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Résumé 
 

 Introduction 

Le nerf vague est un nerf mixte composé de 20% de fibres efférentes et 80% 

de fibres afférentes. La stimulation électrique du nerf vague (VNS) est 

actuellement employée comme thérapie de certaines formes d’épilepsies et de 

dépressions chez l’Homme. Le nerf vague a également un double rôle anti-

inflammatoire : i) d’une part via la voie classique faisant intervenir les fibres 

vagales afférentes centripètes qui peuvent activer l’axe corticotrope, ii) d’autre 

part via la voie cholinergique anti-inflammatoire, plus récemment décrite. 

L’effet anti-inflammatoire est dans ce cas lié à l’activation des efférences 

vagales centrifuges. En effet, les terminaisons de ces fibres libèrent, en 

périphérie, de l’acétylcholine qui, en se liant au récepteur α7-nicotinique 

exprimé en particulier par les macrophages, inhibe la sécrétion de cytokines 

pro-inflammatoires (TNFα notamment). Bien que les maladies inflammatoires 

chroniques de l’intestin (MICI) aient une incidence en augmentation, leur 

origine exacte reste méconnue et semble liée à de nombreux facteurs. Les 

patients atteints de MICI présentent des troubles au niveau de l’activation du 

système immunitaire qui vont engendrer l’apparition de lésions au niveau 

intestinal. Les traitements des MICI disponibles actuellement ne permettent 

pas une guérison totale, mais ont uniquement un rôle suspensif.  

 But  

Les travaux réalisés ont eu pour objectif d’utiliser la VNS afin de diminuer 

l’inflammation dans un modèle de colite expérimentale chez le rat. Des études 

complémentaires ont été réalisées pour étudier les mécanismes de cet effet 

anti-inflammatoire ainsi que les effets centraux et digestifs moteurs de la VNS. 

 Matériels et Méthodes  

La colite a été induite par l’instillation intra-colique d’acide trinitrobenzène 

sulfonique (TNBS). La VNS a été réalisée grâce à une électrode bipolaire 

implantée de manière chronique au niveau du nerf vague gauche (paramètres 

de stimulation : 1mA, 5Hz, 500µs, 10s ON, 90s OFF) ; l’animal a été stimulé 

pendant 3 heures le jour de  l’injection du TNBS et pendant les 4 jours 
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suivants. Les paramètres physiologiques de température corporelle et 

d’activité locomotrice ont été suivis en continu par télémétrie pendant cette 

période. L’animal a été sacrifié 5 jours après l’instillation, le côlon a été 

prélevé et deux zones tissulaires ont été distinguées : la partie lésée et la partie 

adjacente. Ces prélèvements ont ensuite été utilisés pour une analyse 

histologique, une quantification de la myéloperoxydase et une quantification 

des ARNm des cytokines par la technique de RT-PCR. L’inflammation 

globale induite par la colite a été étudiée par l’intermédiaire d’un index 

multiparamétrique global comprenant des paramètres physiologiques intégrés 

(température corporelle, activité locomotrice), tissulaires (surface des lésions) 

et moléculaires (ARNm des marqueurs d’inflammation). L’approfondissement 

des connaissances mécanistiques de l’effet anti-inflammatoire obtenu a été 

réalisé par une étude par western blot et immunohistochimie de l’expression 

des protéines impliquées dans les voies intracellulaires d’activation des 

cellules immunitaires (protéines STAT). Enfin les effets latéraux de la VNS 

ont été étudiés au niveau central par la technique d’immunohistochimie du c-

fos et par l’analyse des électromyogrammes du jéjunum au niveau 

périphérique. 

Les résultats mettent en évidence chez les animaux stimulés : une amélioration 

clinique significative avec une perte pondérale réduite, une tendance à la 

réduction des lésions intestinales, de l’expression de la myéloperoxidase et du 

taux d’ARNm de cytokines dans le tissu colique, ainsi qu’une diminution 

significative de l’index global d’inflammation. Au niveau mécanistique, la 

VNS induit des changements dans la signalisation intracellulaire, au niveau de 

la lésion et juste au-dessus de celle-ci. Enfin la VNS semble induire aussi des 

changements modérés au niveau de l’activation neuronale centrale et de la 

motricité digestive.  

