérer
totalement de la chirurgie d’'implantation et decl@annexion a la chaine de stimulation.
C’est en particulier pour cette raison que la statian vagale et I'instillation intracolique
ont été realisées 12 jours apres la chirurgie. &ume de I'expérience, I'ensemble des
enregistrements de télémétrie a été vérifié (élation des artéfacts), les données

concernant l'activité locomotrice ont été normatiséar un calcul du z-score pour chacun

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 72



des rats en utilisant comme référence I'activitéolmotrice enregistrée deux jours avant
I'instillation (Chevrieret al, 2006). La période de référence de 24h a été ighers évitant

la veille de l'instillation durant laquelle les sabnt été mis a jeun. En effet la mise a jeun
entraine quelques perturbations des rythmes cieoadide température et d’activité

locomotrice. La température corporelle et I'acvibcomotrice ont ensuite été moyennées

par heure et pour chacun des groupes d’animaux.

1.7.2 Poids des animaux

Les rats ont été pesés au moment de l'instilla@oids initial, a JO) et au moment
de I'euthanasie (poids final, & J4). Nous avonssiapu voir I'évolution du poids des

animaux de l'induction de I'inflammation jusqu’afia de I'’expérimentation.

1.7.3 Surface des lésions

Au moment du sacrifice, les prélevements digegiiit été photographiés afin de
réaliser, une analyse des lésions du cblon paryse@atolorimétrique (Diopet al, 2002).
Nous avons utilisé le logiciel Visilog 6 (NOESISrdlles, France), afin de déterminer
guatre zones en fonction de leur niveau de coulenmsmale, inflammatoire, nécrotique et

artéfactuelle (reflets).

1.7.4 Analyse histologique du cé6lon

Les prélévements tissulaires issus de 12 rats (8 par groupe) ont été
conditionnés selon la méthode suivante : fixati@amslle formol salin (10%) et inclusion
dans la paraffine. Des coupes tissulaires (5pminet coloration a I’hématoxyline et a
I’éosine (H&E) ont ensuite été réalisées. L'analys&tologique a ensuite été effectuée en
aveugle par un laboratoire d’anatomopathologie neéaére (Vétopath, Sofia-Antipolis,
France).

L'évaluation de la sévérité de l'inflammation a étalisée par examen de la
structure tissulaire, de la taille de vaisseauxgsars et de [linfiltrat de cellules
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inflammatoires (Geboest al, 1999). Les changements tissulaires ont été dasséon
cing grades :
» grade O : tissu normal,
» grade | : inflammation Iégere, infiltration suba&localisée,
» grade Il : inflammation modérée, infiltration locsde ou diffuse au niveau
de la lamina propria,
» grade Il : inflammation sévére avec ulcératioméctrose superficielle,

» grade IV : inflammation sévére avec nécrose tranéfse.

1.7.5 Quantification de l’expression de la myéloperoxidase

Le dosage de la myéloperoxidase (MPO) est classidaas les modéles
d’inflammation (Morriset al, 1989; Tateishet al, 1997; Ghiaet al, 2007). En effet, la
MPO, enzyme des polynucléaires neutrophiles essagjaement utilisée comme mesure de
I'intensité de l'inflammation. Les prélevements éggifs réalisés au moment du sacrifice
ont été congelés par immersion dans l'azote ligutleconservés a -80°C. Ceux-ci ont
ensuite été broyés avec des billes de silice (lg/simatrix D, FastPrep-24 Instrument
Device, Qbiogen, lllkirch, France). L’ensemble depmrocessus d’extraction des protéines
a été realisé a 4°C et dans une solution de PBSAE®IO5M-5mM, pH : 7,3) contenant
des inhibiteurs de protéases (Complete Roche EDEA;fRoche Diagnostics, Meylan,
France). Les lysats ont ensuite été conservés &-8uis un dosage ELISA de la MPO a
été réalisé grace a un kit (HK210, Hycult biotedlogy, Uden, The Netherlands).

1.7.6 Dosage des ARNm par RT-PCR

Les échantillons digestifs, recueillis lors de Heanasie ont été conservés dans une
solution de RNALater (Qiagen, Courtaboeuf, Frangelis broyés dans un tampon de lyse
(Qiagen). Les ARNm totaux de chacun des échansllont ensuite été isolés par le kit
MagNA Pure LC mRNA isolation kit Il par 'automatdagNA Pure LC (Roche Applied
Science, Roche Diagnostics). La « transcriptionersg » a été réalisée avec 4uL de
solution d’ARNmM dans 10uL en utilisant le kit RegserTranscriptase Core (Eurogentec,
Angers, France), avec 50uM d’amorce oligo (dT) L2 d’inhibiteur de RNase.
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Les amorces ont été dessinées et optimisées sidmpétience du laboratoire
(Peinnequinet al, 2004) (tableau 2) afin de permettre la quantifoma des ARNm de
plusieurs protéines mises en jeu dans I'inflamnratio

- ARNm de cytokines : IL-@, IL-6, IL-10 et TNFax,

- ARNm de facteurs de transcription : T-box 21, ergiprincipalement dans les

cellules Thi,

- ARNm de protéines modulant les voies intracellidairde signalisation :

SOCS3 (suppressor of cytokine signalling 3) conmwrpinteragir avec la
protéine JAK2 ; NKIA (nuclear factor ofk light chain gene enhancer in B-
cells inhibitora) inhibiteur de NKkB,

- ARNm de protéine de I'adhérence cellulaire : ICAML1.

Géne Amorces Réf. GenBank | TH | NC

Sens 5- CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG -3
ARBP Antisens | 5'- CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG -3’ NM_022402 | 57°C | 45

Sens 5-TATCTGCACTGCCAAGACTGAGTG -3’
Antisens | 5-CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCC-3’

Sens 5- CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC -3
HPRT Antisens | 5- GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC -3’ NM_012583 | 60°C | 45

ICAMA Sens 5- AATCCAGCCCCTAATCTGACCTG -3' NM_053565 |58C | 45

Antisens | 5- CCGTTTGACAGACT TCACCATCC -3’
Sens 5- CACCTCTCAAGCAGAGCACAG -3'
Antisens | 5- GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC -3

Sens 5- GCGATGATGCACTGTCAGAAAAC -3
IL-6 Antisens | 5- AACGGAACTCCAGAAGACCAGAG -3’ NM_012589 | 60C | 45

Sens 5- AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG -3
. Antisens | 5- CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG -3’ XM_343065 | 57T | 45

Sens 5- CCTCCAGCATCTTTGTCGGAAGAC -3
S0Cs3 Antisens | 5-TACTGGTCCAGGAACTCCCGAATG -3’ NM_053565 | 58T | 45

Sens | 5- CCTTCCAAGAGACCCAGITCATIG -3
T-box 211, isens | 5- TTTGGCAAAGGGGTTGTTGTC -3 i e B

Sens 5- AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC -3'
TNFo Antisens | 5- TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC -3’ NM_012675 | 58T | 45

Sens 5- ATCTCCCTGCCATCACTCTGC -3
IL-10 Antisens | 5'- CAAACAATACGCCATTCCCAAG -3' X 60675 56T | 45

CycA

NM_017101 | 58T | 45

IL-1B

NM_031512 [ 58T | 45

Tableau 2 : Génes étudiés et condition de la RT-PCR.

TH : température d’hybridation ; NC : nombre de cycles ; ARBP : acidic ribosomal phosphoprotein ;
CycA : cyclophylin A ; HPRT : hypoxantine guanine phosphoribosiltransferase ; ICAM1 : intercellular
adhesion molecule-1 ; IL-1p : interleukin-1B ; IL-6 : interleukin-6 ; NFKBIA : nuclear factor of k light
chain gene enhancer in B-cells inhibitor a ; SOCS3 : suppressor of cytokine signalling 3 ; TNFa : tumor

necrosis factor a. En rouge : les géne rapporteurs
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Les PCR ont été réalisées grace au kit LC Fast St Master SYBR Green
(Roche Applied Science) avec 0,5uL d’ADNc dans wiume de 20uL (4mM MgG)
3mM pour le TNE ; et 0,4uM d’amorce (0,5uM et 0,6uM pour SOCS3I'Hi6
respectivement). Les PCR ont été menées par 4®sythbmplification : 20sec a 95°C,
5sec a 56, 57, 58 ou 60°C selon les génes (voieaal?) et 10sec a 72°C grace au systeme
Lightcycler (Roche Applied Science). Le Cp (crogspoint), dernier cycle auquel la PCR
est exponentielle, a été calculé grace au logicielghtcycler Software v.3.5 (Roche
Applied Science). La quantification a été réalisge utilisant un pool de tous les
échantillons comme calibreur selon la méthode daparaison des cycles (Schmittgen &
Livak, 2008) avec normalisation par la moyenne gémimue des 3 genes rapporteurs
(ARBP : acidic ribosomal phosphoprotein ; CycA clophyline A ; HPRT : hypoxantine
guanine phosphoribosil transferase) (Pfaffl, 200andesompele et al., 2002). La variation
de ces 3 genes rapporteurs, au-dessus de la I&3jb@0) et dans la Iésion (0,095), est
demeurée inférieure au seuil de 0,150 qui auratlioppé I'addition d’'un gene rapporteur
supplémentaire. Nous avons donc utilisé les gerRBR CycA et HPRT pour normaliser
les quantités respectives de chacun des marquéaofiachmation étudiés

1.8 Analyse discriminante

L’'inflammation faisant intervenir un grand nombre fhcteurs agissant au final de
maniére synergique ou antagoniste, il nous estrapipaéressant d’étudier I'inflammation
non pas uniquement par I'intermédiaire de paranségelés, mais aussi avec une approche
multiparamétrique (Vodovotzt al, 2008; Vodovotzet al, 2009). Nous avons donc
réalisée une étude multivariée, prenant en compisiqurs parametres en méme temps,
pour cela nous avons effectué une analyse discamié Celle-ci nous a permis d’obtenir
non seulement I'importance relative, dans la colde chacun des parameétres utilisés au
départ, mais aussi un index général caractérisafitimmation induite par le TNBS. Cette
analyse a tenu compte de facteurs physiologiqguempérature corporelle et activité
locomotrice), tissulaires (surface des lésions)metéculaires (dosages d’ARNm : ThF
IL-1B, IL-6, ICAM1, NFKBIA, SOCS3, TBX21). Nous avons alors obtenu un indmbal
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caractérisant la colite a partir de facteurs desstniveaux d’étude (intégré, tissulaire et
moléculaire).

Dans une premier temps, afin de caractériser lateca@lle-méme, I'analyse
discriminante a été realisée en comparant le groupetrole et le groupe colite
(Sham/TNBS). Nous avons ainsi obtenu pour chacus pi@ameétres son importance
relative dans la colite (coefficient standard) mégslement un coefficient non standard.

Le coefficient non standard nous a permis, dandauxieme temps, de calculer un

index global pour chacun des rats en utilisanblanule suivante :

Index = FactA x Val. Adurat 1 + Fact.B x Val.Bdurat 1 + Fact.C x Val.Cdurat 1...

Nous avons appliqué cette formule aux parametres aldmaux issus des 4
groupes. Tous les parameétres entrant en jeu damathmation, nous les avons tous
conservés, y compris lorsque leur importance éffaitble, pour obtenir l'index
d’inflammation le plus global possible. La moyenahe I'index pour chacun des groupes a
ensuite été calculée et nous avons traité cell@vec le méme type d’analyse statistique

gue chacun des autres résultats (test de Mann-@4ithivilcoxon).

1.9 Les voies intracellulaires mises en jeu

Afin de mieux caractériser les voies intracellutsiret la nature des cellules
immunitaires mises en jeu lors de la VNS, nous avaoralisé I'étude de I'expression de
facteurs de transcription, intervenant dans lescades intracellulaires activées durant
I'inflammation (notamment par la liaison cytokinéeepteur). Ces analyses ont été faites
par les méthodes de western blot et d'immunohistoigh Les facteurs de transcription
principalement activés sont les « Signal transdacer activator of transcription» (STAT).
Ces molécules sont activées par phosphorylationegaécepteurs aux cytokines (Wurster
et al, 2000), puis, celles-ci vont étre transloquéessdannoyau ou elles vont moduler la
transcription de genes spécifiques de l'inflammati¢cytokines pro-inflammatoires
notamment). En fonction du type de cellules immaings, et du type d’inflammation, les
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STAT exprimées sont différentes (Wurstdral, 2000; Lovatoet al, 2003; Mudteret al,
2005; Theet al, 2007; Alexet al, 2008; O'Malleyet al, 2008):

- les STAT3 sont principalement exprimées par lesmphages,

- les STAT4 sont principalement exprimées par yesphocytes Th2 ,

- les STAT6 sont principalement exprimées par yesphocytes Thl et Th17.

1.9.1 Anticorps

Les anticorps primaires anti- STAT3, STAT3 phosptée (STAT3-P), STAT4,
STAT4-P proviennent de chez Signalway Antibody (@unedex, Souffelweyersheim,
France), I'anticorps anti-STAT6 de chez USBiologdiawampscott, Massachusetts, USA),
I'anticorps anti-STAT6-P de chez American Reseaehduct (Belmont, Massachusetts,
USA), l'anticorps anti-actine de chez Sigma-Aldri¢b’isle d’Abeau, France). Les
anticorps secondaires biotinylés ou couplés a leoxyelase ont été achetés chez les
Laboratoires Vector (Abscys, Paris, France) et Saskimmunoresearch (Immunotech,

Marseille, France) respectivement.

1.9.2 Western blot

Les échantillons utilisés pour I'analyse par westéfot ont été traités avec la
méme méthode de conservation et d’extraction que peur le dosage de la MPO. Dans
un premier temps, les protéines totales de chaaséthantillons ont été dosées par la
technigue du BCA (Pierce, Rockford, IL, US) selas linstructions du fabriquant. Les
eéchantillons ont ensuite été préparés pour le wedibt : ajout du bleu de Leamli (20%)
et dénaturation par chauffage 5 min a 95°C. Nousnavensuite déposé des volumes
contenant 13 ou 15ug de protéines sur des gels% d@crylamide, puis réalisé un
transfert sur membranes PVDF (GE Healthcare, Bugtkamshire, UK). Aprés incubation
des membranes dans la solution de saturation (TA8M2 3% BSA, 0,1% Tween 20)
durant 1h a température ambiante, les membranegténincubées durant une nuit a 4°C
dans la solution de saturation contenant I'antisoggimaire (dilution: 1/1000). Trois
lavages de 10 min ont ensuite été effectués dasslldion de rincage (TBS 24mM, 0,1%

Tween 20), puis les membranes ont été incubéestémpérature ambiante en présence de
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I'anticorps secondaire (1/20.000) dilué dans lausoh de saturation. Aprés trois lavages
de 10 min dans la solution de ringage, et un deramMage de 10 min dans une solution de
PBS-NaCl (500mM), la révélation a été réalisée parimiluminescence (ECL
westernblotting reagent, GE Healthcare) sur filradiographiques (GE Healthcare). Une
guantification a finalement été effectuée avecdgidiel ImageJ (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA). L’ensemble deamdifications a été rapporté sur la
guantité d’'actine présente sur chacun des blotart@hnet al, 2006).

1.9.3 Immunohistochimie (IHC)

Les échantillons ont été fixés dans une solutiopalaformadehyde (4% ; 0,1M de
borax) pendant 24h, puis transférés dans une salidientique contenant 30% de sucrose a
4°C pendant 5 jours. Les tissus ont ensuite ét@el@s dans la carboglace puis des coupes
transversales de 16um ont été réalisées au crygst@rom HM500M, Francheville,
France) et montées sur des lames Superfrost Plusn4él-Glaser, Braunschweig,
Allemagne).

Une fixation complémentaire a été réalisée dans soletion d’acétone a -20°C
pendant 10 min, puis la péroxidase tissulaire epdega été inhibée par une incubation de
30 min dans une solution de méthanol contenant 3%Q@, Les lames ont ensuite été
incubées 30 min dans la solution de saturation (PB% de sérum de cheévre), puis
incubées 1h en présence de l'anticorps primair@édi(1/1000) dans la solution de
saturation. L’'anticorps secondaire (kit PK-6101,cwe Laboratories, L’lsle d’Abeau,
France) a été appliqué lors d’'une incubation den®®. La solution contenant le complexe
avidine/biotine (Vectastain kit, Vector Laborat@)ea ensuite été appliquée durant 30 min,
et la révélation a l'aide de la solution de DABt(&K-4100, Vector Laboratories) a été
effectuée. Nous avons enfin terminé par une cocdteration a I’hématoxyline avant de
sécher, dégraisser et monter les lames dans du (OWW¥R, Leicestershire, Angleterre).
Des séries de lavages avec une solution de PB&téntéalisées entre chacune de ces
étapes sauf entre la saturation et I'incubatiorcdianticorps primaire.

Les lames ont ensuite été analysées au microscdpeskop, Carl Zeiss,
Zaventem, Belgique) et photographiées grace a anmeéa numérique (Color Mosaic 11.2,

Diagnostic instruments, Sterling Heights, MI, US).
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1.10 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées gragepeogrammes Statistica 8.0
(Statsoft-France, Maison-Alfort, France) et Kalgdaph 3.6 (Synergy Software, Ritme
informatique, Paris, France). Les données de tékéenént été traitées par analyse de
variance (ANOVA) répétée, avec un test post-Hoaxdmparaison de BonferofChevrier
et al, 2006) L’ensemble des autres résultats a été analysé@rmpaest non paramétrique de
Mann-Withney-Wilcoxon. Les valeurs sont considéréesme significatives pour p<0,05,

tous les résultats sont présentés de la manievarsiel : moyenne erreur standard.
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2 Résultats

2.1 Télémétrie : température corporelle et activité locomotrice

Le systéme de télémeétrie nous a permis de suigevdgiations circadiennes de
température corporelle et d’activité locomotriceosfanée des la fin de la chirurgie
d’'implantation et jusqu’a I'euthanasie des animaDi jours aprés la chirurgie, les quatre
groupes d’animaux récupérent des rythmes circadidastempérature corporelle et
d’activité locomotrice normaux. Le rat, espéce moge, montre ainsi une température
corporelle et une activité locomotrice supérieudeisant la période d’obscurité (20h-8h)
par rapport a la période éclairée (8h-20h) (figut8A et 24A) :

- températures : 38,2 0,1 °C en période sombre et 3%20 ,1 °C en période

éclairée,

- locomotions : 0,7+ 0,2 UA en période sombre et 0£30,1 UA en période

éclairée.
Les rythmes circadiens normaux se poursuivent j@sdianesthésie nécessaire pour
réaliser l'instillation les animaux, avec toutefais |égéres variations dues a la mise a jeun
la veille de l'instillation (non montré). Comme haontrent les figure3A et 24A, les
guatre groupes d’animaux ont des rythmes identiqwest I'instillation.

Le jour de linstillation (JO) les rats sont anesthés (kétamine) pour permettre
I'injection du TNBS ou du sérum physiologique. h eésulte une hypothermie (-2°C en
moyenne), visible chez les quatre groupes (moyer8te2+ 0,7 °C), I'hypothermie la plus
importante étant observée chez le groupe Sham/TNBS9 + 0,7 °C) (figure 23B).
L’hypothermie est suivie par une légere hypertherneit par une hyperactivité au moment
de la phase de réveil chez I'ensemble des quawepgs avec un retour a une activité
normale 6h aprés I'anesthésie (figure 23B et 24B).

* A partir de la nuit suivante, les deux groupesnayacu une instillation de sérum
physiologique (Sham/Salin, et VNS/Salin) reprennentcycle circadien de température
corporelle normale (figure 23C), toutefois, l'adtér locomotrice spontanée demeure

réduite durant cette période par rapport a la deitréférence avant l'instillation (figure
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24A et C). L’activité locomotrice revient a la noale dés la deuxiéme nuit suivant
I'instillation pour ces deux groupes (figure 24C).

* Les deux groupes ayant recu le TNBS (Sham/TNBSNSB/TNBS) présentent
une altération des rythmes circadiens de températarporelle et d’activité locomotrice
spontanée. Durant les périodes sombres, une hypoiheet une réduction de la
locomotion apparaissent et perdurent quasimentujastp fin de I'expérimentation (J4).
Durant les périodes éclairées, les activité locarnes sont comparables a celle du groupe
contrble, concernant la température corporellestc’@ne hyperthermie qui est visible
durant cette période et cela durant les 3 jourgasuil’instillation (JO-J4).