 Conclusion  

Ces données expérimentales montrent l’intérêt d’activer la voie cholinergique 

par la VNS pour obtenir un effet anti-inflammatoire ciblé au niveau du tube 

digestif. La VNS pourrait être envisagée dans le traitement des poussées ou le 

maintien en phase de rémission des patients atteints de MICI. 
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Abstract 
 

 Background  

The vagus nerve is composed of 20% of efferents and 80% of afferents. 

Nowadays, vagus nerve stimulation (VNS) is used in the treatment of 

refractory epilepsy and depression in Human. Moreover, the vagus nerve 

has anti-inflammatory properties through its i) afferents by activating the 

hypothalamic pituitary adrenal axis, ii) its efferents by the cholinergic 

anti-inflammatory pathway has also been reported more recently. In fact, 

acetylcholine can binds α7 nicotinic receptor of immune cells (like 

macrophages) to inhibit pro-inflammatory cytokines secretions (like 

TNFα). Inflammatory bowel diseases (IBD) are multifactorial 

pathologies that produce hyper-activations of the immune system and 

hence to intestinal lesion. Nowadays, IBD treatments not induce a total 

remission but have only suspensive effects.  

Aim  

The aim of this study was to evaluate the effect of chronic VNS on an 

experimental colitis in rats and characterize its anti-inflammatory 

mechanisms and its lateral effects on brain and on intestinal motility. 

 Methods 

Colitis was induced in rats by intracolonic instillation of trinitrobenzene 

sulfonic acid (TNBS). VNS was performed for 3 hours during five days 

in freely moving rats chronically implanted with an electrode on the left 

cervical vagus nerve with stimulation parameters known to activate vagal 

efferents (1mA, 5Hz, 500µs, 10s ON, 90s OFF). Body temperature and 

locomotor activity were recorded. At the end of stimulation, evaluation of 

colitis was assessed by physiological and local parameters both at the 

level of the damaged colon and immediately above. A global 

multiparametric index of colitis was generated. Western blot analysis and 

immunohistochemistry of STAT proteins were performed to best 

characterized mechanisms of action of VNS. A study of the lateral effects 
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of VNS was performed by c-fos immunohistochemestry in the brain and 

by the recording of migrant motor complex at the peripheral level. 

 Results 

VNS induced a significant improvement of physiological parameters such 

as body weight loss and a reduction of inflammatory markers notably in 

mild damaged tissues. This effect was associated with a reduction of the 

multivariate index of colitis. TNBS colitis induced significant increase of 

STAT levels in the lesion and above, these changes were improved by 

VNS. In addition, VNS induced slight effects on central neuronal 

activation, and on intestinal motility. 

 Conclusion 

All together, these data argue for a therapeutic effect of VNS on this 

model of colitis. This study opens a potential therapeutic avenue for the 

use of VNS in patients with IBD. 
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Introduction 

 
Le tractus digestif a pour fonction de transporter et dégrader les aliments ainsi que 

d’absorber les nutriments résultant de cette digestion. Il constitue donc la voie d’entrée des 

éléments utiles au métabolisme de l’organisme et est donc l’interface entre le milieu 

extérieur et le milieu intérieur de l’organisme.  

Tout au long du tractus digestif, différents acteurs vont permettre, par leurs 

interactions, le fonctionnement et le maintien l’homéostasie : 

- la flore intestinale : elle comporte plusieurs milliers d’espèces de micro-

organismes (bactéries essentiellement), et permet la dégradation de différents 

composés (cartilages et celluloses). Elle est aussi à l’origine de la synthèse de 

certaines substances notamment des vitamines. 

- l’épithélium : il est composé de plusieurs couches cellulaires, et constitue la 

frontière entre la lumière intestinale et l’intérieur de l’organisme. Il a pour 

fonction la sécrétion des différents enzymes, mais aussi la motricité digestive 

nécessaire au transport des aliments. 

- le système immunitaire : il est constitué de nombreux types cellulaires et son 

rôle est de réagir à toute intrusion étrangère (parasite, bactérie, virus…) au 

sein de l’organisme. Il est très présent au niveau du tractus digestif du fait de 

la proximité du milieu extérieur (lumière et flore intestinales) et les nombreux 

échanges avec celle-ci. 

- le système nerveux : il comporte plusieurs réseaux interconnectés, et permet le 

fonctionnement synchrone des différents organes digestifs (motricité, 

sécrétions). 

Toute anomalie de fonctionnement au niveau de l’un de ces trois systèmes peut engendrer 

un déséquilibre qui peut induire secondairement une inflammation.  

Dans le domaine de la pathologie, les maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin (MICI) regroupent la recto-colite hémorragique (RCH) et la maladie de Crohn 

(MC). En dépit d’une incidence en augmentation, l’étiopathogénie de ces maladies restent 

mal connue et multifactorielle, provoquant une diminution de la tolérance immunitaire face 

à la flore intestinale en raison d’une hyper-activation du système immunitaire. Ces 

maladies évoluent par poussées entrecoupées de périodes de rémission et peuvent se 
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déclencher à tout âge, y compris chez l’enfant. Enfin, ces maladies constituent des facteurs 

à risques pour le développement de cancers. 

 

L’objectif de ce travail a consisté à rechercher une nouvelle voie thérapeutique en 

étudiant les effets de l’activation de la voie cholinergique anti-inflammatoire par 

stimulation électrique du nerf vague dans un modèle de colite expérimentale chez le rat. 

Nous nous sommes appliqués à évaluer les bénéfices de l’effet anti-inflammatoire de cette 

stimulation et à étudier ses mécanismes d’action, ainsi que les effets latéraux associés, 

centraux et périphériques.  
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Synthèse bibliographique 

 

1 La communication entre le système nerveux 

central et le tube digestif  
 

Il existe des échanges permanents d’informations entre le système nerveux central 

(SNC) et le système digestif. Cette communication passe par deux voies. 

1.1 La communication humorale 

Les cytokines circulantes (TNFα, IL-1β, IL-6) sont capables d’interagir avec le 

SNC (Dantzer et al., 2000; Rivest et al., 2000; Dantzer, 2001; Dantzer & Wollman, 2003; 

Dantzer, 2004). En effet, les organes circumventriculaires, situés en dehors de la barrière 

hémato-encéphalique sont accessibles aux cytokines (Buller, 2001). Celles-ci sont donc 

capables de se lier à des récepteurs de l’endothélium vasculaire de ces organes. Cette 

interaction aboutit à la libération de prostaglandines et de monoxyde d’azote, qui vont 

diffuser dans le parenchyme cérébral et moduler l’activité de groupes spécifiques de 

neurones qui envoient des projections notamment sur l’hypothalamus. Le noyau 

paraventriculaire de l’hypothalamus (NPV) sécrète alors le corticotropin-releasing factor 

(CRF) qui va agir sur l’hypophyse et provoquer la libération de l’hormone 

adrenocorticotrophique (ACTH). Cette hormone, libérée dans le sang va stimuler les 

glandes corticosurrénales qui vont alors secréter les corticoïdes. Ceux-ci, notamment par 

une action sur l’inhibition de la phospholipase A2, vont permettre une réduction des 

mécanismes pro-inflammatoires : vasodilatation, migration des polynucléaires, 

phagocytose, activité fibroblastique. Il en résulte au final une diminution de 

l’inflammation. L’ensemble de cet axe anti-inflammatoire, partant du NPV est l’axe 

corticotrope (figure 1). Les cytokines peuvent aussi agir directement sur les afférences du 

nerf vague ce qui va aussi induire une activation de l’axe corticotrope (Dantzer & Kelley, 

2007). 
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Figure 1 : relations neuro-immunitaires et axe corticotrope (d’après Sternberg, 2006).(Sternberg, 2006).  