La VNS a plusieurs effets durant les 24h suivanstillation mais ceux-ci sont
statistiqguement non significatifs :
1) elle semble diminuer I’'hnypothermie induite panlesthésie au moment de l'instillation
(figure 23B). En effet les rats VNS/TNBS montrenteu hypothermie un peu moins
importante que les rats Sham/TNBS.
2) elle semble diminuer I'hypothermie induite pa TNBS durant la période sombre
(figure 23B).

La VNS n’induit aucune modification visible au eau de I'activité locomotrice

spontanée (figure 24B et C).
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Figure 23 : rythmes circadiens de température corporelle.

A : période référence ; B : Température le jour de l'instillation (J0) ; C : température jusqu’a I'euthanasie

(30-34).

Les barres sombres horizontales

représentent

la période sombre (nuit).

a

Contrdle vs

Sham/TNBS ; B : Contrdle vs VNS/TNBS ; o/B : p<0,05 ; aa/Bp : p<0,01 ; aaa/BRR : p<0,001.
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Figure 24 : rythmes circadiens d’activité locomotrice spontanée.

A : période référence ; B : locomotion le jour de l'instillation (JO) ; C : locomotion jusqu’a I'euthanasie (JO-
J4). U.A. : unité arbitraire. Les barres sombres horizontales représentent la période sombre (nuit). a :
Contrdle vs Sham/TNBS ; B : Contrdles vs VNS/TNBS. o/ : p<0,05, aa/pB : p<0,01 ; aaa/BRR : p<0,001
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2.2 Evolution du poids

La figure 25 illustre I'évolution relative du poiddes animaux entre le jour de
I'instillation (JO : poids initial) et le jour déduthanasie (J4 : poids final) (Figure 15). Les
deux groupes recevant une instillation de salin wm¢ évolution positive du poids avec
+14,5+ 1,3 % pour le groupe contrble et +12D,7 % pour le groupe VNS/Salin.

L’instillation de TNBS provoque une diminution dwids des animaux. Ainsi, au
moment du sacrifice, les rats Sham/TNBS montrerg perte de poids (-4, 1,0 %)
significativement différente (p<0,0001) par rappautgroupe contréle (14;51,3 %).

Au contraire, le groupe VNS/TNBS présente pour ag pne tres légere perte de
poids de -0,3 1,5, soit une amélioration significative (p=0,@9r rapport au groupe non
stimulé (-4,1+ 1,0 %).

20 - H Contréle
HVNS/Salin
B Sham/TNBS
15 - OVNS/TNBS

10 ~

Pourcentage du poids initial
(4]
|

5

-10 -

Figure 25 : évolution du poids des animaux (entre JO et J4).
* : p<0,05; *** : p<0,001.
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2.3 Surface des lésions

Au moment de I'euthanasie, les colons distaux daétphotographiés avant d’étre
traités pour les dosages des différents marqueausés. A partir des clichés réalisés, nous
avons pu effectuer une quantification colorimétaaies surfaces Iésionelles.

Les rats ayant recu une instillation de sérum pilggique présentent un colon dépourvu

de toute lésion et de toute anomalie (figure 2879t

Contréle VNSISalin Sham/TNBS VNSITNBS

1cm

Figure 26 : analyse macroscopique des lésions.
A : |ésions macroscopiques représentatives au niveau de colons distaux ; B : quantification colorimétrique

des surfaces lésionnelles.

Les rats ayant recu une instillation de TNBS momitigour leur part des Iésions au
niveau du cdlon distal. Ces lésions sont générattreiduées entre 3 et 7 cm au dessus de
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I'anus (figure 26). En revanche, aucune Iésion msoopique n'a été observée en dehors
du cblon. La surface moyenne des Iésions obsemées le groupe Sham/TNBS est de 2,7
+ 0,4 cm2 (figure 27).

En ce qui concerne le groupe VNS/TNBS, les surfdésées sont inférieures au

groupe Sham/TNBS (2,8 1,3 cm?) mais de maniére non significative (figlig.

Surface des lésions macroscopiques
2.5
m Cortrile

o~ 3.0 1 OvNSSalin
E B Sham/TNES
a 2.9 1 B YNS/TNBS
=
a 2.0
o
< 1.5
a
&
‘g 1.0 A
W

0.5 A

0.0 |

Figure 27 : surface moyenne des lésions au niveau du colon distal.

2.4 Analyse histologique

L’examen histologique ne montre aucune Iésion odification tissulaire chez les
animaux ayant recu le sérum physiologique (SharnmSalVNS/Salin).

Par contre, le TNBS induit des lésions au niveadissu coliqgue. Les dommages
engendrés sont transpariétaux : les lésions touchiépithélium et s’étendent parfois
jusqu’a la musculeuse et a la séreuse. Le TNBSratrgeune déstructuration tissulaire, une
dilatation des vaisseaux sanguins, la formation d&mees, ainsi qu’une infiltration de
cellules immunitaires et plasmatiques (lymphocyfedynucléaires), notamment au niveau

de la sous-muqueuse et de la lamina propria (fi@&ne
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Figure 28 : photographies des tissus coliques (coloration H&E) (grossissement d'observation X20).
Tissus sains : A : Sham/Salin ; B : VNS/Salin ; au-dessus de la Iésion : C : Sham/TNBS ;
D : VNS/TNBS ; dans la lésion : E : Sham/TNBS et F : VNS/TNBS dans la Iésion.
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Tableau 3: analyse anatomopathologique des tissus coliques.

0 : grade 0, tissu normal ; I : grade I, inflammation |égére, infiltration subaigué localisée ; II : grade II,
inflammation modérée, infiltration localisée ou diffuse au niveau de la lamina propria ; III : grade III,
inflammation sévere avec ulcération, nécrose superficielle ; IV : grade IV : sévere inflammation avec

nécrose transpariétale. (N=3).

Les grades d’inflammation sont résumés dans leetabB. Les dommages les plus
séveres sont observés a lintérieur des lésionsrasaopiques. Le TNBS engendre
majoritairement une déstructuration totale du tissudonc une inflammation de grade IV
(grade IV pour deux rats et grade Il pour un rBigns la zone située au-dessus de la lésion,
le tissu présente une inflammation moins séveradgrO pour un rat et grade Il pour les
deux autres).

Les rats du groupe VNS/TNBS présentent des tissusc ades grades
d’inflammation pratiquement aussi importants aueaiv de la |Iésion macroscopique que le
groupe Sham/TNBS, avec une importante déstructurates tissus (grade | pour un rat et
IV pour les deux autres). En revanche, au-dessula désion, les grades inflammatoires
sont objectivement réduits, seul un rat sur traisspnte un tissu inflammatoire de grade |

alors que les deux autres présentent des tissgsasain signe d’inflammation (grade 0).

2.5 Quantification de I'expression de la myéloperoxidase

Comme le montre la figure 29, les animaux des gesupecevant du sérum
physiologique présentent des quantités faibles #M6,5+ 2,5 ng/mg de protéines pour

le groupe contrble et 8;62,6 ng/mg de protéines pour le groupe VNS/Salin.
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L'instillation de TNBS induit des augmentations wificatives de la MPO, au
niveau de la lésion ainsi qu'au-dessus de la Iésiespectivement 14266 119,4 ng/mg
protéines (p<0.0001) et 23;96,0 ng/mg protéines (p<0.008) en comparaison e e
contréle (6,5 2,5 ng/mg de protéines).

La VNS induit une diminution de I'expression de N&PO dans I'ensemble du
colon. Cette diminution est uniquement une tendaageniveau de la lésion (12209
219,6 ng/mg protéines) mais elle est significatartedessus de la Iésion ou le niveau de
MPO est réduit a 9,% 4,2 ng/mg protéines (p=0,03) par rapport au gro8pam/TNBS
(23,9+£ 6,0 ng/mg protéines).

35 - - 1600

T L 1400

75 | B Contrile [ LAY
.E oy Ms/Salin L 1000 E
£ 50 | B Sham/THES &
= OVNSTNES Lson 2
£ S
2 15 1 =
o LB00 =
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= 400 =

5 L 200
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Tissus sains Au dessus de Dans la lésion
la lésion

Figure 29 : expression de la MPO au niveau du cdlon distal.
* 1 p<0.05; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001.

2.6 Dosage des ARNm

Nous avons dosé par la technique de RT-PCR plusi@RNm de cytokines et
d’éléments associés a I'inflammation. La figure@@sente les niveaux des ARNm (TaNF
IL-1B, SOCS3, NkBIA, ICAM1, IL-6, T-box 21, et IL-10) pour chacuned quatre
groupes. Mise a part pour les ARNm de T-box 21 etldlL-10, des augmentations
significatives (p<0,001) de I'ensemble des autréRNdn sont observées 5 jours apres

I'instillation du TNBS au niveau de la lésion (figu 30A-H). Malgré de légéres
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fluctuations, aucune variation significative due BNBS n’est observée au-dessus de la
[ésion.

Concernant I'effet de la VNS, il est intéressantrager qu’un effet significatif a
pu étre observé au niveau des ARNm du &N& de I'lL-1B, et ce en dehors de toute
inflammation. Il y a ainsi des diminutions signditves (p=0,01 et p=0,03 respectivement
pour les ARNm du TNé& et de I'lL-18) de la quantité de ces deux ARNm chez le groupe
VNS/Salin par rapport au groupe contréle (68,39,3% et a 65,3 7,7% respectivement
pour les ARNm du TNé et de I'lL-1B) (figure 30 A et B).

En revanche, bien que des diminutions soient okssnau niveau de la lésion
(figure 30A, B, F) ou dans la zone au-dessus (8g@0A, B, D, E), aucune n’est

statistiqguement significative.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 91



350 4

300 4

% du groupe contrdle
- L] ]
@ (=} [%,]
o o o
. ’

o
=]
L

w
o
L

1000 A

800 1

600

% du groupe contréle

400

200 A

TNFa

3
E
ErS

Tissus sains

Au-lessus de la lésion Dans la lésion

S0CS3

3
E
ErS

E

200 4
180 4
160
140 -
120 1
100
&0
60

% du groupe contréle

40 4
20

120 4

100 A

80

60

40 A

% du groupe contrdle

20 1

| I

m Contréle

O VNS/Salin
B Sham/TNBS
OVNS/TNBS

|

Tissus sains

Au-dessus de la lésion Dans la lésion

ICAM1

E™S
3%
e

W Controle
O VNS/Salin
B Sham/TNBS

OWNS/TNBS

m Contréle
OVNS/Salin
B Sham/TNBS
OWNS/TNBS

Tissus sains

ND

Au-dessus de la lésion Dans la lésion

T-Box

ND ND

Tissus sains

Au-dessus de la lésion Dans la lésion

W Contréle
OVNS/Salin
B Sham/TNBS

OVNS/TNBS

2500

2000

1500 A

1000 4

% du groupe contrdle

IL-1B

Fokk

E

350

300 A

250 A

200 A

150 4

% du groupe contrdle

100 4

50 4

| ommm——— N

Tissus sains Au-dessus de la lésion

NFkBIA

3
3
Er

Dans la lésion

3000

2500

2000 4

15600 4

1000 4

% du groupe contréle

[H]

1404

1204

% du groupe contrdle

N
=1
.

100 4

@
=1
'

@
=1
'

'y
o
s

Tissus sains Au-dessus de la lésion

IL-6

5%
e
3%

Dans la lésion

. j——] ND ND

Tissus sains Au-dessus de la lésion

IL-10

ND ND

Dans la lésion

Tissus sains Au-dessus de la lésion

Dans la lésion

Figure 30 : dosage des ARNm dans le cdlon distal (exprimé en pourcentage par rapport au groupe
contréle). A : ARNm du TNFa ; B : ARNm de I'IL-1B ; € : ARNm de SOCS3 ; D : ARNm de NFkBIA ; E :
ARNmM de ICAM1 ; F: ARNm de I'IL-6 ; G : ARNm de T-Box 21 ; H: ARNm de I'IL-10. ND : non dosé ou
non dosable. * : p<0,05 ; *** : p<0,001.
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2.7 Index global d'inflammation

L’analyse discriminante, nous a d’abord permis d&etminer I'importance
relative (coefficient standard) de chacun des pateas étudiés dans le modeéle de colite au
TNBS.

Coefficients Coefficients non
standard standard
1 IL-6 dans la lésion 4,027 4,788
2 SOCS3 dans la lésion 3,622 -5,233
3 TNFu au-dessus de la lésion 2,719 -4,487
4 IL-1B dans la lésion 2,201 2,692
5 NFKBIA dans la lésion 2,091 -5,390
6 NFKBIA au-dessus de la lésion 1,820 4,305
7 Température corporelle Jour 1 1,735 -3,950
8 Température corporelle Jour 2 1,726 4,902
9 ICAM1 au-dessus de la lésion 1,641 4,352
10 ICAM1 dans la lésion 1,068 5,806
1 Moyenne de la surface des lésions 1,041 1,139
12 IL-1p au-dessus de la lésion 0,964 -1,963
13 SOCS3 au-dessus de la lésion 0,959 1,253
14 TNFo dans la lésion 0,863 -2,901
15 TBX21 dans la Iésion 0,569 2,516
16 Locomotion Jour 2 0,432 -3,095
17 Locomotion Jour 1 0,093 0,703

Tableau 4 : classement des paramétres utilisés pour I'analyse discriminante selon leur importance relative
dans la colite au TNBS (coefficients standard). Les coefficients non-standard ont été utilisés pour calculer
I'index global d’inflammation. En rouge : paramétres dosés dans lésion ; en bleu : parameétres dosés au-

dessus de la lésion.

Dans le tableau 4, il est possible d’observer qumeapbrtance relative des
parametres varie de 0,093 (la locomotion du joural4,027 (ARNm de I'IL-6 dans la
Iésion). Il apparait aussi que l'étude différeridelde la zone lésée et de la zone
immédiatement au-dessus est intéressante, puisquai des six parametres les plus
importants dans la colite, deux représentent deanpatres étudiés au-dessus de la Iésion
(TNFa et NFkBIA), et les quatre autres sont des paragséétudiés dans la lésion elle-

méme.
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Nous avons ensuite utilisés les coefficients n@amndard obtenus pour chacun des
parameétres afin de calculer un index global defleimmation. La figure 31 représente le
diagramme obtenu apreés le calcul de la moyennestilmdex pour chacun des groupes.

(k) ek ok

H Contréle

B VNS/Salin

B Sham/TNBS
OVNS/TNBS

U.R
(&)

Figure 31 : index global d’inflammation (calculé a partir des coefficient non-standard de l'analyse

discriminante). UR : unité relative ; *** : p<0,001.

L’'index global d’inflammation est relativement basur les groupes ayant recu
une instillation du sérum physiologique : 0,99 0,22 UR pour le groupe contrdle
(Sham/Salin) et 1,48 0,67 UR pour le groupe VNS/Salin.

Naturellement, avec l'instillation du TNBS et lindtion de [I'inflammation,
I'index global est significativement augmenté péaigroupe Sham/TNBS (9,350,34UR,
p< 0.0001 vs controéle).

La VNS induit un net effet anti-inflammatoire, pgige, pour le groupe
VNS/TNBS, l'index global d’inflammation est signéfativement réduit (3,42 1,98 UR)
par rapport au groupe Sham/TNBS (p<0,001).
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2.8 Les voies de signalisation intracellulaires mises en jeu

Nous avons étudié les voies intracellulaires mises jeux par l'effet anti-
inflammatoire de la VNS dans le cas de la colitéuite au TNBS, pour cela nous avons

tout d’abord réalisé des études par la technigueaestern blots.

2.8.1 Western blot

La figure 32 illustre les résultats obtenus en peatage de I'expression du groupe
contréle.

Le TNBS induit des augmentations significativesSIeAT3 et STAT3-P au niveau
de la Iésion (respectivement 2374930,7 % et 359,5% 41,4%) par rapport au groupe
contréle (p=0,03 dans les deux cas) (figure 32ABgt Aucune variation significative
induite par la VNS n’est observée lorsque la codise présente. En revanche, en I'absence
de toute inflammation, la VNS augmente le niveagexgression de STAT3 et de STAT3-P
de respectivement 2920 56,8% et 391,% 105,2% (p=0.004 dans les deux cas) (figure
32A, et B).

L’instillation du TNBS entraine des augmentationgngicatives de STAT4 au
niveau de la lésion (3710 85,1%, p= 0,001) et au-dessus de la Iésion (189,8,0%,
P=0,01) (figure 32C). Contrairement aux observaidaites sur STAT3 et STAT3-P,
aucune variation n’est induite par la VNS en 'atse d’inflammation.

En revanche, le niveau d’expression de STAT4 adtitgar la VNS dans la Iésion
(161,3+ 34,0%, P=0,02) et au-dessus de celle-ci (12148.,5%, p=0,01) dans le groupe
VNS/TNBS (figure 32C). Sur STAT4-P, aucune variatisignificative n'a pu étre (figure
32D).

La colite induit une augmentation significative diveau d’expression de STAT6
dans la lésion (348,2 93,0%, P=0,001) (figure 32E). Le niveau d’expremsie cette
protéine n’est aucunement modifié par la VNS queso& en présence ou non de
I'inflammation. Enfin, les changements du niveaexgression de STAT6-P observés au
niveau de la lésion ou au-dessus sont, comme pbAIT&-P non significatifs, qu’ils soient

dus a la colite ou a la VNS (figure 32F).
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Figure 32 : analyse par la méthode de western blot.
A : STAT3 ; B : STAT3-P ; C : STAT4 ; D : STAT4-P ; E : STAT6 ; F : STAT6-P.
* 1 p<0.05; ** : p<0.01.
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Afin de compléter les résultats obtenus par lanépie de western blot sur le tissu
colique total (ensemble des différentes couchethéliales), nous avons ensuite réalisé des

études immunohistochimiques.

2.8.2 Immunohistochimie

Les photographies des tissus traités par méthotdCd(zone au-dessus de la
Iésion pour permettre le repérage histologique} podsentées par la figure 33.

En dehors de toute inflammation, un nombre faible cellules STAT4-P
immunoréactives (IR) sont présentes dans le tismtamment au niveau de la sous-
muqueuse (figure 33A).

Au contraire, dans le cas de l'inflammation digestiun grand nombre de cellules
STAT4-P IR apparaissent dans le tissu colique (Bg28B).

Dans le cas des célons issus des rats du groupe NNNBS, il semble que les
cellules STAT4-P IR soient moins nombreuses, notantndans la sous muqueuse (figure
33C). En revanche, peu de changements ont étéwdssdans le cas du marquage STAT6-
P (données non exposées).
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Figure 33 : analyse par I'IHC de STAT4-P au-dessus de la Iésion. A : dans le tissue contrdle ; B : dans le
tissu Sham/TNBS ; C : dans le tissu VNS/TNBS. Grossissement d’observation x20 a gauche et x40 a droite.

Fléches : marquages dans la sous-muqueuse
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3 Discussion

Les expériences réalisées montrent pour la prenfa@seun effet de la VNS sur
I'inflammations induite dans modéele expérimentalcdéite. L’originalité de cette étude est
d’avoir été réalisée sur des rats vigils implantdgoniquement avec |'électrode de
stimulation vagale. Les résultats obtenus sontaedr d'un effet anti-inflammatoire de la
VNS sur la colite au TNBS.
Le réle du SNA dans la régulation de l'inflammati@h plus précisément de
I'inflammation intestinale a été mis en évidencs t&s années 50 chez des patients atteints
de MICI (Denniset al, 1946; Thoreck, 1951). Il existe en effet une dysaomie vagale et
sympathique chez les patients atteints de MICI (®laaet al, 2009). De plus, des
expériences ont montré qu’'une colite expérimentmduite au TNBS pouvait étre
améliorée par sympathectomie (McCafferey al, 1997) ou aggravée par vagotomie
(Mazelinet al, 1999).
Le nerf vague a une double propriété anti-inflanoirat :
- d'une part via ses afférences, qui, peuvent inddiegtivation de |'axe
corticotrope (Gaykemat al, 1995; Kapcalat al, 1996).