ACTH : hormone adrenocorticotrophique ; CRF : corticotropin-releasing factor ; SNP : système nerveux 

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

Le système digestif est un organe d’échange entre le milieu intérieur et le milieu 

extérieur. Chez l’Homme, il représente une surface d’environ 400m² de contact avec la 

lumière digestive qui contient en permanence des antigènes alimentaires ainsi que des 

micro-organismes. Il est de ce fait important que les informations relatives à l’état de la 

muqueuse et du contenu luminal parviennent rapidement au niveau du SNC. Pour cela, la 

communication humorale, relativement lente, est complétée par une communication 

nerveuse plus rapide. La communication entre le tube digestif et le SNC met en jeu 

plusieurs réseaux neuronaux. 

 

1.2.1 Le système nerveux intrinsèque 

Le système nerveux intrinsèque (SNI), appelé aussi système nerveux entérique, 

représente un très vaste réseau nerveux puisqu’il a été établi que le SNI possédait plus de 

neurones que la moelle épinière elle-même (Young, 2005). Il permet à l’ensemble du 

système digestif de fonctionner de manière coordonnée et indépendante (Langley, 1921). 

En effet, tout comme le cœur possède une autonomie fonctionnelle grâce au tissu nodal, le 

tractus digestif est capable de fonctionner en l’absence de toute innervation extrinsèque 

issue du SNC grâce au SNI.  

Deux plexus nerveux répartis tout au long du tube digestif constituent le SNI 

(figure 2) : 

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

réalise l’innervation de la muqueuse et des glandes sécrétrices, 

- le plexus myentérique d’Auerbach, situé entre les deux couches de muscles 

lisses circulaires dont il réalise l’innervation pour contrôler la motricité 

intestinale.  

Ces deux plexus forment un réseau complexe de fibres. La médiation des 

informations nerveuses au sein du SNI est réalisée par un grand nombre de récepteurs et de 

neuromédiateurs différents. Les neuromédiateurs sont notamment les amines 

(acétylcholine, noradrénaline, sérotonine…), les purines (adénosine, ATP, ADP) ainsi que 

des neuropeptides (substance P, vasoactive intestinal peptide,…) (Schultzberg et al., 1980). 

En ce qui concerne les récepteurs exprimés dans le SNI, il y a ceux correspondant à ces 
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neuromédiateurs, mais aussi beaucoup de récepteurs aux sensibilités multiples (chimique, 

mécanique, thermique). Ces différents protagonistes permettent l’établissement des 

informations sensitives qui renseignent en permanence le système nerveux sur l’état du 

système digestif et sur le contenu luminal. En plus d’une fonction sensitive, le SNI possède 

aussi une fonction motrice. Les motoneurones du SNI vont réguler non seulement les 

fonctions motrices des muscles lisses (notamment le péristaltisme) mais aussi les fonctions 

sécrétrices des différentes glandes.   

 

 

 

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

 

1.2.2 Le système nerveux autonome 

Bien que le SNI ait la capacité de fonctionner de manière autonome, celui-ci est 

connecté au SNC. C’est le système nerveux autonome (SNA) qui effectue le lien entre ces 

deux systèmes par l’intermédiaire de fibres sympathiques et de fibres parasympathiques en 

provenance du SNC (figure 3) (Lane et al., 2009).  
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Figure 3 : organisation des systèmes nerveux sympathique et parasympathique (d’après Lane et al., 
2009). NTS : noyau du tractus solitaire ; ALS : système antérolatéral.  

 

 

1.2.2.1 Le réseau sympathique 

Les fibres sympathiques innervant le SNI sont principalement issues des nerfs 

splanchniques et des nerfs hypogastriques. Ces fibres pré-ganglionnaires naissent au niveau 

spinal thoraco-lombaire (de T5 à L2) et forment des synapses cholinergiques nicotiniques 

avec les neurones post-ganglionnaires au niveau des ganglions mésentériques et 

hypogastrique c'est-à-dire à distance de la paroi digestive (Lane et al., 2009). Les neurones 

post-ganglionnaires noradrénergiques se distribuent ensuite jusqu’au côlon transverse en ce 

qui concerne les fibres mésentériques, et jusqu’à l’extrémité distale du tube digestif en ce 

qui concerne les fibres hypogastriques. L’action du système nerveux sympathique sur le 

tube digestif va principalement être inhibitrice par action directe sur le muscle lisse mais 
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surtout par inhibition de la transmission entre les neurones pré-ganglionnaires et post-

ganglionnaires de la voie parasympathique excitatrice. Il est intéressant de remarquer que 

les effets du système sympathique sont au contraire, excitateurs au niveau cardiovasculaire, 

où ils vont être à l’origine d’une augmentation de l’activité cardiaque et de la pression 

sanguine. 

Les principaux neuromédiateurs du système sympathique sont des catécholamines 

comme l’épinéphrine et la noradrénaline. Ces neuromédiateurs agissent sur les récepteurs 

adrénergiques (ou adrénorécepteurs) dont il existe cinq types différents (α1-2, β1-3). 

 

1.2.2.2 Le réseau parasympathique 

Les fibres parasympathiques sont issues de deux contingents. Le contingent spinal 

provenant de la moelle sacrée constitue les nerfs pelviens. Il innerve une partie 

relativement faible du tube digestif c'est-à-dire du côlon gauche au rectum. Le contingent 

parasympathique effectuant la majorité de l’innervation digestive est originaire du nerf 

vague. 

Le système parasympathique va exercer un rôle majoritairement moteur et 

excitateur, opposé au système sympathique et un effet inhibiteur au niveau 

cardiovasculaire. Le neuromédiateur principal est l’acétylcholine (ACh), qui va agir sur des 

récepteurs nicotiniques et muscariniques. 

 

Il est intéressant de souligner que dans le cas des MICI, des déséquilibres entre le 

système nerveux sympathique et le système nerveux parasympathique ont été décrits. Des 

diminutions d’activités du système parasympathique ont en effet été mises en évidence 

(Sharma et al., 2009). 
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2 Le nerf vague 

2.1 Anatomie et innervation 

Le nerf vague est un nerf mixte composé d’environ 20% de fibres efférentes et 

80% de fibres afférentes (Lane et al., 2009; Van Der Zanden et al., 2009a). Il est appelé 

aussi nerf pneumogastrique, nerf cardio-pneumo-entérique, nerf parasympathique ou 

encore nerf X puisqu’il constitue la 10ème paire des nerfs crâniens. C’est aussi le plus long 

des nerfs crâniens. Le principal neuromédiateur de ce nerf est l’ACh. Le nerf vague est 

directement relié à plusieurs noyaux centraux situés dans le tronc cérébral (figure 4) :  

- le noyau ambigu, noyau somato-moteur, partagé avec le nerf glossopharyngien 

(IX), centre moteur du nerf vague contenant les noyaux des fibres broncho-

motrices viscérales,  

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

(NMDV), du noyau du tractus solitaire (NTS) et de l’area postrema (AP).  

Le NMDV est la principale source de fibres parasympathiques du tronc cérébral. 

Les fibres efférentes partant du NMDV sont viscéromotrices. Elles innervent les neurones 

post-ganglionnaires du pharynx, du larynx et les muscles lisses des viscères thoraciques et 

abdominaux. Le NMDV reçoit des influx nerveux en provenance de plusieurs régions 

cérébrales éloignées, notamment l’hypothalamus (NPV) mais aussi très proches comme le 

NTS.  

Le NTS est le centre de convergence des afférences vagales qui amènent les 

informations d’origine périphérique, il est donc principalement sensitif. A partir du NTS 

des projections secondaires sont réalisées vers le NMDV, mais aussi sur le noyau 

parabrachial (NPB) et le NPV. Au niveau du NPV, les fibres provenant du NTS arrivent 

plus précisément dans la zone responsable de la libération du CRF (Sawchenko & 

Swanson, 1982). 