- dautre part, via ses efférences et la voie chogitpie anti-inflammatoire,
dans ce cas, les voies exactes mises en ne sodepainées avec exactitude
(Theet al, 2007; Van Der Zandeet al, 2009a).

La VNS est aujourd’hui une thérapie approuvée densraitement de certaines
formes d’épilepsies et de dépressions pharmacstedges (Groves & Brown, 2005). Dans
ce type d’indication, la VNS a pour but la stimidat des afférences vagales par
I'intermédiaire d’impulsions électriques de « haufeéquences » (20-30Hz). En revanche,
la stimulation électrique des efférences vagalegt@ obtenue expérimentalement en
utilisant des stimulations de plus basses fréquerfeatre 1 et 10Hz) (Borovikovet al,
2000b; Berniket al, 2002a; Berniket al, 2002b). Toutes les études réalisées sur la voie
cholinergique anti-inflammatoire ont été faites slales conditions aigués, c'est-a-dire sur
des rats anesthésiés, et de maniere non répétéevi{Bava et al, 2000b; Berniket al,
2002a; Berniket al, 2002b; de Jonget al, 2005; Theet al, 2007) avec le plus souvent un

nerf vague sectionné, ligaturé et avec une éleetiotgplantée sur la partie distale du nerf
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vague afin de ne stimuler que les efférences (B&owa et al, 2000b; de Jonget al,
2005).

Dans le cas de notre étude, nous avons choisi de placer dans des conditions
de VNS itératives, c'est-a-dire sur des rats noestrésiés et implantés chroniquement
avec l'électrode de stimulation afin de pouvoirliger plusieurs cycles de stimulation et
ainsi étudier I'effet anti-inflammatoire sur unelite expérimentale. Ce choix de protocole
expérimental était lié aux conditions de stimulatipotentiellement applicables chez
I'’Homme. C’est aussi pour cette raison que nouwvaria pas réalisé de vagotomie. Nous
nous sommes donc placés dans le cas d’une colitggaprovoquée par l'instillation de
TNBS (a induction rapide) avec I'électrode implan&u niveau de la portion cervicale du
nerf vague gauche intact.

Le choix des conditions de stimulation a été réaliaprés une étude
bibliographique. Nous avons tout d’abord opté pane implantation au niveau du nerf
vague dans sa portion cervicale, région anatomfqogdement accessible et déja utilisée
dans de précédentes études (Borovikeval, 2000b; Berniket al, 2002b; Krahlet al,
2004; Follesaet al, 2007). L'électrode a été placée au niveau du madgue gauche
puisque, la bibliographie et des études prélimemiréalisées dans notre laboratoire, ont
montré que la stimulation de celui-ci avait destffcardiovasculaires réduits par rapport a
la stimulation du nerf vague droit. Nous avons optéir des parametres de stimulation
(fréquence et intensité) couramment utilisés poativar les efférences et la voie
cholinergique anti-inflammatoire : 5Hz, 1mA, 50018sec ON, 90sec OFF (Borovikoea
al., 2000b; Berniket al, 2002a; Berniket al, 2002b; Theet al, 2007). Concernant la
durée de stimulation, nous avons fait le choix @'wtimulation de 3h par jour durant 5
jours en fonction des données bibliographiquesritblau et al avait déja effectué des
stimulations de 3h (Naritoket al, 1995), I'étude de Micelet al. montrait quant a elle
I'effet & 5 jours de l'injection d’agonistes chaodirgiques sur la colite au TNBS (Miceli &
Jacobson, 2003). Il est aussi important de soufige la période de 5 jours représente le
délai nécessaire pour induire un réponse inflammataigué avec inflammation
transpariétale (Morriet al, 1989; Miceli & Jacobson, 2003; Aleat al, 2008; Danielet
al., 2008).

Concernant le modéle de colite au TNBS, nous nonsnges basés sur le modele

introduit par Morris en 1989 (Morrist al, 1989) et validé dans notre laboratoire (Porcher
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et al, 2004; Sinnigeret al, 2005). Nous avons choisi la dose minimale poualuire une
colite selon Morris, c'est-a-dire : 10mg/kg. Cebisha été réalisé de maniere a réduire les
Iésions au niveau du cblon, en supposant que t'eifcla VNS serait limité sur des Iésions
et des déstructurations du tissus trop importaritadiminution de la dose de TNBS nous
a egalement permis de réduire le taux de mortdkf rats, qui aurait été important du fait
de la fragilisation des animaux ayant déja subipegalable I'implantation chirurgicale.

Par similitude aux MICI chez 'Homme (Silk & Paydames, 1989; Rigauet al,
1994), la colite au TNBS induit une sévere pertgdiels due notamment a la réduction de
la prise alimentaire (McHuglet al, 1994; Ballingeret al, 2000). Dans de précédentes
études, une perte de poids de 12% Hif four a été rapportée (Ballinget al, 2000) et
dans I'étude de Morris (Morrigt al, 1989) une diminution de 8 a 10% a été observée
durant la premiere semaine suivant l'instillati@ans notre étude, une perte d’environ 4%
du poids initial est observée, ce qui est en adéguavec les précédentes études en raison
de la dose de TNBS plus faible utilisée. La VNSnaefifet bénéfique sur la perte de poids
des animaux induite par la colite. Chez les animatirmulés, la perte est quasiment
annulée, puisque les animaux ont une perte poralé@®l0,3% par rapport au moment de
I'injection, soit plus de dix fois moins que le gyee non stimulé.

Le TNBS induit une inflammation colique provoquade sévéres lésions
transpariétales au niveau du célon distal. Lesolésiont été observées entre 3 et 7cm au-
dessus de I'anus comme cela a déja été décrit geéveént (Morriset al, 1989; Miceli &
Jacobson, 2003; Porchet al, 2004). Dans notre étude nous avons considéré denas
tissulaires : la premiere étant la zone dite «désé&u colon, comportant de séveres lésions
et nécroses macroscopiques, la deuxieme étantra gibuée juste au-dessus de celle-ci,
sans lésion macroscopique apparente mais aved&ouniéme un cedeme tissulaire visible
(épaississement tissulaire) d0 a linfiltration dellules immunitaires. Cette deuxiéme
zone, moins séverement touchée pourrait étre catepala zone de pénombre induite lors
des ischémies et qui a une importance fondamedtais la gravité et I'’étendue des Iésions
tissulaires (Astruget al, 1981; Baron, 2001).

Les analyses anatomopathologiques qualitativesisé&d dans les deux zones
tissulaires montrent des résultats similaires atuxd&s précédentes utilisant du TNBS
(Morris et al, 1989; Miceli & Jacobson, 2003), c'est-a-dire deignes évidents

d’inflammation avec infiltration de cellules immuaires, une vasodilatation ainsi que
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d'importants signes de déstructuration au niveadadeone lésée. Au contraire, aucune
[ésion n'a pu étre observée chez les animaux retewme instillation de sérum
physiologique. L’étude histologique montre que IHSY/n’a que peu d’effet au niveau de la
zone lésée, par contre celle-ci a un effet bénéfigu-dessus de la zone |ésée, avec une
réduction de l'infiltrat cellulaire et globalemedt grade inflammatoire. Il apparait donc
gue la VNS a un effet visible dans la zone nondés¥est-a-dire au niveau du tissu non
déstructuré. Le modeéle de colite au TNBS induisardlgré tout de sévéres lésions
tissulaires, il est dés lors possible que de m#&ifl@ésultats aient pu étre obtenus grace a la
VNS sur une colite moins agressive (comme cellaiitedpar le DSS). Ces résultats sont a
mettre en corrélation avec une récente étude déet’ele la VNS sur I'inflammation
digestive modérée induite dans un modéle d’iléustjopératoire (Thet al, 2007). Celle-

ci montre que la VNS apporte dimportantes améliorss des parameétres étudiés
notamment une diminution des cytokines pro-inflartoiras comme le TNér et I'IL-6.

De précédents travaux ont mis en évidence d'immbes augmentations de
I’expression colique de la MPO, sans distinctios déférentes zones du cblon selon leur
état lésionnel (Miceli & Jacobson, 2003; Gh& al, 2007). Dans notre cas, une
augmentation importante (200 fois supérieure) eégdiession de la MPO est observée au
niveau de la zone lésée, ainsi qu'une augmentatios modérée au niveau de la zone non
Iésée (4 fois supérieure). Il semble donc que saimtition entre les deux zones coliques ait
un intérét puisque I'une reflete une inflammatio@stsévere avec déstructuration tissulaire
(zone lésée) alors que l'autre reflete une inflamomaplus modérée. Concernant I'effet de
la VNS, il en résulte dans les deux cas une rédaoctie la MPO, mais uniquement de
maniére significative au-dessus de la lésion, @edire la encore en dehors de la zone
déstructurée. Ces résultats sont en corrélatiom dévediminution par la VNS des signes
d’inflammation observés dans l'analyse histologigle VNS semble donc avoir plus
d’effet sur I'inflammation modérée, il parait cemamt cohérent de se demander si une
zone avec de tres séveres lésions demeure a kepdin quelconque effet thérapeutique.

Enfin, il est important de préciser que dans natrede nous avons réalisé une
stimulation de 3h par jour durant 5 jours consédsutil est donc possible que des effets
bénéfiques plus importants aient pu étre induits pee plus grande durée journaliere de
stimulation, voire méme par une stimulation conéimu encore par une augmentation du

délai entre le début de la stimulation et I'indoctide la colite. En effet, nous avons choisi
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de commencer la stimulation 1h avant l'instillatiorais dans la plupart des études la VNS
débute a des temps variés avant l'induction ddldimmation (Borovikovaet al, 2000b;
Bernik et al, 2002a; Berniket al, 2002b; de Jonget al, 2005). Il serait peut-étre
intéressant d’étudier les effets d’'une stimulatd@butée plusieurs jours avant I'induction
de la colite. En effet, par analogie avec le tragat de I'épilepsie chez 'Homme ou la
stimulation est continue, il serait envisageablestmuler de maniere préventive afin de
maintenir I'état de rémission chez le patient (hy@se corrélée par les effets de la VNS
sur le TNFx coligue en I'absence d’inflammation).

L’'inflammation intestinale induite par le TNBS egtaractérisée par des
perturbations importantes des rythmes circadiengedepérature corporelle et d’activité
locomotrice (Boisseet al, 2003). Nous observons, en effet, une hypothexureélée avec
une diminution de I'activité locomotrice visible dnt les 2™ et 3™ périodes actives
(phases d’'obscurité) suivant l'instillation. Cepantl aucune étude n’a pu corréler ces
perturbations, hypothétiquement attribuées a I'aeigtation des cytokines comme le TiNF
ou I'lL-6 dont les augmentations n’ont pu étre aéées qu’au niveau du tissu coligue
(Ghia et al, 2006) et non au niveau systémique (Boissal, 2003). Sur ces parametres
physiologiques de température et de locomotion/Nes n’améliore pas significativement
les altérations induites pas le TNBS : la diminatiactivité locomotrice et les altérations
de température corporelle demeurent dans le gretipmilé. A ce niveau encore, le modéle
de colite au TNBS engendre d’importantes modifmasi de ces paramétres qu’il est
difficile de contrebalancer.

Lorsqu’'on s’intéresse a l'inflammation, la concerion des cytokines a
naturellement une grande importance. La majorite éteides quantifie ces cytokines, au
niveau plasmatique ou au niveau tissulaire patdiimédiaire de dosages ELISA (Tateishi
et al, 1997; Ghiaet al, 2007, 2008). Dans la présente étude, nous naumss intéressés
aux ARNm de cytokines et de marqueurs inflammatopar I'intermédiaire de la RT-PCR
(Real-Time Polymerase Chain Reaction), techniques mensible visant a mesurer la
guantité des ARNm. Nous avons donc mesuré la qigadtARNm de cytokines (TN
IL-1(3, IL-6, IL-10) et de marqueurs d'inflammation (ICAIMSOCS3, T-box 21, NdBIA)
au sein du tissu colique. Des augmentations d’AR#ancytokines ont pu étre détectées.
Nous avons ainsi mis en évidence des augmentasansficatives de la majorité des

ARNmM étudiés cing jours apres l'instillation du TEBnotamment du TNFet de I'lL-6
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contrairement a I'étude ELISA de Tateiddti al. (Tateishiet al, 1997) qui ne parvenait a
détecter des changements de I'expressions des ing®lelles-mémes, uniqguement a des
temps plus proches de l'instillation : maximum amb pour le TN et a 6h pour I'lL-
1B. Concernant les effets de la VNS, bien qu’'une &ere@ a la diminution soit visible pour
la majorité des ARNm (TNd, IL-13, IL-6, T-box 21), aucune réduction significativest
observée suite a I'étude statistique des paramétdsds. Il est toutefois possible que la
VNS ait eu des effets plus importants a des tephps précoces de I'inflammation, c'est-a-
dire au moment des concentration maximale de cgexi durant les heures suivant
I'instillation du TNBS. Le dosage des cytokines dd leurs ARNm a des temps plus
précoces fait actuellement I'objet d’'une étude daose laboratoire.

Cependant, considérant que les différentes cytekipement un réseau complexe
et agissent ensemble de maniére synergique ou atrage antagoniste, il apparait
intéressant d’étudier le phénomene inflammatoirensdason ensemble. En effet,
I'inflammation est un phénomene complexe mettant jem de multiples niveaux de
réponses biologiques face au stress afin de parvemi contre-balancement de
I'inflammation, a la réparation des lésions tissis et dans la mesure du possible en
évitant une hyper-activation du systéme immunitaReur cette raison, nous avons étudié
la réponse inflammatoire induite par le TNBS pantBrmédiaire d’un index global prenant
en compte différents marqueurs d’inflammation malétes, tissulaires et physiologiques
(Vodovotzet al, 2008; Vodovotzet al, 2009). Pour cela, nous avons appliqué une analyse
discriminante multivariée sur différents paramet(esléculaires, tissulaires et intégre)
dans le cas de la colite en comparant dans un pre@mps le groupe contréle au groupe
Sham/TNBS. Nous avons ainsi obtenu par cette aealys coefficient reflétant
I'importance de chacun des parametres dans le €da dolite au TNBS et nous avons pu
calculer I'index global de I'inflammation pour lggsiatre groupes.

L’'index global d’'inflammation est naturellement angnté avec la colite au TNBS.
Concernant les effets de la VNS, il y a une amation significative de I'index global
pour le groupe stimulé dont la valeur est divisée p par rapport au groupe non stimulé.
Cela montre que la VNS a un effet bénéfique global I'inflammation induite par la
colite. Nous pouvons aussi remarquer que parmiblggemiers parametres, le tiers des
parametres correspond a des dosages effectuéssausdee la zone |Iésée, ce qui souligne

I'importance de considérer cette zone dans I'étdeéda colite au TNBS. De plus les deux
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parametres les plus importants selon I'analyserihigonante sont les ARNm de I'lL-6 et de
SOCS3. Cette observation est en corrélation avecpwécédente étude qui a montré que
SOCS3 joue un rdle important dans la régulatiohadeoie de signalisation dépendante de
I'IL-6 (Alexander & Hilton, 2004).

La colite au TNBS induit une réponse inflammatodigestive présentant des
homologies avec la maladie de Crohn, c'est-a-ditedéséquilibre de la balance Thil-
Th17/Th2 en faveur des Th1-Th17 (Alexal, 2008). La VNS avait précédemment montré
son effet bénéfiqgue dans plusieurs modeles d’infl@tion notamment par la diminution de
I'’expression du TNE induite dans un modele d’'inflammation systémigBerpvikova et
al., 2000b; Berniket al, 2002a; Berniket al, 2002b). Notre étude montre elle aussi que la
VNS a un effet bénéfique sur la colite au TNBS.nbbus a donc semblé intéressant
d’étudier les voies mises en jeu dans la modulatiena colite au TNBS. Nous avons donc
choisi d’étudier plusieurs marqueurs de différetiormimmunitaire :
- STAT3/STAT3-P, marqueur d’activation du macrophagye lequel les effets
de la VNS ont déja été montrés dans le cas d’'unéteod'iléus post opératoire
(The et al, 2007). Dans cette étude, la VNS induisait unenaamgation de
I'’expression de STAT3 par les macrophages,

- STAT4/STAT4-P et STAT6/STAT6-P qui sont respectivathdes marqueurs
lymphocytaires Th1/Th1l7 (Panet al, 2007; O'Malleyet al, 2008) et Th2
(Wurster et al, 2000). Ces dosages nous ont semblé intéressams dn
modele de colite induisant un déseéquilibre Th1l-Thh2 (Alex et al, 2008) et
dans lequel I'activation de STAT4 a déja été momii@occiaet al, 2005).

Notre étude concernant ces marqueurs d’activateorades intracellulaires montre
des activations de la voie STAT3/STAT3-P par la VAI$état basal en corrélation avec
I’étude de The (Thet al, 2007) qui avait observé que la nicotine actiatte voie dans
les macrophages péritonéaux. Dans le cas de Ifmflation digestive induite par le TNBS
cette activation n’est plus visible 5 jours aprésstillation. Cette observation est en
accord avec les augmentations des ARNmM de [I'IL-6 det TNFx, éléments dont
I'’expression est inhibée par STAT3. Nous pouvonsignéa tout nous demander si
'augmentation de STAT3 a eu lieu a des temps présmu si I'activation est masquée par
I'effet de I'inflammation.
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Ces données sont cohérentes avec les résultat3-@RCR concernant '’ARNm du
TNFao dont le niveau est abaissé par la VNS en I'abselectoute inflammation. Il semble
donc que dans notre modéle aussi la VNS ait unerasur le macrophage (Borovikowd
al., 2000b; Tracey, 2002, 2007) et plus précisémentiawoie STAT3/STAT3-P (Thet
al., 2007). Notre étude montre aussi que la VNS afitet sur les lymphocytes T, puisque
une variation des niveaux de STATA4, principalenfaésente dans les lymphocytes Thl et
Th1l7 (Alex et al, 2008; O'Malleyet al, 2008) est induite par la VNS. La diminution des
niveaux de STAT4 dans la Iésion et au-dessus de-ceindique en effet que la VNS ait
induit une diminution des lymphocytes Thl et Th&é@ntrebalancant ainsi les changements
dans la balance Th1-Th17/Th2 dus au TNBS. La VNf®mc, au final, un effet bénéfique
sur le déséquilibre Th1-Th17/Th2 induit par le TNBS
Cette étude ne permet néanmoins pas de conclureeegqui concerne le mode
d’influence de la VNS sur les lymphocytes. Des Jodeux hypotheses peuvent étre
proposées :
- soit la VNS a un mode d’action direct sur les phmocytes. En effet ceux-ci
expriment plusieurs éléments du systéeme cholinemifKawashimaet al,
2007)
- soit au moment précoce de l'inflammation la VN&, agit, par la voie
classique, sur les macrophages et la modulatioced#-ci a permis au final la
diminution du niveau de Th1/Th17 dans le tissuaqadi (figure 34).
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Processus de 'inflammation « normale »
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Processus de l'inflammation avec activation des efférences vagales
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Figure 34 : mécanismes d’action possibles de la VNS dans le cas de l'inflammation colique.

Il est enfin possible que ces deux modes d’actientaeu lieu. Dans ce cas la VNS
aurait la propriété d’agir a la fois au moment e de I'inflammation sur le macrophage
et a temps plus tardif de I'inflammation sur lemlghocytes. Des travaux complémentaires
notamment de caractérisation des cellules immuegsaseront nécessaires pour connaitre

ce qu’il en est réellement.
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2°™Me partie : Effets latéraux de
I’electrostimulation vagale
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Etude des effets latéraux de
I’électrostimulation vagale

1 But de l'étude

Cette étude avait pour objectif d’explorer les eff@otentiels provoqués par la
VNS au niveau du SNC et au niveau périphériqueettet, méme si de précédentes études
ont montré que les paramétres de stimulation éslithasses fréquences) ne semblaient
avoir un effet anti-inflammatoire que par l'interdiéire des efférences vagales, nous
avons voulu vérifier si une activation du SNC, atspprécisément du NTS ou arrivent les
afférences vagales, était induite dans notre casut® part, en raison du réle moteur du
nerf vague, il est possible que la VNS entraine mmaification de la contraction des
organes du tractus digestif recevant des fibresihesg

La premiére partie de cette étude a donc été codsax I'exploration des effets
centraux de la VNS par I'lHC dea-fos(marqueur d'activation neuronale).

Dans la deuxieme partie, la contraction des mudddsss de l'intestin gréle a été
enregistrée afin de savoir si la VNS était a I'amg d’'une modification de la motricité

digestive par étude des complexes moteurs mig(&eM).

2  Effet de I'électrostimulation vagale sur le
systeme nerveux central

L’'exploration des effets centraux de la VNS a fiéobjet de nombreuses études
gue ce soitin vivo (Sucholeiki et al, 2002; Chaeet al, 2003; Liu et al, 2003;
Dedeurwaerderet al, 2005; Pardeet al, 2008) ouin situ (Naritoku et al, 1995; Bohotin
et al, 2003; Osharinat al, 2006; Cunninghanet al, 2008). Plusieurs types d’étudas
vivo (IRMf, PET) ont été utilisés pour étudier les ¢ffele différents types de VNS chez
'’Homme (Sucholeikiet al, 2002; Chaeet al, 2003; Liuet al, 2003; Pardcet al, 2008)
mais aussi chez le rat (Dedeurwaerdeteal, 2005). Toutes ces éetudes montrent que

plusieurs régions du SNC sont concernées par la MMthlamus, hypothalamus,
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hippocampe notamment). Cependant, toutes ne sanepaccord concernant la maniere
dont sont affectées ces régions, c'est-a-dire s aetivations ou, au contraire, des
désactivations sont entrainées par la VNS (Gdtael, 2003). Il faut aussi souligner que
I’ensemble de ces études, mise a part celle de rishat al. (2006), portent sur I'effet
central de VNS aux parameétres proches de ceusésildans le traitement de I'épilepsie
(30Hz). Au final, la seule étude portant sur lefesf centraux d’'une VNS basse fréquence,
est celle de Osharinat al.; dans cette étude, les deux fréguences de stiranlatilisés
(1Hz et a 10Hz) sont malgré tout différentes dadé&re (5Hz). Les résultats de cette étude
montrent un effet différent en fonction de la fréque de stimulation sur l'activation
neuronale au niveau du NTS : pas de changementl@gxpsession dwc-fosavec la VNS a
1Hz, au contraire, augmentation de I'expression cdios avec la stimulation a 10Hz
(Osharinaet al, 2006). La fréquence est donc bien un parameétieeqtre en jeu dans
I'induction des différents effets de la VNS.

I nous a donc semblé important d’étudier quelsiediiales effets de notre
stimulation sur le SNC, puisque aucune autre énidglise de tels parametres. Pour cela
deux expérimentations ont été menées, la premiéte uae exploration utilisant la
techniqgue d’'IRMf. Les résultats de celle-ci sontugtlement en cours de traitement. La
seconde est une étude de l'activation neuronaleN@& par IHC duc-fos facteur de
transcription et marqueur d’activation neuronale¢chnique validée dans le laboratoire
(Sinniger et al, 2005) et déja utilisé dans le cadre de la VNSrithku et al, 1995;
Bohotin et al, 2003; Osharinat al, 2006; Cunninghanet al, 2008). Nous nous sommes
donc appuyés sur les protocoles déja utilisés pauactériser les effets de nos parameétres

de stimulation.

2.1 Matériel et méthode

2.1.1 Animaux

L'expérimentation a été réalisée sur 14 rats m&psagues-Dawley de 250-300g

s71 7

(Janvier, Le Genest St Isle, France). lls ont é&iéeingés dans des conditions de stabulation
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identiques a celles de I'étude principale. Les animont la aussi été acclimatés durant au
minimum 7 jours avant toute manipulation.

Quatre groupes d’animaux ont été utilisés :

- Témoins : uniguement anesthésiés, 2 animaux,

- Sham : implantés avec I'électrode de stimulatiwais non stimulés, 3 animaux,

- VNS 30 : stimulés avec une fréquence de 30Haimhaux,

- VNS 5 : stimulés avec une fréquence de 5Hz. fhank.

2.1.2 Chirurgie

La chirurgie d’implantation a été effectuée sur dats anesthésiés par injection
intrapéritonéale (IP) de Pentobarbifa{60mg/kg, CEVA santé animale, Libourne, France)
selon la méme technique que celle utilisée daniad@ principale. L’électrode a été placée
sur le nerf vague et directement reliée au disgadét stimulation.

2.1.3 Stimulation vagale

L'électrostimulation a été réalisée de maniére @igurant 3h avec des parametres
identiques a ceux utilisés dans I'étude de I'e#feti-inflammatoire (1mA, 500us, 10s ON,
90s OFF). Toutefois, deux fréquences de stimulationété utilisées : 5Hz et 30Hz.

Les rats ont été maintenus anesthésiés par l'iddiare d’injections répétées de
pentobarbitdll (30mg/kg, IP) durant toute la durée de la VNS.

2.1.4 Euthanasie et prélévements.

Au terme des 3h de stimulation, les animaux ontsaterifiés par perfusion intra
cardiaque de sérum physiologique puis de parafatéiide (PFA, 4%, Sigma-Aldrich, St
Louis, MO, USA). Le cerveau a ensuite été prélewis post-fixé dans la méme solution de
PFA durant 24h. Aprés cela, le tissu nerveux apddégé dans une solution de sucrose
30% (Sigma-Aldrich) durant 3 jours a la suite dexdgule tissu a été congelé dans la
carboglace. Des coupes de 30um ont ensuite étsé&éalau cryostat (Microm HM500M),

puis déposées dans une solution d’antigel jusgUlHCL
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2.1.5 Immunohistochimie.

Une IHC sur coupes flottantes a été réalisée (§emet al, 2005). Pour cela les
coupes de cerveau ont d’abord subi un rincage dares solution de PBS, puis une
incubation dans I'eau oxygénée 3% a été effectfi@edanhiber la peroxydase endogéne.
Aprés une incubation de 30min dans une solution sa¢uration: 0.5% de triton
(Euromedex, Souffelweyersheim, France) 10% de sédemchevre (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) ; l'incubation avec I'anticorpgaire (PC38, Merck, Nottingham, UK)

a eté effectuée durant 1h. Ensuite, I'incubatioecalVanticorps secondaire biotinylé (anti-
lapin, Sigma-Aldrich) a précédé l'incubation daassblution avidine/biotine (ABC, Vector
Laboratories). Pour finir, I'étape de coloratiogt@ réalisée dans la solution de peroxydase
(DAB, Vector Laboratories) durant quelgues minutess tissus ont ensuite été déposés sur

lame. Apres dégraissage et déshydratation, unellameété fixée par du DPX (VWR).

2.1.6 Examen des lames.

L’'observation (grossissement x20) et les prisesukedes lames ont été effectuées
au microscope (Axioskop, Carl Zeiss). Un comptagendmbre de cellules positivement
marquées a été effectué bilatéralement au nivealNT8 dans les coupes de cerveau
comprises dans les plans situés entre 13,68 e0dv6en arriere du bregma de l'atlas
anatomique (Paxinos & Watson, 1997).

2.2 Résultats

La figure 35 montre les photographies des tissugsafHC. Le marquage positif

apparait notamment au niveau du NTS.
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10 : DMV ; 12 : noyaux du nerf XII ; A2 : cellules noradrénergique A2 ;
CC : canal central ; Cu : noyaux cunéiforme ; CVL : noyaux réticulé
caudoventrolatéral ; CRVG : groupe respiratoire caudoventral ;

Gr : Noyaux gracile ; IOM : noyaux meédian de I'clive inférieure ;

LRt : noyaux réticulé latéral ; LRtPC : partie parvi-cellulaire du noyaux
réticulé latéral ; MdD : noyaux réticulé médullaire dorsal ;

MdV : noyaux réticulé meédullaire ventral ; ml : lemniscus meédiant ; mif
: fascicule du lemniscus médiant ; Obex : obex ; pyx : décussation
pyramidale ; RAmb : noyaux retroambigué ; Rob : noyaux raphé
cbscurus; RPa : noyaux raphe pallidus ; rs : tractus rubrospinal ;

Sol : NTS ; SolC : partie commissurale du NTS ; Sp5C : partie
caudale du tractus trigéminal spinal ; ts : tractus tectospinal;

vsc : tractus spinocerebelleux ventral

VNS 30Hz

Figure 35 : photographies de I'IHC du c-fos. A : zones anatomiques de la coupe ; B : hémi-cerveau ;
C:zoom au niveau du NTS. Grossissement d’observation x20.
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Les résultats de I'évaluation de l'activation nenate au niveau du NTS sont
présentés dans le tableau 5.

Chez les témoins une activation neuronale quadimelhe a été obtenue (0,7 RU).
En revanche, une activation est induite dans leigeoSham, (21.2 RU) et dans le groupe
VNS 30 (15,2 RU). Enfin une activation neuronaléla (6,8 RU) est présente dans le
groupe VNS 5.

Groupe | Nbre de rats | Activation NTS (RU)
Témoin 2 0,7+0,5
Sham 3 21,2150

VNS 30 7 15,2120

VNS 5 2 6,8 +2,5

Tableau 5 : activation neuronale au niveau du NTS.

2.3 Discussion

Bien que les effectifs soient trop peu élevés dianglupart des groupes, cette
expérience permet cependant de voir les tendaneed’adtivation neuronale. Ainsi,
contrairement a ce qui avait été deécrit dans I'edgmee de Naritoku (Naritokwet al,
1995), nous obtenons ici une activation neuronalduite au niveau du NTS avec
I'implantation chirurgicale de I'électrode. De plis stimulation a la fréquence de 30Hz
provoque non pas une augmentation, mais au coetuwaie |égére diminution du marquage
c-fos par rapport aux rats du groupe Sham. En ce quceme la stimulation a 5Hz, la
encore on observe une diminution du nombre de lesllpositives au marquagefos que
ce soit par rapport au groupe VNS 30 ou au groupens Ces résultats ne peuvent que
difficilement étre comparés avec des résultats gijbliés, puisque les fréquences de
stimulation different. Cependant, I'une des étud@sharinaet al, 2006) a malgré tout
utilisé deux basses fréquences de stimulation (10eHz) et a ainsi montré qu’aucune
augmentation de-fosn’était observée a 1Hz, alors qu’a 10Hz une acivaa été induite
au niveau du NTS. Il semble donc que des effetidihts puissent étre obtenus grace a
des variations de la fréquence de stimulation. Des pl faut souligner que dans cette

expérience, nous avons réalisé une stimulationéides rats ont en effet été stimulés
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durant une période unique de 3h, et non de man&rétée comme ce fut le cas dans notre
étude principale. Or il a été montré réecemment lguemps de stimulation est lui aussi un
parameétre qui joue un rbéle au niveau des effetsl’detivation neuronale centrale
(Cunninghamet al, 2008). Dans cette étude, la VNS chronique (3 $e@sa induit une
expression de-fos dans certains noyaux (notamment le cortex cinge)agui n’est pas
observée avec la stimulation aigué (2h). Il estadpassible que I'effet central de la VNS
observé durant cette expérience soit différentalai®btenu lors de notre étude principale.
Il sera donc nécessaire de réaliser une gquantidicate I'activation neuronale directement
sur les cerveaux issus des rats de I'étude priheipaur connaitre quels sont les impacts de
la VNS répétée sur le SNC.
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3  Effet de I'électrostimulation vagale sur la
motricité digestive

Le nerf vague a un réle non seulement dans la nadidul des sécrétions gastriques
(Lefebvreet al, 1978; Gueet al, 1987) mais aussi dans le contréle de la motrigéastro-
intestinale (Hallet al, 1983). Dans cette étude, nous avons donc ch@tidier les effets
latéraux de la VNS sur la motricité de l'intestirélp (Bonazet al, 1991; Pellissieet al,
1996). Chez le rat a jeun, comme chez I'Homme, [Gtrivité digestive au niveau de
I'intestin gréle est organisée en complexes moteuigrants (CMM) (Ruckebusch &
Laplace, 1967; Code & Marlett, 1975). Chacune de @entractions péristaltiques a pour
but de pousser le reste du contenu luminal vercd®n. Les CMM commencent a

'estomac et se propagent donc tout le long detdstin gréle. lls sont constitués de 3

phases :
- la phase | : phase de repos, peu d’activité emtile avec uniquement des
ondes lentes,
- la phase Il : phase d’activité irréguliere, awxs potentiels d’action et des
contractions localisées présents en plus des dedéss,
- la phase Il : phase d’activité intense et régudi provoquant un train de
contraction (Adeet al, 2006).
3.1 Matériel et méthode

3.1.1 Animaux

L’expérimentation a été réalisée sur cinq rats m&8pragues-Dawley de 250-3009g
(Janvier, Le Genest St Isle, France). lls ont &iéelngés dans des conditions de stabulation

identiques a celles de I’étude principale.

Les animaux ont la aussi été acclimatés durant aunmam 7 jours avant toute

manipulation.
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3.1.2 Chirurgie et préparation des animaux

La chirurgie d’'implantation a été effectuée selanprotocole validé (Pellissieat
al., 1996; Merle et al, 2000). Les rats ont été anesthésiés par injectidn de
kétamine/xylasine (125mg/kg et 0,15mg/kQ).

La premiére partie de la chirurgie a été consaéréanplantation des électrodes
d’enregistrement :des fils de nickel/chrome d'uardetre de 80um (Microfil Industries,
Lausanne, Suisse). Trois électrodes ont été im@émniau niveau de la musculeuse du
jéjunum.

La deuxiéme partie de I'implantation a consistéd’enplantation de I'électrode de
stimulation vagale selon le méme protocole que d#atude principale. Ensuite,
I’électrode de stimulation vagale ainsi que les#lades d’enregistrement ont été amenées,
par tunnelisation sous-cutanée, jusqu’a la parbstgrieure du crane et branchées au
connecteur fixé au crane des animaux. Le connectetié relié via le collecteur tournant
au systeme de stimulation et au systeme d’enregint (EMG100C, Biopac, CEROM,
Paris, France).

3.1.3 Stimulation, enregistrement et traitement des CMM

Aprés une récupération de 3 jours, les contractioasculaires ont été enregistrées
sur des animaux mis a jeun 12h auparavant pounaobdes CMM. Dans un premier temps,
un enregistrement contréle de 3h a été réaliséadisénce de stimulation vagale, ensuite
un enregistrement a été effectué durant les 3h & YLmA, 5Hz, 500us, 10s ON, 90s
OFF). Les enregistrements ont été faits durant iplus jours jusqu’a ce que les
contractions ne soient plus visibles sur les emteginents témoins, cela principalement en

raison de la désimplantation des électrodes.
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3.2 Résultats

Les résultats de cette expérience sont montrésldarfigures 36 et 37.
Chez les rats a jeun et non stimulés les CMM sagtgnts, avec les trois phases bien
distinctes comme le montre la figure 36 (Boraal, 1991; Pellissieet al, 1996).

30+ Phase | Phase || Phase Il
1.5+
8
Ie)
>
0,0+
15+
0 5 10

Temps (min)

Figure 36 : CMM chez un rat non stimulé.

Apres vérification de la présence des CMM, nousnavdonc effectué I'enregistrement

pendant la stimulation vagale (figure 37).
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Figure 37 : effet de la VNS sur I'électromyogramme des CMM.
A : début de la stimulation ; B : Aprés 1h de VNS ; C : Aprés 2h de VNS.

Dés le début de la mise en marche de la VNS, hs&fagts de stimulation

apparaissent sur I’électromyogramme (figure 37AanB la premiére heure de stimulation,
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une modification des CMM apparait, avec allongengmta durée de la phase Il et de la
durée totale des CMM (figure 37B et tableau 6) :

- phase Il : 12,& 4,7 min contre 4,& 0,89 min pour les contrdles,

- durée total des CMM : 224.4,9 min contre 14,8 min pour les contrdles.
Aprés 1h de VNS, aucune modification des CMM n@sservée (figure 37C et tableau 6).
Aucune modification de la durée des phases | enldl été observée quelle que soit la

durée de stimulation (Tableau 6).

Durée

CMM total Phase | Phase Il Phase lll
Contréle 148 +0,9 6,6 +0,8 40+0,8 42+04
VNS 1h 221+49 58+04 126 +4,7 3,8+0,1
Contréle 1556+20 56+16 6,1+1,0 3,9+0,2
VNS 2h 144 + 11 52+05 52+12 40+0,1
Contréle 16,0+ 1,4 55+04 6,8+1,3 3,7+0,1
VNS 3h 155+18 49+0,3 71+19 34+04
Contréle 199+40 66+19 9,1+3,9 42 +0,3
Post VNS 142+1,0 51+05 52+09 3,9+0,1

Tableau 6 : effet de la VNS sur la durée totale des CMM et des différentes phases I, II et III, selon la
durée de stimulation. Les durées contrbles correspondent aux durées obtenues chez les rats sans VNS au

méme moment de la journée (N=5).
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3.3 Discussion

Cette étude sur la motricité intestinale a monttee da VNS avait des effets
peériphériques autres que I'action anti-inflammagoien effet, il apparait que la VNS induit
des modifications de la périodicité des CMM et dalurée de la phase Il dans la premiere
heure de stimulation. Ces modifications disparaise¢ le groupe VNS retrouve des CMM
identiques a ceux observés dans le groupe contaptes 1 heure de stimulation. Ces
résultats sont en accord avec la littérature puwsda phase Il des CMM a été
précédemment décrite comme étant dépendante déhl{N@ll et al, 1983). La stimulation
vagale engendrerait donc une libération d’ACh p&tippque qui produirait I'induction de
phases Il prolongées. Cependant, le fait que cefifroations n’apparaissent que durant la
premiére heure de la stimulation malgré le prolanget de la VNS, laisse penser qu’ily a
une voie plus complexe de régulation qui se meplace ou qu’il existe rapidement un
phénomene « d’épuisement » du nerf vague. Cettdeéate permet pas de conclure quant a
I’éventuelle perturbation de la motricité digesteedu transit intestinal en dehors de I'état
de jelne. Des études plus précises seront nécesspaur savoir si les perturbations
engendrées font intervenir uniqguement la voie neseeou passent aussi par la voie

hormonale, et a quel niveau, c'est-a-dire au nivesauiral ou périphérique.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 121



Conclusions et perspectives
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Conclusion et perspectives

L’ objectif principal de ce travail a été d’étudies effets d’'une stimulation électrique
du nerf vague a visée anti-inflammatoire périphéigppliquée a un modéle de colite expéri-
mentale. Depuis sa découverte au début des an@66spar I'équipe de Tracey (Borovikoea
al., 2000), de nombreux travaux ont été realisés ptudier les effets de I'activation de cette
voie cholinergique et son utilisation chez plussenmodeles expérimentaux d’inflammation chez
I'animal. Actuellement, les mécanismes exacts empripar la cette voie ne sont pas clairement
définis. En fait, s’il a déja été démontré quedeapteur NAChRI7 des macrophages intervenait
dans la modulation cholinergique de l'inflammatidra été récemment rapporté que d’autres ré-
cepteurs (notamment4f2, van der Zandeet al, 2009b) et cellules immunitaires pourraient
aussi étre des cibles de cet effet anti-inflammat@fan Der Zandest al, 2009). De plus, le ou
les sites d’action sur les cellules immunitairestssux aussi encore a préciser. En effet, la mo-
dulation des cellules immunitaires pourrait seef@oit de maniére systémique via la rate soit de
maniére locale par une innervation vagale directe .

Malgré ces incertitudes concernant les réels méoaes d’action, les applications
potentielles de la voie cholinergique anti-inflantoiee sont trés étudiées et prometteuses.
Des équipes sont ainsi parvenues a moduler cheara des inflammations systémiques
comme le choc septique (Borovikow al, 2000) ou locales telles que liléus post-
opératoire (Thet al, 2007).

L'activation de cette voie anti-inflammatoire edttenue pharmacologiquement ou
par la stimulation électrique. Cependant, dansligart des cas d’électrostimulation, les
expériences sont réalisées de maniere aigué, &'dge sur des animaux anesthésiés et
stimulés immédiatement aprés mise en place dectédde sur le nerf vague. De plus,
celui-ci est souvent sectionné au-dessus de I'édet afin de ne stimuler que les
efférences vagales et ainsi de se prémunir d’uet efiiti-inflammatoire via I'activation de
I’axe corticotrope par les afférences vagales.