Chez l’Homme, l’origine apparente du nerf vague se situe au niveau du sillon 

collatéral postérieur du bulbe, entre le nerf glossopharyngien (IX) et le nerf spinal (XI ou 

encore nerf accessoire) (figures 4 et 5) (Netter, 2007). Le nerf vague quitte ensuite le crâne 

via le foramen jugulaire (ou trou déchiré postérieur) tout comme les nerfs crâniens IX et XI 

ainsi que la veine jugulaire interne et l’artère méningée postérieure.  
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Le nerf vague entre dans la région rétro-stylienne et latéro-pharyngée où il va 

former deux ganglions (figure 5) :  

- le ganglion supérieur ou ganglion jugulaire, contenant les corps cellulaires de 

la sensibilité générale des rameaux méningés et auriculaires, 

-  le ganglion inférieur ou ganglion plexiforme, plus volumineux, contenant les 

corps cellulaires des fibres sensitives viscérales et gustatives (NguyenHuu et 

al., 1999).  

Le nerf vague se poursuit au niveau cervical dans la région carotidienne aux abords 

des gros vaisseaux.  

Au niveau thoracique, les nerfs vagues gauche et droit vont tout deux donner des 

ramifications à destination des :  

- plexus cardiaque : il faut toutefois souligner que, même si le cœur reçoit des 

fibres des nerfs vagues gauche et droit, c’est principalement les fibres vagales 

droites qui vont innerver le nœud sino-atrial. Le nerf vague gauche pour sa 

part va préférentiellement innerver le nœud atrio-ventriculaire. L’activité 

cardiaque est donc principalement modulée par le nerf vague droit (Randall & 

Ardell, 1985).  

- plexus pulmonaire desservant le poumon mais aussi les bronches, 

- plexus œsophagien  innervant l’œsophage. 

Ensuite, les deux troncs principaux des nerfs vagues gauche et droit vont 

s’entremêler et ainsi former les troncs vagaux antérieur et postérieur. Ceux-ci contiennent 

donc des fibres en provenance des nerfs vagues gauche et droit (Marieb, 2005). Ces troncs 

descendent ensuite le long de l’œsophage pour atteindre la cavité abdominale et vont 

émettre plusieurs plexus à destination des viscères abdominaux (figure 5) : 

- le plexus cœliaque ou plexus solaire d’où partent des fibres nerveuses à 

destination de l’estomac, du foie et de la rate (Moore & Dalley, 2001).  

- le plexus mésentérique supérieur d’où va être issu l’innervation de l’intestin 

grêle, du côlon, du caecum et du pancréas.  

- le plexus hypogastrique donnant des fibres nerveuses allant au côlon, à la 

vessie, aux organes génitaux et au rectum (Marieb, 2005). 
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Figure 4 : vue postérieure (en transparence) des noyaux des nerfs crâniens dans le tronc cérébral (d’après 

Netter, 2007). 
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Figure 5 : schéma anatomique de l’innervation vagale (d’après Netter, 2007). 
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En ce qui concerne l’anatomie du nerf vague chez le rat, le parcours ainsi que la 

position de certains ganglions et décussations diffèrent mais il existe malgré toute une 

grande homologie (figure 6) (Greene, 1963).  

 
Figure 6 : anatomie de l’innervation vagale chez le rat (d’après Greene, 1963). 

 

 



 

Julien Meregnani / Thèse de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 36 
 

Chez le rat, il a été démontré que le nerf vague innerve l’ensemble du côlon 

(Altschuler et al., 1993). En revanche, chez l’Homme, l’innervation vagale du côlon est 

encore discutée. Certaines études indiquent que l’innervation colique par le nerf vague se 

termine au niveau du côlon transverse (figure 5), l’innervation parasympathique serait 

ensuite réalisée par le nerf parasympathique sacré, provenant de la moelle épinière sacrée 

(S1-S4) (figure 3) (Netter, 2007). D’autres études indiquent que le nerf vague pourrait 

projeter des fibres sur l’ensemble du côlon y compris le côlon gauche (Ribet, 1952). 