Dans notre cas, nous avons non seulement choituidi&¥ la modulation d'une
inflammation digestive, la colite, mais en plus,usonous sommes placés dans les
conditions expérimentales les plus proches de alleé seraient employées en clinique
(notamment par homologie a la VNS utilisée poutritement de I'épilepsie). Pour cela,
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nous avons choisi de réaliser une implantation wiouee de I'électrode et de pratiquer des
stimulations répétées du nerf vague intact penghrsiieurs jours.

L’étude principale a permis de montrer un effet éféque de la VNS dans un
modele de colite chez le rat. La stimulation chqu@ du nerf vague a en effet induit une
réduction de la perte de poids et de la myélopatagg tissulaire, marqueur classique de
I'inflammation locale, une amélioration anatomopAtyique, et une diminution de l'index
global d’inflammation. Les études concernant lescamésmes de cet effet anti-
inflammatoire sur le modéle de colite au TNBS ordntné qu’au cinquiéme jour la VNS
avait un effet modéré sur les macrophages contra&né aux résultats obtenus dans une
étude portant sur lileus post-opératoire (Thet al, 2007). En revanche, notre
expérimentation a montré que la balance immunitaingé-Th17/Th2 était affectée par la
VNS ce qui n'avait jamais été mis en évidence aayant.

Le fait que la VNS modifie la balance Th1-Th17/Tih®dus permet d’envisager que
les lymphocytes puissent étre I'une des ciblesutailes de la voie cholinergique. D’autres
études seront donc indispensables pour caractéldsseascade cellulaire aboutissant a
I’effet lymphocytaire et préciser les voies intrhakaires impliquées.

Nous ignorons cependant si la VNS a pour effet d@ahlir la balance Thl-
Th17/Th2 quel que soit le déséquilibre initial aweBe induit toujours une diminution des
Th1l-Th17. Cette question demeure importante puidgquééséquilibre Th1-Th17/Th2 est
toujours observé dans le cas des MICI, mais dari®Qal celui-ci est en faveur des Th2,
contrairement a la MC ou ce sont les Th1-Th1l7 guitfaugmentés (Sanchez-Muneizal,
2008). Si la VNS a pour effet de retablir la balenthl-Th17/Th2, quel que soit le
déséquilibre initial, alors rien ne s’oppose ailisation potentielle de la stimulation vagale
dans le traitement de la RCH. Au contraire, si ldSVinduit toujours une diminution des
Thl, alors celle-ci serait contre indiquée dansds de la RCH, puisqu’elle pourrait induire
une aggravation de la maladie en augmentant leqdédg#e. Toutefois I'utilisation de la
VNS présente plus d’'intérét dans le cas de le M@ladie difficile a traiter. En effet, la
RCH répond relativement bien au traitement parSlesSA et ses lésions sont situées sur
les tissus digestifs distaux présentant une inriemwaszagale faible (notamment le rectum).

A Tlissue de nos travaux, certaines questions ssepb Tout d’abord, les
parameétres de stimulations utilisés avaient étécggdémment décrits comme étant

préférentiellement activateurs des efférences wmgaCependant, dans nos conditions
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expérimentales, sans vagotomie au dessus de Féthistnous ne pouvons pas écarter une
activation potentielle de I'axe corticotrope viaeustimulation des afférences vagales et
affirmer avec certitude que l'effet anti-inflamma® passe uniguement par la voie
cholinergique périphérique. Néanmoins, méme siuderés études montrent que dans nos
conditions expérimentales I'axe corticotrope esalément activé, il n’en demeure pas
moins que l'effet anti-inflammatoire d’origine ceale pourrait étre intéressant comme
nouvelle technique thérapeutique chez 'Homme dansas des MICI. La VNS aurait en
fait un double effet anti-inflammatoire, d’'une paawec la voie cholinergique anti-

inflammatoire et d’autre part via I'activation dexte corticotrope.

Des expérimentations complémentaires sur l'effet lde VNS seront donc

nécessaires pour répondre aux questions poséempaésultats :

- étude de la mécanistique afin de préciser les sitestion, les cellules
immunitaires cibles, les récepteurs membranairee®tvoies intracellulaires
impliqués dans la modulation de l'inflammation dsgee par la VNS.

- évaluation de l'applicabilité de la VNS a d'autresdéles d’inflammation

digestive.

En ce qui concerne notre étude sur les effets skioes de la VNS, elles ont
permis de montrer que la VNS n’avait pas seulement effet de modulation de
I'inflammation, mais également des effets latérasxr le SNC et sur la motricité
intestinale.

L'étude de la motricité digestive a montré que IHS/chronique n’induisait que
des effets secondaires modérés et transitoiresvaaun de I'intestin gréle. L'adaptation des
parametres de stimulation pourrait permettre deinmiser ces effets.

L’étude de I'action de la VNS sur I'induction d@efosau niveau du NTS a mis en
evidence que les parametres de stimulation utilibésn que décrits comme n’ayant pas
d’effet via les afférences, induisaient malgré tawte modification de ['activation
neuronale au niveau central .

D’autres études, en particulier par la techniqu&B#uff sont en cours de réalisation
pour savoir si nos parametres de stimulation irshtisdes modifications de I'activité

cérébrale.
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Enfin, de nouvelles perspectives sont intéressardesce qui concerne le
déclenchement de la VNS uniguement lors des déklécps de I'activité des systemes
nerveux sympathiqgue et parasympathique. En effaegtivité de ces deux systémes
antagonistes semble étre quantifiable par l'intediaiée de I'étude des modifications de la
variabilité cardiaque. Ce paramétre pourrait domenettre de mesurer en temps réel
I’équilibre de [I'activité sympathique/parasympathéy de détecter d’éventuelles
perturbations de celui-ci et ainsi déclencher laSvEfin de corriger les effets neuro-

immunitaires.
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Annexe

(article soumis a la revue « Gut »)
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Vagus nerve stimulation improves TNBS-induced

colitis in rat
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Ab_breviat_ions: Ach, acetylcholi_ne; ARBP, inflammation but not in colitis. These effects
acidic  ribosomal phosphoprotein  PO; CDare mediated by the cholinergic anti-
Crohn’s disease; CyCA, Cyclophylin A; HPA inflammatory  pathway through vagal

hypothalamic  pituitary  adrenal;  HPRT, affarents, Our aim was to evaluate the effects
hypoxantine guanine phosphorlbosyltransferass;f chronic VNS on rat colitis and

IBD, inflammatory bowel diseases; ICAM, . . .
Characterize its anti-inflammatory

intercellular adhesion molecule; IL, interleukin; : " . .
im, intramuscularly; JAK, Janus kinase: MPOmechamsmMethods Colitis was induced in

myeloperoxidase; NEBIA, nuclear factor ofx rats by intracolonic instillation  of
||ght po|ypept|de gene enhancer in B_Ce||§r|n|tr0benzene sulfonic acid (TNBS) VNS
inhibitor, a; RU, relative unit; SC, standardizedwas performed in freely moving animals 3h
coefficient; SOCS, suppressors of cytokinger day for five days. Efficacy of VNS was
signalling; STAT, signal transducers ancevaluated on physiological and local
activators of transcription; TBX21, T-box 21; Th,parameters both at the level of the damaged
T-helper Ce”; TNBS, trin.itrObenzene SUIfoniCCc)'On and |mmed|ate|y above and a g|0ba|
acid; TNF, tumor necrosis factor; VN, vagugytivariate index of colitis was generated.
nerve; VNS, vagus nerve stimulation; nNAChRpeagyis. VNS  induced a significant
nicotinic acetylcholine receptor improvement of physiological parameters
such as body weight loss and a reduction of
Abstract inflammatory markers in mild damaged

Btgckgl]r(t)_und Vﬁgd _aims dv?gust rlervet tissues as observed by histological score and
stimuiation .( ) Is use or treatmen ‘myeloperoxidase quantification above the
resistant epilepsy and depression. In additio

Goin] ¢ " £ VNS h sion. This effect was associated to a
Sn I-In ammta(;er properlles (t) | q Iaver duction of the multivariate index of colitis:
€en reported n experimental ModelsS Ghe most important parameters corresponded
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to TNF mRNA above the lesion and IL-6 angroinflammatory cytokines such as TNF [4,
SOCS3 mRNAs in the lesion. TNBS colitis
induced significant increase levels of STATZF]'
in and above the lesion and its activét the level of the gastro-intestinal tract, the
phosphorylated form above the lesion WhiCQnti-inflammator role of the cholinergic
were improved by VNS.Conclusion All y 9
together, these data describe a novphthway has been demonstrated in models of
mechanism by which VNS chronically " .

. . pancreatitis [6], dextran sulfate sodium-
performed in awakened animals exerts anti-
inflammatory properties through STAT4colitis [7], dinitro or trinitrobenzene sulfonic
Egttehv(\;?yv?\lng ?npepna;[ir;rtip(\jvtijttélc ﬁ:}fg r;#g;?(;r;%%id (TNBS) colitis [8, 9] and post-operative

bowel diseases. ileus [10]. This effect is produced (i) either
pharmacologically, using selective’nAChR

agonists [6, 10, 11], central injections of
CNI-1493 [12], peripheral or central

cholinesterase inhibitors [8, 13], (ii) by
bowel diseases (IBD) remains a Cha”engin\gagotomy [7] or (i) through acute VN

theory with implications on the influence Ofstimulation (VNS) [14] but the effect of VNS

brain-gut axis on intestinal inflammation anq,]aS never

Introduction

Neuroimmunomodulation in inflammatory

been studied in experimental

its  perpetuation [1,2]. Circulating pro-. ... \/NS has been approved by the FDA

inflammatory cytokines, interleukin (IL)fl as therapy for treatment-resistant epilepsy or

IL-6, tumor necrosis factor (TNF), release%epression [15] through high frequency

from the intestinal mucosa are able t%timulation (20-30Hz) of vagal afferents [15]

communicate with the brain through neural , . , .
while the use of low frequency stimulation
(1-10Hz) [14, 16, 17] is supposed to activate

The neural pathway involves vagus nerV\(?agal efferents i.e. the cholinergic anti-

(VN) afferents locally stimulated byinflammatory pathway.

and humoral pathways (Sucholeilet al).

cytokines to  activate  the hypothalamlcrhe vagal anti-inflammatory pathway acts

pituitary adrenal (HPA) axis (Sucholeilat through o7 subunit-mediated Janus kinase

al.). More recently, Tracey's group reported(JAK)Z_ Signal Transducer and Activator of

an anti-inflammatory role of vagal efferentsl’ranscription (STAT)3 activation in a model

through the  cholinergic anti-inflammatoryof postoperative ileus [14]. Crohn’s disease

pathway; acetylcholine (Ach) released at thFCD) is mediated by an increase of T helper
distal end of the VN, interacts with the7

nicotinic Ach receptor o7nAChR) on

(Th)1 and Th17 pro-inflammatory cytokines
such as IL-12, IL-17 and TNF while

macrophages to inhibit the release 0L]jlcerative colitis seems to be of Th2 type [18,
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19]. STAT4 is a critical regulator of T cellguidelines of the local ethical animal

response and mediates a pro-inflammatorgsearch committee.

response with an increase of naive T cells

development and differentiation in Thl orSurgical procedures

Th1l7 [20, 21, 22]. TNBS colitis shares manyats were anaesthetized with a mixture of
of the histopathological and clinical featureketamine (125mg/kg intramuscularly, im) and
of CD [23], exhibits Th1-Th17 response [20hcepromazine (0.15mg/kg im). A telemetric
and induces an activation of STAT4 [24]. device (Physiotel TA1l0TAF40, Data

Consequently, our aim was to evaluate th®ciences International, MN, USA) was

anti-inflammatory effect of chronic VNS in aimplanted into the abdominal cavity to record
model of TNBS colitis in rats. For thisbody temperature and locomotor activity
purpose, we have: (i) performed VNS if25]. Then, the left cervical VN was

freely moving animals, chronically implantedidentified and an electrode (Cyberonics,
with an electrode on the left cervical VNLyon, France) was gently wrapped around the
using stimulation parameters known td&/N and carotid [26] and linked to a

activate vagal efferents, (ii) studied the effeatonnector fixed to the rat’s head with dental
of VNS on TNBS colitis using acement. The connector was linked to a
multiparametric index of colitis and (iii) stimulator chain (S88, SIU5, CCU1, Grass
examined if VNS interfered with theTechnologies, Astro-Med, RI, US) through a
molecular signaling underlying the Th1-Th1&lip ring (TA13EEG12F2, Air Precision, Le

type response through STAT4 pathway. Plessis Robinson, France).

Induction of colitis
Methods Twelve days after surgery, rats deprived of
Animals food for at least 12h were anaesthetised
Adult male Sprague-Dawley rats (Janvier, Lé&50mg/kg ketamine and 0.05mg/kg
Genest St Isle, France) were individuallpcepromazine im). A 7.5cm length cannula
housed in a controlled environment. Animalsvas inserted into the colon and TNBS (Fluka,
were weighted before induction of colitis andt Quentin Fallavier, France) was instillated
at the end of the experiment. Procedures wea¢ a dose of 10 mg per rat in 50% ethanol
carried out in accordance with the Europeaftotal volume, 0.25 ml) [23, 27]. Controls

Communities Council Directive andreceived saline.
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Vagus nerve stimulation Samples of lesion and above lesion were cut
VNS was performed in freely movinglongitudinally in five equal parts for i)
animals 3h per day (9.00 am to 12.00 am) fdristological analysis, ii) myeloperoxidase
five days, starting 1h before instillation, with(MPO) assay, iii) mMRNA quantification, iv)
stimulation parameters (1mA, 5Hz, pulsevestern blot analysis, V)
width of 500us; 10s ON, 90s OFF;immunohistochemistry.
continuous cycle) adapted from previous
studies [16, 28]. Control rats were implante#iistological analysis
according to the same procedure but n@olonic sections (5um) were stained with
stimulated. H&E and graded qualitatively (Vetopath
Society, Sofia-Antipolis, France). Epithelial
Experimental groups damages (erosions, ulcers, necrosis),
Rats were randomly assigned to one of founflammatory changes (infiltration of mono
treatment groups (n=12 rats per group): Ynd polymorphonuclear cells, vascular
non-stimulated/saline injected (controls), 2¢hanges) and distribution of lesions (focal,
stimulated/saline injected (VNS/saline), 3Y{iffuse, transmural) were blindly evaluated
non-stimulated/ TNBS injected [29]. A score distinguishing four major
(noVNS/TNBS) and 4) stimulated/TNBSgrades was used: grade 0 (normal mucosa),
injected (VNS/TNBS). grade | (mild, focal increase of subacute
inflammatory infiltrate), grade Il (moderate,
Assessment of colonic inflammation patchy, or diffuse increase of inflammatory
Five days after instillation, rats wereinfiltrate in lamina propria, erosions), grade
anesthetized and transcardially perfused witli (marked inflammation with ulcerations,
saline. The distal colon (8cm from the anusgand/or superficial necrosis), grade IV (severe
was isolated, opened longitudinally andcute inflammation  with transmural
photographed for quantification of colonicnecrosis).
damages by determining three areas (normal,
moderate and severe inflammation) usinllyeloperoxidase quantification
colorimetric evaluation (Visilog 6 software,Colonic samples were homogenised and
NOESIS, Crolles, France). Colonic samplequantified for MPO concentration by ELISA
were then separated in 2 parts: i) thkit (HK210, Hycult biotechnology, Uden,
damaged colon, ii) the macroscopicallyrhe Netherlands).

normal colon immediately above the lesion.
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[30] with efficiency correction [31] using

geometric average of three internal validated

control genes [Cyclophylin A (CycA),
Quantification of cytokine (TNF, ILAL IL-6) ARBP, HPRT] [32]. Therefore, ARBP,
and cytokine-related (ICAM1, MNBIA, CycA, and HPRT were used for
SOCS3, TBX21) normalization.
MRNAs mRNA isolation and revers®rimer design Primer design, optimization
transcription reaction Preconditioned and specificity checking were done as
colonic samples in RNALater (Qiagendescribed previously [33]. GenBank
Courtaboeuf, France) were disrupted in lysigccession numbers used for the primers
buffer (Qiagen). mMRNA was isolated usinglesign were for ARBP: NM_022402; CycA:
MagNA Pure LC mRNA isolation kit Il in a NM_017101, HPRT: NM_012583;
MagNA Pure LC instrument (Roche Appliedintercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1):
Science Meylan, France). Revers®&lM_053565; IL-14: NM_031512; NEkBIA:
transcription was carried out using the&XM_343065; suppressor of cytokine
Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentesignalling 3 (SOCS3): NM_053565; TBX21:
Angers, France) with 50 uM oligo (dT) 15XM_220914 and TNE&: NM_012675. IL-6
primer and RNase inhibitor (2 U). (GenBank NM_012589) primers present
Real time quantitative PCAPCR was carried LNA-substitutions (NL) as described
out with LC Fast Start DNA Master SYBRpreviously [34].
Green kit (Roche Applied Science). PCR was
performed using a Lightcycler (RochAppliedWestern blot analysis
Science) for 45 cycles at 95°C for 20 secColonic samples were directly frozen in
58°C [except T-box 21 (TBX21): 56°C,liquid nitrogen. Protein concentrations in
acidic ribosomal phosphoprotein PO (ARBP{Yligestive lysates, prepared as for MPO
and nuclear factor af light polypeptide gene quantification, were determined using BCA
enhancer in B-cells inhibitorr (NFkBIA): assay (Pierce, Rockford, IL, US). Proteins
57°C, hypoxantine guanine phosphoribosylextracts were processed as previously
transferase (HPRT) and IL-6: 60°C] for Sdescribed [35]. Primary antibodies dilutions
sec, and a final step of 10 sec at 72°Qvere 1:1000 for STAT4 and Tyr693 (P)-
Quantification was achieved using a pool c8TAT4 (Signhalway Antibody, Euromedex,
all the cDNA samples as calibrator accordin§ouffelweyersheim, France).

to the comparative threshold cycle method
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Imunohistochemistry physiological and molecular parameters were
Colonic samples were fixed in 4 %studied (telemetric data, areas of lesion,
paraformaldehyde, postfixed andcytokine and cytokine- related mRNAS).
cryoprotected at 4 °C for 5 days in the samdore than a univariate analysis on each
fixative containing 30 % sucrose. Frozemarameter, we performed a multivariate
sections (16um) were cryostat cut (Micronanalysis by using the following parameters:
HM500M, Francheville, France), fixed ina) means of body temperature and locomotor
cold acetone at -20°C and treated foactivity during the two dark periods
guenching of endogenous peroxidase wittollowing instillation, b) geometric means of
3% HO, in methanol at room temperaturedamaged areas, c) cytokine and cytokine-
Tissue sections were blocked in PBS$elated mRNAs (TNF, IL-f, IL-6, ICAM1,
containing 1% goat serum (blocking solutionNFkBIA, SOCS3, TBX21) quantified in the
and then incubated with anti-P-STAT4wo areas. Cytokine and inflammatory
antibody. Sections were then incubated witthnarker mMRNAs were analysed together by a
biotinylated goat anti-rabbit IgG in blockingmultivariate analysis to allow a general
buffer (Vector Laboratories, Abscys, Parisevaluation of the clinical and inflammatory
France) and finally stained by indirectstates of rats. A linear discriminant analysis
immunoperoxidase procedure using theas first performed on control- and
avidin/biotin complex procedure (VectastaimoVNS/TNBS groups to characterize colitis.
kit, Vector Laboratories, L’lsle d’Abeau, Canonical coefficients obtained were then
France). A complementary coloration waapplied to VNS/saline and VNS/TNBS
made with haematoxylin. Tissue sectiongroups. The relative contribution of each
were analysed with a Zeiss microscopparameter presented here in the discriminant
(Axioskop, Carl Zeiss, Zaventem, Belgium)model was ranked by partial Wilks lambda.
equipped with a digital camera (Color Mosaid@ he unstandardized coefficients of the model
11.2, Diagnostic instruments, Sterlingvere used to calculate for each rat a general
Heights, MI, US). weighted score for colitis inflammation. This
multivariate  index allows a better
Multivariate index of colitis characterization of the colonic inflammatory
Many parameters are involved in therofile. Discriminant score was obtained by
inflammatory process. Therefore, in additiomultiplying the coefficient by the value of
to currently studied parameters like bodyneasured parameters. The higher the

weight or MPO quantification, additionalcoefficient in absolute value was, the more
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important its contribution to colitis was. Thein VNS/TNBS group with no significant

inflammatory index was used to test theffect of VNS compared to noVNS/TNBS

effects of VNS between noVNS/TNBS andyroup (Figure 1). The same effect was

VNS/TNBS groups. reported during the following day (day 2;
data not shown).

Statistical analysis

For all results, a Mann-Whitney test wa&ffect of VNS on classical evaluation of

used. A p value <0.05 was considered amlitis

statistically  significant. All data areBody weight loss

expressed as mean = sem. A significant weight loss, expressed as the
percentage of body weight change, was
observed in NnoVNS/TNBS (-4.1 £ 1.1 %)

RESULTS compared to control group (14.5 £ 1.3%)
Effects of VNS on circadian body(p<0.0001) (Figure 2). In contrast, a
temperature after colitis induction significant decrease of weight loss (-0.3 £ 1.5

Baseline circadian temperatures were simil&) was observed in VNS/TNBS animals
for four groups of rats before instillation ofcompared to noVNS/TNBS animals (p=0.04)
TNBS or saline. Rats had higher bodyFigure 2).

temperature during the dark period and Klacroscopic assessment

lower one at light period; this coincided withNo macroscopical damage of the recto-colon
a decrease of spontaneous locomotor activityas observed after saline. In animals
(data not shown). The same pattern waeceiving TNBS/ethanol, either stimulated or
observed 12h after instillation in both controhot, macroscopic colonic damages were
and VNS/saline groups (Figure 1). Rats witlbbserved between 3 and 7cm proximal to the
colitis presented a disruption in normabnus. Quantification of colonic damages
thermoregulation which started during theshowed a non significant decrease in
first night following TNBS instillation. VNS/TNBS animals (data not shown).
During this period, noVNS/TNBS injectedHistological assessment

rats exhibited a significant hypothermia (-0.No histological damage was observed in
+ 0.1°C, p<0.001 vs control) while theysaline injected animals with or without VNS
displayed a non significant increase of bodf¢grade 0) (Figure 3A, D). TNBS induced
temperature during the light period. Ammucosal lesions: grade 0 and Il above the

improvement was observed during the nigHesion (Figure 3B, D) and grade Il and IV in
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the lesion (Figure 3C, D). Histological scoresytokine and cytokine-related mRNA levels
in the lesion were not modified by VNSe.g. IL-13, SOCS3, NKBIA, ICAM-1,
(grade I and IV) (Figure 3C, D) while colonicTBX21 (data not shown). Interestingly, a
tissue above the lesion was relativelgignificant decrease of TNFMRNA was
protected by VNS and showed a lower degresserved in VNS/saline group compared to
of inflammation (grade 0 and 1) (Figure 3Bcontrol (0.33 + 0.05 RU vs 0.55 + 0.06 RU,
D). p<0.01) (Figure 5A).
Myeloperoxidase quantification
TNBS induced a significant increase of MP@Effect of VNS on multivariate index of colitis
concentration both at the Ilevel offFigure 6A shows that all studied parameters
macroscopic colitis and just above theontribute to the inflammation observed in
damaged colon (1426.6 + 119.4 ng/mg aniNBS colitis and that the model of
23.9 £ 6.0 ng/mg protein respectively) whemultivariate analysis is significant (Lambda
compared to control group (6.1 + 2.5 ng/mgVilk: 0.050; F approx (17.7) = 7.814,
protein) (p<0.0001 and p=0.008 respectively)<0.0051). According to the standardized
(Figure 4). Compared to noVNS/TNBS,coefficient (SC), some of these parameters
VNS/TNBS animals presented a decrease afore particularly contributed to the
MPO concentration which was significaninflammatory process in the lesion, such as
only at the level of the colon above the lesiolL-6 (SC: 4.027) and SOCS3 (SC: 3.622)
(9.5 £ 4.2 ng/mg protein versus 23.9 £ 6.While some parameters such as the locomotor
ng/mg protein, p=0.03) (Figure 4). activity (SC: 0.432 and 0.093) were less
involved.
Effect of VNS on cytokines” mRNA levelmm noVNS/TNBS animals, a significant
after colitis induction increase of the multivariate index of colitis
TNBS induced a significant increase of botlivas observed compared to the control group
TNF and IL-6 mRNAs in the lesion(9.35 £ 0.34 RU vs 0.99 = 0.22 RU,
compared to the control group (respectivelp<0.0001) (Figure 6B). VNS induced a
1.49 £ 0.12 relative unit (RU) vs 0.55 + 0.0&ignificant decrease of the same multivariate
RU, p=0.0001; and 2.19 £+ 0.36 RU vs 0.10 index (all previous parameters included) of
0.10 RU, p<0.0001) (Figure 5A, B). VNScolitis compared to noVNS/TNBS rats (3.49
induced a non significant decrease of thesel.98 RU, p<0.001) (Figure 6B).
two mRNA levels (Figure 5A, B). This

tendency was generally observed for other

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 135



inside the tissue. Compared to control tissues

(Figure 8A), TNBS induced a mucosal
Molecular signalling of VNS anti- infiltration of leukocytes, with an increase of
inflammatory effect P-STAT4 immunoreactive cells in the
Analysis by western blotting indicated ncsubmucosa (Figure 8B). VNS application
differences in the expression of STAT3 andeduced both the number of mucosal
STAT6 proteins induced by VNS duringinfiltrated cells and the P-STAT4 labelling
colitis (data not shown). In contrast we foundFigure 8C).
a modification in the expression of STAT4
(Figure 7A). Indeed, TNBS induced a non-
significant increase of STAT4 in the colonidDISCUSSION
tissue above the lesion (0.90 + 0.05 RUQur results are consistent with the hypothesis
while this increase was significant in thehat VNS, performed chronically in freely
lesion (3.96 + 0.60 RU, p<0.001) comparedhoving rats, has an anti-inflammatory effect
to control (0.64 = 0.08 RU) (Figure 7B).on an experimental model of colitis.
However, VNS significantly decreased th&he role of the VN as a modulator of
level of STAT4 proteins in TNBS animalsintestinal inflammation has been recently
either at the level of the lesion (1.60 + 0.28eviewed [36]. All the studies investigating
RU) or above (0.55 %= 0.10 RU). Thisthe anti-inflammatory effect of VNS have
decrease was higher in the lesion (p=0.00#en performed acutely in anesthetized
and p=0.02 respectively) (Figure 7B). Nanimals and never on an experimental colitis
significant variations of P-STAT4 were[14, 17, 37]. To our knowledge, this is the
observed in TNBS treated animals both in thigrst study on the effects of VNS perform in
lesion (1.87 = 0.43 RU) and above (0.8 freely moving animals chronically implanted
0.09 RU) compared to control group (1.27 with electrodes on the left VN to study its
0.18 RU) (Figure 7C). However, a noreffect on TNBS colitis. The choice to
significant decrease of P-STAT4 wagerform VNS for five days was based on the
observed in VNS/TNBS animals (Figure 7C)work of Miceli et al. [8] wusing a
To further confirm this tendency, wepharmacological approach with
performed immunohistochemical detection o&cetylcholinesterase inhibitors. This is also
P-STAT4 in the colonic tissue above thehe delay for an acute inflammatory response
lesion (Figure 8). This approach presents theith a transmural inflammation [8, 20, 23].

advantage of focusing the positive cells
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Our results indicate that VNS has alistinction between lesion and above. TNBS
protective effect on colitis-induced weightinduced a very important increase of MPO
loss, a classical parameter of colitis imot only in the lesion (>200 fold higher) but
humans and animals [23, 38, 39]. In oualso above (4 fold higher). VNS significantly
conditions, with the lowest dose of TNBS (10educed MPO levels only above the lesion,
mg/rat) to induce colitis [23], a 4% weightindicating that it is very pertinent to analyze
lost was observed which was reducedach area separately. This observation
significantly to only 0.3% by VNS. suggests that VNS therapy could be of
Histological, biochemical, and molecularinterest for the treatment of mild colitis but
assessments were performed in two areas: thlso to prevent recurrence.

macroscopic damaged colon (lesion) and tHaflammation is a complex, multi-scale
area immediately above. Qualitativebiologic response to aggression and is also
histological evaluation supports the differentequired for repair and regeneration after
effects of colitis in both areas withtissue injury with many parameters involved
previously described modifications [8, 23jn the host response. Some current
27], while no macroscopic and microscopiparameters (body temperature, cytokine
lesions were observed in saline treatethRNAs...) may have a non significant
animals. Interestingly, VNS/TNBS rats hadariation alone but may be important in the
less inflammatory infiltrate above the lesiorsynergistic response. TNBS induced a
while only a poor effect was observed in theickness response characterized by a
lesion compared to noVNS/TNBS. Thisdisruption of circadian rhythms with a lower
argues for a major efficiency of VNS on lowbody temperature during the dark period and
damaged tissues. This could be explained laymild fever during the light period [41]. We
the fact that the lesion is represented bgbserved a non significant improvement of
damaged and necrotic cells with a lowody temperature during the dark period in
reactivity level to therapeutics. These resul®NS/TNBS group. In contrast to Tateishi et
were  further  supported by  MPOal. [42], TNBS colitis induced a significant
guantification. MPO is an enzymeincrease of TNF and IL-6 mRNA at day 5,
predominantly found in neutrophils andwhich was reduced by VNS. This
currently used as a quantitative index odiscrepancy may be explained by the fact that
intestinal inflammation [40]. Previous studieshey analyzed these cytokines at the protein
[7, 8] have reported an important increase dével by ELISA at a time where they were

MPO in colonic tissue without anyprobably still not produced.
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Due to the synergistic property ofmediated by the macrophage nAChR (for
inflammation, a global assessment seemmseview [36]). STAT signalling pathways play
more appropriate to consider all biologicabn important role in the regulation of pro-
interactions [43]. Consequently, instead of mflammatory cytokines. Indeed, VNS
univariate analysis, we used a multivariatattenuates = macrophage  activation by
analysis to identify biological parameters thaactivating the JAK2-STAT3 signalling
better discriminate colitis group pathway in a mouse model of surgery-
(NoVNS/TNBS) vs control group. Due to thanduced inflammation [14]. We did not
discriminant analysis, a significant increasebserved any significant variations in
of this index was observed in noOVNS/TNBSSTAT3/P-STATS3 induced by VNS in animals
group while VNS significantly decreased thisvith colitis (data not shown) thus suggesting
index by approximately three times inthat the anti-inflammatory effect of VNS
VNS/TNBS. In addition, values ofinvolves another pathway. Furthermore, this
standardized coefficients (range 0.093 teesult is corroborated to the increase in IL6
4.027) allowed an evaluation of theand TNF mRNAs, two cytokines negatively
significance of each parameter in the TNB®&gulated by STATS3 signalling. IBD are also
colitis model. The most two importantbelieved to be T-cell driven processes, with
parameters (i.e. high value) correspond to Ilboth inflammation resulting from
6 and SOCS3 mRNAs measured in the lesiomappropriate cytokine production by subsets
Indeed, SOCS3 has a key role in thef CD4+T-Th cells [46] and defects in the
regulation of IL-6 signalling [44]. TNBS regulatory T cell process [47]. STAT4
colitis shares many of the clinical,signalling is crucial in maintaining Thl and
histopathological, and immunologicalThl7 response. TNBS acute colitis is
features of CD which is characterized by aoharacterized by a macrophage-derived
impairment of the Th1-Th17/Th2 cytokine profile, strong chemotactic pattern
inflammatory balance [20]. TNF, a keyand a polarized Th1-Th17 panel with STAT4
cytokine in IBDjs necessary for both theactivation [20, 24]. Therefore, we analysed
initiation and persistence of the Thl respons®TAT4 and P-STAT4 levels in colonic
in TNBS colitis [45] and it is the mosttissues. TNBS colitis induced significant
important parameter above the lesion in ouncreased levels of constitutive STAT4 in the
study. lesion with a six-fold increase in
It has been proposed that VN improves colitisoVNS/TNBS animals compared to the

in rat models, an anti-inflammatory effectcontrol group. Interestingly, VNS
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significantly reduced the level of STAT4patients [50], VNS therapy is of interest

both in the lesion and above. While we dithecause it is independent of the patient

not observe any modification of P-STAT4compliance.

Lastly, VNS activates an

the active form of STAT4, between allintrinsic anti-inflammatory pathway which

groups, it does not mean that there is nmight

avoid side effects due to

effect of VNS on STAT4 activation. Indeed,immunosuppressive and biological therapies.

western blot analysis was performed on the
whole colonic wall without any nucleus

purification or mucosal

should have improved the quantification o'fg‘fUt

insulation whichAcknowledgements
hors would like to thank the involvement

Edgar Gentilhomme, Aurélie Faure,

P-STAT4. However, immunohistologicalJacques Mathieu (Institut de Recherche
study revealed a P-STAT4 labelling OTBlome_d\lcaIe de,s Armees) anq Mane-!—lelene
Laverriere (Département d’Anatomie et

submucosa immune cells in NnoVNS/TNBSytologie, CHU Grenoble) for histological

animals which was attenuated in VNS/TNB

animals. Altogether, these data propose W@niversité
Générale de I'’Armement (DGA), INSERM,
UCB Pharma, and from the Center of

new mechanism by which VNS could

§tudies and for critical reading of the
manuscript. This work was supported by

Joseph  Fourier, Direction

regulate intestinal inflammation. Indeed, byedical Technology of St-Etienne, France.

regulating STAT4 signalling VNS could

attenuate the skewed TH1-TH17

inflammatory responses induced by TNB§EFERENCES

colitis. This pathway may act in concert to1 Anton PA. Shanahan E
the STAT3 signalling since IL6 and TNF Neuroimmunomodulation in

have been required for the development of
Th1l cell-mediated murine colitis [48].

The results of this study have clinical2
relevance. Indeed, because of its anti-
inflammatory property, notably on the low
damaged tissues and Th1-Th17/Th2 balancg,
VNS should be of interest in the treatment of
IBD [49], particularly in case of mild colitis
and/or in the prevention of recurrence. IQl
overall intentional

addition, since

nonadherence is reported by 39% of IBD

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

inflammatory bowel disease. How far
from "bench" to "bedside"? Ann N Y

Acad Sci 1998;840:723-34.

Paschos KA, Kolios G, Chatzaki E. The
corticotropin-releasing factor system in
inflammatory bowel disease: Prospects
for new therapeutic approaches. Drug
Discov Today 2009.

Dantzer R, Konsman JP, Bluthe RM, et
al. Neural and humoral pathways of
communication from the immune system
to the brain: parallel or convergent?
Auton Neurosci 2000;85:60-5.

Pavlov VA, Wang H, Czura CJ, et al.
The cholinergic anti-inflammatory

pathway: a missing link in

139



10

11

12

13

14

15

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

neuroimmunomodulation. Mol Med
2003;9:125-34.

Tracey KJ. Reflex control of immunity.16
Nat Rev Immunol 2009;9:418-28.

van Westerloo DJ, Giebelen IA, Florquin
S, et al. The vagus nerve and nicotinic
receptors modulate experimentall7
pancreatitis severity in mice.
Gastroenterology 2006;130:1822-30.

Ghia JE, Blennerhassett P, Kumar-
Ondiveeran H, et al. The vagus nerve: a8
tonic inhibitory influence associated with
inflammatory bowel disease in a murine
model. Gastroenterology 2006;131:1122-
30.

Miceli PC, Jacobson K. Cholinergic
pathways modulate experimental
dinitrobenzene sulfonic acid colitis in
rats. Auton Neurosci 2003;105:16-24.

Bai A, Guo Y, Lu N. The effect of thel19
cholinergic anti-inflammatory pathway
on experimental colitis. Scand J Immunol
2007;66:538-45.

The FO, Boeckxstaens GE, Snoek SA, et
al. Activation of the cholinergic anti- 20
inflammatory  pathway  ameliorates
postoperative ileus in mice.
Gastroenterology 2007;133:1219-28.

de Jonge WJ, Ulloa L. The alpha7
nicotinic acetylcholine receptor as &1
pharmacological target for inflammation.
Br J Pharmacol 2007;151:915-29.
Borovikova LV, lvanova S, Nardi D, et
al. Role of vagus nerve signaling in CNI-
1493-mediated suppression of acutd2
inflammation. Auton Neurosci
2000;85:141-7.

Pavlov VA, Parrish WR, Rosas-Ballina23
M, et al. Brain acetylcholinesterase
activity controls systemic cytokine levels
through the cholinergic anti-
inflammatory pathway. Brain Behav
Immun 2009,;23:41-5. 24
de Jonge WJ, van der Zanden EP, The
FO, et al. Stimulation of the vagus nerve
attenuates macrophage activation by
activating the Jak2-STAT3 signaling
pathway. Nat Immunol 2005;6:844-51.
Milby AH, Halpern CH, Baltuch GH.
Vagus nerve stimulation for epilepsy and

25

depression.
2008;5:75-85.
Bernik TR, Friedman SG, Ochani M, et
al. Pharmacological stimulation of the
cholinergic antiinflammatory pathway. J
Exp Med 2002;195:781-8.

Borovikova LV, Ilvanova S, Zhang M, et
al. Vagus nerve stimulation attenuates
the systemic inflammatory response to
endotoxin. Nature 2000;405:458-62.

Fuss IJ, Neurath M, Boirivant M, et al.
Disparate CD4+ lamina propria (LP)
lymphokine  secretion  profiles in
inflammatory bowel disease. Crohn's
disease LP cells manifest increased
secretion of IFN-gamma, whereas
ulcerative colitis LP cells manifest
increased secretion of IL-5. J Immunol
1996;157:1261-70.

Brand S. Crohn's disease: Thl, Th17 or
both? The change of a paradigm: new
immunological and genetic insights
implicate Th17 cells in the pathogenesis
of Crohn's disease. Gut 2009;58:1152-67.
Alex P, Zachos NC, Nguyen T, et al.
Distinct cytokine patterns identified from
multiplex profiles of murine DSS and
TNBS-induced colitis. Inflamm Bowel
Dis 2008.

O'Malley JT, Eri RD, Stritesky GL, et al.
STAT4 isoforms differentially regulate
Thl cytokine production and the severity
of inflammatory bowel disease. J
Immunol 2008;181:5062-70.

Wurster AL, Tanaka T, Grusby MJ. The
biology of Stat4 and Stat6. Oncogene
2000;19:2577-84.

Morris GP, Beck PL, Herridge MS, et al.
Hapten-induced model of chronic
inflammation and ulceration in the rat
colon. Gastroenterology 1989;96:795-
803.

Coccia EM, Remoli ME, Di Giacinto C,
et al. Cholera toxin subunit B inhibits IL-
12 and IFN-{gamma} production and
signaling in experimental colitis and
Crohn's disease. Gut 2005;54:1558-64.
Chevrier C, Bourdon L, Canini F.
Cosignaling of adenosine and adenosine
triphosphate in hypobaric hypoxia-

Neurotherapeutics

140



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

induced hypothermia. Am J Physiol
Regul Integr Comp Physiol
2006;290:R595-600.

Handforth A, Krahl SE. Suppression of
harmaline-induced tremor in rats by36
vagus nerve stimulation. Mov Disord
2001;16:84-8.

Porcher C, Sinniger V, Juhem A, et al.
Neuronal activity and CRF receptor gen87
transcription in the brains of rats with
colitis. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol 2004;287:G803-14.

Naritoku DK, Terry WJ, Helfert RH.
Regional induction of fos 38
immunoreactivity in the brain by

anticonvulsant stimulation of the vagus
nerve. Epilepsy Res 1995;22:53-62.
Geboes K, Desreumaux P, Jouret A, et al.
[Histopathologic diagnosis of the activity
of chronic inflammatory bowel disease39
Evaluation of the effect of drug
treatment. Use of histological scores].
Gastroenterol Clin Biol 1999;23:1062-
73.

Schmittgen TD, Livak KJ. Analyzing 40
real-time PCR data by the comparative
C(T) method. Nat Protoc 2008;3:1101-8.
Pfaffft MW. A new mathematical model
for relative quantification in real-time 41
RT-PCR. Nucleic Acids Res
2001;29:e45.

Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F,
et al. Accurate normalization of real-time42
guantitative RT-PCR data by geometric
averaging of multiple internal control
genes. Genome Biol
2002;3:RESEARCHO0034. 43
Peinnequin A, Mouret C, Birot O, et al.
Rat pro-inflammatory cytokine and
cytokine related mRNA guantification by
real-time polymerase chain reactior4
using SYBR green. BMC Immunol
2004;5:3.

Malgoyre A, Banzet S, Mouret C, et al.
Quantification of low-expressed mRNA
using 5' LNA-containing real-time PCR45
primers. Biochem Biophys Res Commun
2007;354:246-52.

Chartier NT, Laine M, Gout S, et al.
Laminin-5-integrin interaction signals

through Pl 3-kinase and Raclb to
promote assembly of adherens junctions
in HT-29 cells. J Cell Sci 2006;119:31-
46.

Van Der Zanden EP, Boeckxstaens GE,
de Jonge WJ. The vagus nerve as a
modulator of intestinal inflammation.
Neurogastroenterol Motil 2009;21:6-17.
Bernik TR, Friedman SG, Ochani M, et
al. Cholinergic antiinflammatory
pathway inhibition of tumor necrosis
factor during ischemia reperfusion. J
Vasc Surg 2002;36:1231-6.

Rigaud D, Angel LA, Cerf M, et al.
Mechanisms of decreased food intake
during weight loss in adult Crohn's
disease patients  without obvious
malabsorption. Am J Clin  Nutr
1994;60:775-81.

Ballinger AB, Azooz O, El-Haj T, et al.
Growth failure occurs through a decrease
in insulin-like growth factor 1 which is
independent of undernutrition in a rat
model of colitis. Gut 2000;46:694-700.
Bradley PP, Christensen RD, Rothstein
G. Cellular and extracellular
myeloperoxidase in pyogenic
inflammation. Blood 1982;60:618-22.
Boisse L, Van Sickle MD, Sharkey KA,
et al. Compromised neuroimmune status
in rats with experimental colitis. J
Physiol 2003;548:929-39.

Tateishi H, Mitsuyama K, Toyonaga A,
et al. Role of cytokines in experimental
colitis: relation to intestinal permeability.
Digestion 1997;58:271-81.

Vodovotz Y, Csete M, Bartels J, et al.
Translational systems  biology of
inflammation. PLoS Comput Biol
2008;4:e1000014.

Alexander WS, Hilton DJ. The role of
suppressors of cytokine signaling
(SOCS) proteins in regulation of the
immune response. Annu Rev Immunol
2004;22:503-29.

Strober W, Fuss 1J, Blumberg RS. The
immunology of mucosal models of
inflammation. Annu Rev Immunol
2002;20:495-549.

141



46

a7

48

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble

Strober W, Fuss I, Mannon P. The
fundamental basis of inflammatory bowel
disease. J Clin Invest 2007;117:514-21. 49
lzcue A, Powrie F. Special regulatory T-
cell review: Regulatory T cells and the
intestinal tract--patrolling the frontier.
Immunology 2008;123:6-10. 50
Yamamoto M, Rennert P, McGhee JR, et
al. Alternate mucosal immune system:
organized Peyer's patches are not
required for IgA responses in the

gastrointestinal  tract. J Immunol
2000;164:5184-91.

Bonaz B. The cholinergic anti-
inflammatory pathway and the

gastrointestinal tract.
2007;133:1370-3.

Cerveny P, Bortlik M, Kubena A, et al.
Nonadherence in inflammatory bowel
disease: results of factor analysis.
Inflamm Bowel Dis 2007;13:1244-9

Gastroenterology

142



Figure 1

Effect of VNS on 24h body temperature evolution df2ér colonicinstillation of saline
or TNBS An improvement was observed during the dark peimoVNS/TNBS animals.
Bar indicates the dark period>nl3; # P < 0.05, NoVNS/TNBS vs Control group.
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Figure 2

Effect of VNS on body weight change five days aftdonic instillation of saline or
TNBS A significant decrease of body weight loss waseslbed in VNS/TNBS animals
compared to noVNS/TNBS animals=nl2; * P < 0.05; *** p < 0.001.

20 —— | Control

O VNS/Saline
B noVNS/TNBS
O VNS/TNBS

Percentage of initial weight (%)

-10 -

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 143



Figure 3

Effect of VNS on histological staining of represgivte colons five days after colonic
instillation of saline or TNBSPhotograph of colonic samples, (A) in safe tissu®)
above the lesion, (C) in the lesion. (D) Histolajiscore from grade 0 to IV in these
areas. A lower degree of inflammation was obserwedhe colon above the lesion in
VNS/TNBS animals. n=3.
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mRNA (relative unit)

Figure 4

Effect of VNS on MPO quantification in the caloiNS/TNBS animals presented a
decrease of MPO concentration which was signifiairdve the lesion. B 7; * P < 0.05;
** P <0.01; *** P < 0.001.
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Effect of VNS on (A) TNF and (B) IL-6 mRNA leveldhe lesion VNS induced a non
significant decrease of these two mRNA levels I2; * P< 0.05; *** P < 0.001.
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Figure 6

Effect of VNS on the multivariate index of coli{i8) Parameters in descending order for
contribution in the colitis model expressed by sftamlized -coefficients and
unstandardized coefficients used to calculate eathscore of inflammation (score =
4.788 x (1) -5.233 x (2) -4.487 x (3)....etc). (Blultiparametric index obtained after
discriminatory analysis applied on physiologicalrgraeters (locomotor activity, body
temperature) and quantification level of cytokimedacytokine-related mRNAs (TNF, IL-
1B, IL-6, SOCS3, NKBIA, TBX21) above and in the lesion (relative unRU) for the
four groups. A significant decrease of the multigte index of colitis was observed in
VNS/TNBS animals compared to non stimulated rats.12; *** P < 0.001.
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Figure 7

Effects of VNS on western blot analysis of STATd BfSTAT4 (A) Immunoblots of
STAT4 and P-STAT4 (above and in the lesion for TNBgcted groups). (B) Graph
shows STAT4/Actin report for the four groups inae unit (RU). (C) Graph shows P-
STATA4/Actin report for the four groups in RU. VN$sificantly decreased the level of
STAT4 proteins in TNBS animals either at the legékhe lesion or above, this decrease
being higher in the lesion. A non significant dexse of P-STAT4 was observed in
VNS/TNBS animals. 2 5; * P < 0.05; ** P < 0.01; ** P < 0.001.
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Figure 8

Immunohistochemical study of P-STAT4 above thetesthotographs show P-STAT4-
immunoreactive cells in colonic tissues of (A) awmht (B) noVNS/TNBS, (C)
VNS/TNBS groups. Original magnification: 40)A decrease of P-STAT4 IR-cells was

observed in the colon after VNS.

Julien Meregnani / These de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 148



Bibliographie

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 149



Bibliographie

Ader J, Carré F, Dinh-Xuan AT, Duclos M, Kubis Nektier J, Mion F, Préfaut C & Roman S.
(2006).Physiologie

Alex P, Zachos NC, Nguyen T, Gonzales L, Chen TEnldin LS, Centola M & Li X. (2008).
Distinct cytokine patterns identified from multigerofiles of murine DSS and TNBS-
induced colitisInflamm Bowel Dis

Alexander WS & Hilton DJ. (2004). The role of suppsors of cytokine signaling (SOCS)
proteins in regulation of the immune responSenu Rev Immund2, 503-529.

Altschuler SM, Escardo J, Lynn RB & Miselis RR. @¥). The central organization of the vagus
nerve innervating the colon of the r@&astroenterology.04,502-509.

Andreakos E, Taylor PC & Feldmann M. (2002). Moroal antibodies in immune and
inflammatory disease€urr Opin Biotechnoll3, 615-620.

Astrup J, Siesjo BK & Symon L. (1981). Thresholds ¢erebral ischemia - the ischemic
penumbraStrokel2, 723-725.

Bach SP & Mortensen NJ. (2007). lleal pouch surgéoy ulcerative colitis. World J
Gastroenteroll3, 3288-3300.

Bailey P & Bremer FA. (1938). Sensory cortical reggntation of the vagus nervd.
Neurophysioll, 405-412.

Ballinger AB, Azooz O, El-Haj T, Poole S & FarthimddJ. (2000). Growth failure occurs through
a decrease in insulin-like growth factor 1 whichirigependent of undernutrition in a rat
model of colitis.Gut 46, 694-700.

Baron JC. (2001). Perfusion thresholds in humarelwe ischemia: historical perspective and
therapeutic implicationLerebrovasc Did1 Suppl 1,2-8.

Benarroch EE. (1993). The central autonomic netwéwkctional organization, dysfunction, and
perspectiveMayo Clin Proc68,988-1001.

Bernik TR, Friedman SG, Ochani M, DiRaimo R, Suga®l, Czura CJ & Tracey KJ. (2002a).
Cholinergic antiinflammatory pathway inhibition tfmor necrosis factor during ischemia
reperfusionJ Vasc Sur@6, 1231-1236.

Bernik TR, Friedman SG, Ochani M, DiRaimo R, UllbaYang H, Sudan S, Czura CJ, lvanova
SM & Tracey KJ. (2002b). Pharmacological stimulatioof the cholinergic
antiinflammatory pathwayl Exp Medl95,781-788.

Berrebi D, Maudinas R, Hugot JP, Chamaillard M, @lyae F, De Lagausie P, Yang C,
Desreumaux P, Giovannini M, Cezard JP, Zouali H,lenD & Peuchmaur M. (2003).

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 150



Card15 gene overexpression in mononuclear and éticells of the inflamed Crohn's
disease colonGut52, 840-846.

Bluthe RM, Michaud B, Kelley KW & Dantzer R. (1996Yagotomy blocks behavioural effects
of interleukin-1 injected via the intraperitonealute but not via other systemic routes.
Neuroreport7, 2823-2827.

Bohotin C, Scholsem M, Multon S, Martin D, Bohotih & Schoenen J. (2003). Vagus nerve
stimulation in awake rats reduces formalin-induceaciceptive behaviour and fos-
immunoreactivity in trigeminal nucleus caudakain 101, 3-12.

Boisse L, Van Sickle MD, Sharkey KA & Pittman Q2003). Compromised neuroimmune status
in rats with experimental colitisl. Physiol548,929-939.

Bonaz B. (2007). The cholinergic anti-inflammatopathway and the gastrointestinal tract.
Gastroenterology33,1370-1373.

Bonaz B, Martin L, Beurriand E, Manier M, Hostei&Jeuerstein C. (1991). Modulation of the
migrating myoelectric complex by brain noradrenergystems in ratsAm J PhysioR60,
G340-345.

Boon P, Raedt R, de Herdt V, Wyckhuys T & Vonck (009). Electrical stimulation for the
treatment of epilepsyNeurotherapeutic$, 218-227.

Borovikova LV, lvanova S, Nardi D, Zhang M, Yang Bmbrellino M & Tracey KJ. (2000a).
Role of vagus nerve signaling in CNI-1493-mediasegpression of acute inflammation.
Auton Neurosc85, 141-147.

Borovikova LV, Ivanova S, Zhang M, Yang H, Botch&itl, Watkins LR, Wang H, Abumrad N,
Eaton JW & Tracey KJ. (2000b). Vagus nerve stimaolatattenuates the systemic
inflammatory response to endotoxiature405,458-462.

Bugajski AJ, Gil K, Ziomber A, Zurowski D, Zaraskd & Thor PJ. (2007). Effect of long-term
vagal stimulation on food intake and body weightidg diet induced obesity in ratd.
Physiol Pharmacob8 Suppl 1,5-12.

Buijs RM, van der Vliet J, Garidou ML, Huitinga | &scobar C. (2008). Spleen vagal
denervation inhibits the production of antibodi@s dirculating antigensPLoS One3,
e3152.

Buller KM. (2001). Role of circumventricular orgaria pro-inflammatory cytokine-induced
activation of the hypothalamic-pituitary-adrenaliaxClin Exp Pharmacol Physio28,
581-589.

Cerveny P, Bortlik M, Kubena A, Vicek J, Lakatos R Lukas M. (2007). Nonadherence in
inflammatory bowel disease: results of factor apeyinflamm Bowel Didl3, 1244-1249.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 151



Chae JH, Nahas Z, Lomarev M, Denslow S, Lorberbd®mBohning DE & George MS. (2003).
A review of functional neuroimaging studies of vagumerve stimulation (VNS)J
Psychiatr Reg7,443-455.

Chartier NT, Laine M, Gout S, Pawlak G, Marie CAatds P, Block MR & Jacquier-Sarlin MR.
(2006). Laminin-5-integrin interaction signals thgh Pl 3-kinase and Raclb to promote
assembly of adherens junctions in HT-29 cell€ell Sci119,31-46.

Cheuvrier C, Bourdon L & Canini F. (2006). Cosigmagjiof adenosine and adenosine triphosphate
in hypobaric hypoxia-induced hypothermfm J Physiol Regul Integr Comp Phys?28I0,
R595-600.

Coccia EM, Remoli ME, Di Giacinto C, Del Zotto Bj&omini E, Monteleone G & Boirivant M.
(2005). Cholera toxin subunit B inhibits IL-12 an&N-{gamma} production and
signaling in experimental colitis and Crohn's dse&ut 54, 1558-1564.

Code CF & Marlett JA. (1975). The interdigestive arglectric complex of the stomach and
small bowel of dogsJ Physiol246,289-309.

Cunningham JT, Mifflin SW, Gould GG & Frazer A. @8). Induction of c-Fos and DeltaFosB
immunoreactivity in rat brain by Vagal nerve stimtibn. Neuropsychopharmacolodg,
1884-1895.

Daniel C, Sartory NA, Zahn N, Radeke HH & Stein J2008). Immune modulatory treatment of
trinitrobenzene sulfonic acid colitis with calctttiis associated with a change of a T
helper (Th) 1/Th17 to a Th2 and regulatory T cebffle. J Pharmacol Exp The824,23-
33.

Dantzer R. (2001). Cytokine-induced sickness bebrawihere do we stand®rain Behav Immun
15,7-24.

Dantzer R. (2004). Cytokine-induced sickness bah#avia neuroimmune response to activation
of innate immunityEur J Pharmacob00,399-411.

Dantzer R & Kelley KW. (2007). Twenty years of raseh on cytokine-induced sickness
behavior.Brain Behav Immui21, 153-160.

Dantzer R, Konsman JP, Bluthe RM & Kelley KW. (200M0eural and humoral pathways of
communication from the immune system to the brgarallel or convergentAuton
Neurosci85, 60-65.

Dantzer R & Wollman EE. (2003). [Relationships beén the brain and the immune systed].
Soc Biol197,81-88.

de Jonge WJ, van der Zanden EP, The FO, BijlsmawWk,Westerloo DJ, Bennink RJ, Berthoud
HR, Uematsu S, Akira S, van den Wijngaard RM & Boetaens GE. (2005).
Stimulation of the vagus nerve attenuates macroplaagivation by activating the Jak2-
STAT3 signaling pathwayNat Immunol6, 844-851.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 152



Dedeurwaerdere S, Cornelissen B, Van Laere K, Vok¢ckAchten E, Slegers G & Boon P.
(2005). Small animal positron emission tomographyig vagus nerve stimulation in
rats: a pilot studyEpilepsy Re$7,133-141.

Dennis C, Eddy F, Frykman M, McCarthy A & Westo\r(1946). The response to vagotomy in
idiopathic ulcerative colitis and regional entesithnn Surgl28,479-496.

Diop L, Raymond F, Fargeau H, Petoux F, Chovet MD&herty AM. (2002). Pregabalin (ClI-
1008) inhibits the trinitrobenzene sulfonic acidhlirced chronic colonic allodynia in the
rat.J Pharmacol Exp The302,1013-1022.

Eaden JA, Abrams KR & Mayberry JF. (2001). The ridlcolorectal cancer in ulcerative colitis:
a meta-analysisGut 48, 526-535.

Evans MS, Verma-Ahuja S, Naritoku DK & Espinosa JR004). Intraoperative human vagus
nerve compound action potentiafscta Neurol Scand10,232-238.

Farahat K, Sobhani I, Bonnaud G, Vallot T, VissmzaiC & Mignon M. (1999).Rectocolite
ulcérohémorragique : épidémiologie, physiopathoiggiiagnostic, histoire naturelle et
stratégie thérapeutiqudlaris.

Farr G. (2002)The autonomic nervous system

Follesa P, Biggio F, Gorini G, Caria S, Talani G22i L, Puligheddu M, Marrosu F & Biggio G.
(2007). Vagus nerve stimulation increases noreginep concentration and the gene
expression of BDNF and bFGF in the rat brddnain Resl1179,28-34.

Gaykema RP, Dijkstra | & Tilders FJ. (1995). Sulpdieagmatic vagotomy suppresses endotoxin-
induced activation of hypothalamic corticotropine&sing hormone neurons and ACTH
secretionEndocrinologyl36,4717-4720.

Geboes K, Desreumaux P, Jouret A, Ectors N, Rutge® & Colombel JF. (1999).
[Histopathologic diagnosis of the activity of chroninflammatory bowel disease.
Evaluation of the effect of drug treatment. Usehistological scores]Gastroenterol Clin
Biol 23,1062-1073.

Ghia JE, Blennerhassett P & Collins SM. (2007). ¥agerve integrity and experimental colitis.
Am J Physiol Gastrointest Liver Phys83, G560-567.

Ghia JE, Blennerhassett P & Collins SM. (2008). &ned parasympathetic function increases
susceptibility to inflammatory bowel disease in @use model of depressiod. Clin
Invest118,2209-2218.

Ghia JE, Blennerhassett P, Kumar-Ondiveeran H, Y& & Collins SM. (2006). The vagus

nerve: a tonic inhibitory influence associated witiflammatory bowel disease in a
murine modelGastroenterology31,1122-1130.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 153



Gotoh M, Iguchi A, Yatomi A, Uemura K, Miura H, Faima A, Kato K & Sakamoto N. (1989).
Vagally mediated insulin secretion by stimulatiof rain cholinergic neurons with
neostigmine in bilateral adrenalectomized r&sain Res493,97-102.

Greene E. (1963 Anatomy of the rat

Groves DA & Brown VJ. (2005). Vagal nerve stimutati a review of its applications and
potential mechanisms that mediate its clinical efeNeurosci Biobehav Re®9, 493-
500.

Guarini S, Altavilla D, Cainazzo MM, Giuliani D, Biani A, Marini H, Squadrito G, Minutoli L,
Bertolini A, Marini R, Adamo EB, Venuti FS & Squatlr F. (2003). Efferent vagal fibre
stimulation blunts nuclear factor-kappaB activatiand protects against hypovolemic
hemorrhagic shoclkCirculation 107,1189-1194.

Gue M, Fioramonti J, Frexinos J, Alvinerie M & Bueh. (1987). Influence of acoustic stress by
noise on gastrointestinal motility in dod3ig Dis Sci32,1411-1417.

Gutierrez O, Pipaon C, Inohara N, Fontalba A, Ogdr@&rosper F, Nunez G & Fernandez-Luna
JL. (2002). Induction of Nod2 in myelomonocytic aitestinal epithelial cells via
nuclear factor-kappa B activatiod Biol Chem277,41701-41705.

Hall KE, Greenberg GR, El-Sharkawy TY & Diamant NE983). Vagal control of migrating
motor complex-related peaks in canine plasma mmtijpancreatic polypeptide, and
gastrin.Can J Physiol Pharmacdl, 1289-1298.

Handforth A & Krahl SE. (2001). Suppression of hafme-induced tremor in rats by vagus
nerve stimulationMov Disord16, 84-88.

Henry TR, Bakay RA, Votaw JR, Pennell PB, EpsteM,&aber TL, Grafton ST & Hoffman JM.
(1998). Brain blood flow alterations induced by ridygeutic vagus nerve stimulation in
partial epilepsy: I. Acute effects at high and Ivels of stimulationEpilepsia39, 983-
990.

Huston JM, Ochani M, Rosas-Ballina M, Liao H, Och#n Pavlov VA, Gallowitsch-Puerta M,
Ashok M, Czura CJ, Foxwell B, Tracey KJ & Ulloa {2006). Splenectomy inactivates
the cholinergic antiinflammatory pathway duringhlat endotoxemia and polymicrobial
sepsisJ Exp Med203,1623-1628.

Kamina P. (2009)Anatomie cliniquevol. Tome 3 : Thorax Abdomen.

Kapcala LP, He JR, Gao Y, Pieper JO & DeTolla L1996). Subdiaphragmatic vagotomy
inhibits intra-abdominal interleukin-1 beta stimtiten of adrenocorticotropin secretion.
Brain Res728,247-254.

Kawashima K, Yoshikawa K, Fujii YX, Moriwaki Y & Miawa H. (2007). Expression and

function of genes encoding cholinergic componentsnurine immune cells.ife Sci80,
2314-2319.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 154



Koutroubakis I, Manousos ON, Meuwissen SG & Pena @896). Environmental risk factors in
inflammatory bowel diseasélepatogastroenterolog43, 381-393.

Krahl SE, Clark KB, Smith DC & Browning RA. (1998).ocus coeruleus lesions suppress the
seizure-attenuating effects of vagus nerve stinmutaEpilepsia39, 709-714.

Krahl SE, Senanayake SS, Pekary AE & Sattin A. 0¥ agus nerve stimulation (VNS) is
effective in a rat model of antidepressant actibRsychiatr Re88,237-240.

Lala S, Ogura Y, Osborne C, Hor SY, Bromfield AMiss S, Ogunbiyi O, Nunez G & Keshav S.
(2003). Crohn's disease and the NOD2 gene: a migéneth cellsGastroenterology
125,47-57.

Lane RD, Waldstein SR, Chesney MA, Jennings JRallowVR, Kozel PJ, Rose RM, Drossman
DA, Schneiderman N, Thayer JF & Cameron OG. (2009 rebirth of neuroscience in
psychosomatic medicine, Part I: historical contawgthods, and relevant basic science.
Psychosom Med1, 117-134.

Langley JN. (1921)Autonomic nervous system, Partdambridge.

Lanska DJ. (2002). J.L. Corning and vagal nervenstation for seizures in the 1880seurology
58,452-459.

Laskiewicz J, Krolczyk G, Zurowski G, Sobocki J, tja A & Thor PJ. (2003). Effects of vagal
neuromodulation and vagotomy on control of foodak# and body weight in ratg.
Physiol Pharmacob4, 603-610.

Laye S, Bluthe RM, Kent S, Combe C, Medina C, PafgKelley K & Dantzer R. (1995).
Subdiaphragmatic vagotomy blocks induction of ILbgta mRNA in mice brain in
response to peripheral LPSm J PhysioR68,R1327-1331.

Lefebvre PJ, Luyckx AS & Brassinne AH. (1978). Vagéimulation and its role in eliciting
gastrin but not glucagon release from the isolgedused dog stomackiut 19, 185-188.

Levey Al. (1996). Muscarinic acetylcholine recepexpression in memory circuits: implications
for treatment of Alzheimer diseaderoc Natl Acad Sci U S 83, 13541-13546.

Liu WC, Mosier K, Kalnin AJ & Marks D. (2003). BOLDMRI activation induced by vagus
nerve stimulation in seizure patiengsNeurol Neurosurg Psychiatrg4, 811-813.

Louvet B, Buisine MP, Desreumaux P, Tremaine WJhe&uti JP, Porchet N, Capron M, Cortot A,
Colombel JF & Sandborn WJ. (1999). Transdermal tmeo decreases mucosal IL-8
expression but has no effect on mucin gene expmesii ulcerative colitis.Inflamm
Bowel Dis5, 174-181.

Lovato P, Brender C, Agnholt J, Kelsen J, Kaltoft 8vejgaard A, Eriksen KW, Woetmann A &

Odum N. (2003). Constitutive STAT3 activation intéstinal T cells from patients with
Crohn's diseaseél. Biol Chem278,16777-16781.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 155



Lukas RJ, Changeux JP, Le Novere N, Albuquerque BXfour DJ, Berg DK, Bertrand D,
Chiappinelli VA, Clarke PB, Collins AC, Dani JA, &y SR, Kellar KJ, Lindstrom JM,
Marks MJ, Quik M, Taylor PW & Wonnacott S. (1999nternational Union of
Pharmacology. XX. Current status of the nomenchktdor nicotinic acetylcholine
receptors and their subuni®harmacol Reb1, 397-401.

Marieb E. (2005)Anatomie et physiologie humaines

Mazelin L, Theodorou V, Fioramonti J & Bueno L. @%. Vagally dependent protective action
of calcitonin gene-related peptide on coliffeptides20, 1367-1374.

McCafferty DM, Wallace JL & Sharkey KA. (1997). Effts of chemical sympathectomy and
sensory nerve ablation on experimental colitishi@ tat.Am J PhysioR72,G272-280.

McHugh KJ, Collins SM & Weingarten HP. (1994). Ceaitinterleukin-1 receptors contribute to
suppression of feeding after acute colitis in theAm J Physiol66,R1659-1663.

Merle A, Faucheron JL, Delagrange P, Renard P, Bddh& Pellissier S. (2000). Nycthemeral
variations of cholecystokinin action on intestimabtility in rats: effects of melatonin and
S 20928, a melatonin receptor antagori&turopeptideg84, 385-391.

Miceli PC & Jacobson K. (2003). Cholinergic pathwayodulate experimental dinitrobenzene
sulfonic acid colitis in ratsAuton Neuroscil05, 16-24.

Moore K & Dalley A. (2001).Anatomie médicale : aspects fondamentaux et apijpdica
cliniques

Morris GP, Beck PL, Herridge MS, Depew WT, SzewcMR & Wallace JL. (1989). Hapten-
induced model of chronic inflammation and ulceratia the rat colonGastroenterology
96, 795-803.

Mudter J, Weigmann B, Bartsch B, Kiesslich R, Sttrdn, Galle PR, Lehr HA, Schmidt J &
Neurath MF. (2005). Activation pattern of signalansducers and activators of
transcription (STAT) factors in inflammatory bowdiseasesAm J Gastroenterol00,
64-72.

Naritoku DK, Terry WJ & Helfert RH. (1995). Regidnaduction of fos immunoreactivity in the
brain by anticonvulsant stimulation of the vagusveeEpilepsy Re22,53-62.

Netter F. (2007)Atlas d'anatomie humaine

NguyenHuu, Person H, B. V & (1999ouveau dossier d'anatomie PCENDI. Téte - Tome 1,
Nouvelle nomenclature.

O'Malley JT, Eri RD, Stritesky GL, Mathur AN, CharldC, Hogenesch H, Srinivasan M &

Kaplan MH. (2008). STAT4 isoforms differentiallygelate Thl cytokine production and
the severity of inflammatory bowel diseasdmmunol181,5062-5070.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 156



Okayasu I, Hatakeyama S, Yamada M, Ohkusa T, Inayak Nakaya R. (1990). A novel
method in the induction of reliable experimentalt@cand chronic ulcerative colitis in
mice. Gastroenterology8, 694-702.

Oke SL & Tracey KJ. (2008). From CNI-1493 to themnmological homunculus: physiology of
the inflammatory reflexJ Leukoc BiolB3,512-517.

Osharina V, Bagaev V, Wallois F & Larnicol N. (2Q0&utonomic response and Fos expression
in the NTS following intermittent vagal stimulationmportance of pulse frequency.
Auton Neuroscil26-127,72-80.

Pang YH, Zheng CQ, Yang XZ & Zhang WJ. (2007). based expression and activation of IL-
12-induced Stat4 signaling in the mucosa of ulaeeatolitis patientsCell Immunol248,
115-120.

Pardo JV, Sheikh SA, Kuskowski MA, Surerus-John§hrHagen MC, Lee JT, Rittberg BR &
Adson DE. (2007). Weight loss during chronic, ceali vagus nerve stimulation in
depressed patients with obesity: an observation) Obes (Lond31,1756-1759.

Pardo JV, Sheikh SA, Schwindt GC, Lee JT, Kuskowdl, Surerus C, Lewis SM, Abuzzahab
FS, Adson DE & Rittberg BR. (2008). Chronic vagusrve stimulation for treatment-
resistant depression decreases resting ventromeuh@frontal glucose metabolism.
Neuroimage42, 879-889.

Pauleau AL & Murray PJ. (2003). Role of nod2 in thesponse of macrophages to toll-like
receptor agonistdvol Cell Biol 23,7531-7539.

Pavlov VA, Ochani M, Gallowitsch-Puerta M, Ochanj Kuston JM, Czura CJ, Al-Abed Y &
Tracey KJ. (2006). Central muscarinic cholinergiegulation of the systemic
inflammatory response during endotoxeni®aoc Natl Acad Sci U S A03,5219-5223.

Pavlov VA, Ochani M, Yang LH, Gallowitsch-Puerta @chani K, Lin X, Levi J, Parrish WR,
Rosas-Ballina M, Czura CJ, Larosa GJ, Miller EJacey KJ & Al-Abed Y. (2007).
Selective alpha7-nicotinic acetylcholine receptgomist GTS-21 improves survival in
murine endotoxemia and severe sepGist Care Med35, 1139-1144.

Pavlov VA, Parrish WR, Rosas-Ballina M, Ochani Mygfta M, Ochani K, Chavan S, Al-Abed Y
& Tracey KJ. (2009). Brain acetylcholinesterase\agt controls systemic cytokine levels
through the cholinergic anti-inflammatory pathw&yain Behav Immui23, 41-45.

Pavlov VA, Wang H, Czura CJ, Friedman SG & Tracey. K2003). The cholinergic anti-
inflammatory pathway: a missing link in neuroimmumadulation.Mol Med9, 125-134.

Paxinos G & Watson C. (1997Fhe rat brain in stereotaxic coordinates
Peinnequin A, Mouret C, Birot O, Alonso A, MathiduClarencon D, Agay D, Chancerelle Y &
Multon E. (2004). Rat pro-inflammatory cytokine ancytokine related mMRNA

guantification by real-time polymerase chain reawctusing SYBR greerBMC Immunol
5, 3.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 157



Pellissier S, Eribon O, Chabert J, Gully D & Rocih (1996). Peripheral neurotensin
participates in the modulation of pre- and postgrah intestinal motility in rats.
Neuropeptides0,412-419.

Pfaffl MW. (2001). A new mathematical model for agive quantification in real-time RT-PCR.
Nucleic Acids Reg9, e45.

Porcher C, Juhem A, Peinnequin A, Sinniger V & BorBa (2005). Expression and effects of
metabotropic CRF1 and CRF2 receptors in rat srmddistine. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol288,G1091-1103.

Porcher C, Sinniger V, Juhem A, Mouchet P & Bonaz(B004). Neuronal activity and CRF
receptor gene transcription in the brains of rathwolitis. Am J Physiol Gastrointest
Liver Physiol287,G803-814.

Probert CS, Hearing SD, Schreiber S, Kuhbacher figsd S, Arnott ID & Forbes A. (2003).
Infliximab in moderately severe glucocorticoid &sint ulcerative colitis: a randomised
controlled trial.Gut52,998-1002.

Randall WC & Ardell JL. (1985). Selective parasyrtiptomy of automatic and conductile
tissues of the canine heaftm J Physiok48,H61-68.

Ribet R. (1952)Anatomies schématique de I'appareil nerveux - legésrcraniens

Rigaud D, Angel LA, Cerf M, Carduner MJ, Melchio€ JSautier C, Rene E, Apfelbaum M &
Mignon M. (1994). Mechanisms of decreased food ketaluring weight loss in adult
Crohn's disease patients without obvious malabsmrpAm J Clin Nutr60, 775-781.

Rivest S, Lacroix S, Vallieres L, Nadeau S, Zharg Uaflamme N. (2000). How the blood talks
to the brain parenchyma and the paraventriculardeusc of the hypothalamus during
systemic inflammatory and infectious stimwitoc Soc Exp Biol Me@23,22-38.

Roitt I, J. B & D. M. (2002)Immunologie

Rosas-Ballina M, Ochani M, Parrish WR, Ochani K& YT, Huston JM, Chavan S & Tracey
KJ. (2008). Splenic nerve is required for cholirergntiinflammatory pathway control of
TNF in endotoxemiaProc Natl Acad Sci U S A05,11008-11013.

Ruckebusch Y & Laplace JP. (1967). [Intestinal itytiin sheep: mechanical and electrical
phenomena]C R Seances Soc Biol Rib1,2517-2523.

Saeed RW, Varma S, Peng-Nemeroff T, Sherry B, Badakh D, Huston J, Tracey KJ, Al-Abed
Y & Metz CN. (2005). Cholinergic stimulation blocksndothelial cell activation and
leukocyte recruitment during inflammatioh Exp Med201,1113-1123.

Sanchez-Munoz F, Dominguez-Lopez A & Yamamoto-FhoudK. (2008). Role of cytokines in
inflammatory bowel diseas&Vorld J Gastroenterol4, 4280-4288.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 158



Sawchenko PE & Swanson LW. (1982). The organizabbmoradrenergic pathways from the
brainstem to the paraventricular and supraoptideiuc the rat.Brain Res257,275-325.

Schlaepfer TE, Frick C, Zobel A, Maier W, HeuserBajbouj M, O'Keane V, Corcoran C,
Adolfsson R, Trimble M, Rau H, Hoff HJ, PadbergMuller-Siecheneder F, Audenaert
K, Van den Abbeele D, Stanga Z & Hasdemir M. (2008agus nerve stimulation for
depression: efficacy and safety in a European stBdychol Med38, 651-661.

Schmittgen TD & Livak KJ. (2008). Analyzing realkte PCR data by the comparative C(T)
method.Nat Protoc3, 1101-1108.

Schultzberg M, Hokfelt T, Nilsson G, Terenius L,Reld JF, Brown M, Elde R, Goldstein M &
Said S. (1980). Distribution of peptide- and catdamine-containing neurons in the
gastro-intestinal tract of rat and guinea-pig: ilmohbistochemical studies with antisera to
substance P, vasoactive intestinal polypeptide, eph&lins, somatostatin,
gastrin/cholecystokinin, neurotensin and dopamimtathydroxylase.Neuroscience5,
689-744.

Sharma P, Makharia GK, Ahuja V, Dwivedi SN & DeepéK. (2009). Autonomic dysfunctions
in patients with inflammatory bowel disease in @il remission.Dig Dis Sci54, 853-
861.

Silk DB & Payne-James J. (1989). Inflammatory bowlidease: nutritional implications and
treatmentProc Nutr So#8, 355-361.

Sinniger V, Mouchet P & Bonaz B. (2005). Effect wbr-trimebutine on neuronal activation
induced by a noxious stimulus or an acute colonitammation in the ratLife Sci77,
2927-2941.

Sinniger V, Porcher C, Mouchet P, Juhem A & Bonaz(#04). c-fos and CRF receptor gene
transcription in the brain of acetic acid-inducexhsto-visceral pain in rat®ain 110,
738-750.

Sjogren MJ, Hellstrom PT, Jonsson MA, Runnerstam Silander HC & Ben-Menachem E.
(2002). Cognition-enhancing effect of vagus nervémaslation in patients with
Alzheimer's disease: a pilot studyClin Psychiatry63, 972-980.

Sobocki J, Krolczyk G, Herman RM, Matyja A & Thord P(2005). Influence of vagal nerve
stimulation on food intake and body weight--resudfsexperimental studiesl Physiol
Pharmacol56 Suppl 6,27-33.

Sternberg EM. (2006). Neural regulation of innatemunity: a coordinated nonspecific host
response to pathogeri$at Rev Immunadb, 318-328.

Strober W, Fuss 13 & Blumberg RS. (2002). The imwmlogy of mucosal models of
inflammation.Annu Rev Immund0, 495-549.

Sucholeiki R, Alsaadi TM, Morris GL, 3rd, Ulmer JBjswal B & Mueller WM. (2002). fMRI in
patients implanted with a vagal nerve stimulateizurell, 157-162.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 159



Tateishi H, Mitsuyama K, Toyonaga A, Tomoyose M &rikawa K. (1997). Role of cytokines
in experimental colitis: relation to intestinal perability. Digestion58,271-281.

The FO, Boeckxstaens GE, Snoek SA, Cash JL, BenRinkarosa GJ, van den Wijngaard RM,
Greaves DR & de Jonge WJ. (2007). Activation of telinergic anti-inflammatory
pathway ameliorates postoperative ileus in m@astroenterologyi33,1219-1228.

Thoreck P. (1951). Vagotomy for idiopathic ulcevaticolitis and regional enteritisAMA 145,
140-146.

Tracey KJ. (2002). The inflammatory refldature420,853-859.

Tracey KJ. (2007). Physiology and immunology of tielinergic antiinflammatory pathway.
Clin Invest117,289-296.

Ulloa L. (2005). The vagus nerve and the nicotiaitti-inflammatory pathwayNat Rev Drug
Discov4, 673-684.

Van Der Zanden EP, Boeckxstaens GE & de Jonge Y0D9a). The vagus nerve as a modulator
of intestinal inflammationNeurogastroenterol Moti21, 6-17.

van der Zanden EP, Snoek SA, Heinsbroek SE, Stard$p Verseijden C, Boeckxstaens GE,
Peppelenbosch MP, Greaves DR, Gordon S & De Jonde (2009b). Vagus nerve
activity augments intestinal macrophage phagocgtusi nicotinic acetylcholine receptor
alphadbeta2Gastroenterology37,1029-1039, 1039 €1021-1024.

Van Laere K, Vonck K, Boon P, Versijpt J & Dierck (2002). Perfusion SPECT changes after
acute and chronic vagus nerve stimulation in refatio prestimulus condition and long-
term clinical efficacy.J Nucl Med43, 733-744.

Van Limbergen J, Wilson DC & Satsangi J. (2009)eThenetics of Crohn's Diseagennu Rev
Genomics Hum Genet

van Westerloo DJ, Giebelen IA, Florquin S, Bruno,Marosa GJ, Ulloa L, Tracey KJ & van der
Poll T. (2006). The vagus nerve and nicotinic réoep modulate experimental
pancreatitis severity in mic&astroenterology.30,1822-1830.

van Westerloo DJ, Giebelen IA, Florquin S, Daalleuis), Bruno MJ, de Vos AF, Tracey KJ &
van der Poll T. (2005). The cholinergic anti-inflaratory pathway regulates the host
response during septic peritonitisinfect Dis191,2138-2148.

Vandesompele J, De Preter K, Pattyn F, Poppe B, Rap N, De Paepe A & Speleman F.
(2002). Accurate normalization of real-time quaatite RT-PCR data by geometric
averaging of multiple internal control gen€éenome BioB, RESEARCH0034.

Vodovotz Y, Constantine G, Rubin J, Csete M, Vd@d B An G. (2009). Mechanistic simulations
of inflammation: current state and future prospektath Biosci217,1-10.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 160



Vodovotz Y, Csete M, Bartels J, Chang S & An G. Q&80 Translational systems biology of
inflammation.PLoS Comput Bio#, €1000014.

Wang H, Yu M, Ochani M, Amella CA, Tanovic M, Sukaf, Li JH, Yang H, Ulloa L, Al-Abed
Y, Czura CJ & Tracey KJ. (2003). Nicotinic acetydtime receptor alpha7 subunit is an
essential regulator of inflammatioNature421, 384-388.

Wessler | & Kirkpatrick CJ. (2008). Acetylcholineeyond neurons: the non-neuronal cholinergic
system in human®r J Pharmacoll54,1558-1571.

Wurster AL, Tanaka T & Grusby MJ. (2000). The bigyoof Stat4 and StatBOncogenel9,
2577-2584.

Yazdanyar S & Nordestgaard BG. (2009). NOD2/CARDXenotype and common
gastrointestinal diseases in 43 600 individudltern Med

Young HM. (2005). Neural stem cell therapy and gaistestinal biology Gastroenterology 29,
2092-2095.

Zagon A & Kemeny AA. (2000). Slow hyperpolarizatian cortical neurons: a possible

mechanism behind vagus nerve simulation therapydtmactory epilepsyEpilepsia4dl,
1382-1389.

Julien Meregnani / Thése de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 161



	UneThese_JMeregnani
	These_JMeregnani