L’innervation splénique par le nerf vague semble elle aussi varier entre les deux 

espèces, puisque contrairement à ce qui est décrit chez l’Homme, chez le rat, la rate semble 

être innervée directement par le nerf vague (Buijs et al., 2008).  

Enfin il faut souligner que les variations anatomiques chez l’Homme sont 

nombreuses. Ainsi beaucoup de variations de l’innervation vagale peuvent être décrites 

selon les études, notamment à travers les dénervations sélectives qui mettent en évidence 

des rameaux vagaux inconstants (Kamina, 2009).  

2.2 Les rôles du nerf vague 

Le nerf vague possède plusieurs fonctions, il est moteur, sensitif, végétatif et anti-

inflammatoire.  Il a tout d’abord un rôle moteur véhiculé par ses efférences. Ce rôle moteur 

s’exerce sur un grand nombre d’organes : cœur, poumons, palais, pharynx, larynx, trachée, 

bronches, estomac, intestin grêle et côlon. Il va notamment contrôler les sécrétions 

gastriques et biliaires. Au niveau du cœur, le nerf vague va être inhibiteur et son activité va 

se traduire par une diminution du rythme et de la fréquence cardiaque, c’est-à-dire un effet 

chronotrope négatif. Au contraire, au niveau du tube digestif, le nerf vague va plutôt avoir 

un effet stimulant puisqu’il va augmenter le péristaltisme et la sécrétion gastrique. Il faut 

aussi souligner que, par l’intermédiaire de ses fibres broncho-motrices qui vont donner le 

nerf récurrent, le nerf vague est le nerf de la phonation. 

Les afférences vagales vont avoir plusieurs fonctions. La première concerne 

naturellement le transport des informations sensitives. La sensibilité du nerf vague 

concerne la muqueuse du larynx et du laryngo-pharynx. Le nerf vague véhicule aussi des 

informations concernant la gustation jusqu’aux noyaux gustatifs contenus au sein du 

faisceau solitaire. La viscéro-sensibilité concerne l’appareil cardio-vasculaire par le biais 

des fibres en provenance des parois carotidiennes et aortiques qui vont permettre les 
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réflexes végétatifs d’adaptation de la tension artérielle et du rythme cardiaque. Enfin, au 

niveau du tube digestif, le nerf vague va être responsable de la transmission de l’ensemble 

des informations non douloureuses, comme la température ou le volume du contenu  

luminal digestif. 

 

2.3 Les rôles du nerf vague dans l’inflammation 

En plus de ce rôle dans la motricité et la sensibilité, le nerf vague joue un double 

rôle dans l’inflammation. Le plus connu est celui mettant en jeu les afférences vagales 

centripètes, le deuxième quant à lui est de découverte plus récente et fait intervenir les 

efférences vagales centrifuges. 

2.3.1 Rôles anti-inflammatoires des afférences vagales 

Les afférences vagales ont aussi pour fonction de signaler au SNC les phénomènes 

inflammatoires qui se produisent à la périphérie. Il existe pour cela des récepteurs aux 

cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-1β, IL-6) au niveau de ces afférences (Gaykema 

et al., 1995; Dantzer & Kelley, 2007). Des expériences de vagotomies sélectives dans le 

cas de modèles d’inflammation systémique ont permis de mettre en évidence cette 

propriété des afférences vagales. Il a ainsi été démontré que la vagotomie sous-

diaphragmatique entraînait une suppression de l’activation des neurones responsables de la 

sécrétion du CRF au niveau du NPV et donc une diminution de l’activation de l’axe 

corticotrope (figure 7) (Laye et al., 1995; Bluthe et al., 1996).  

Les informations concernant le processus d’inflammation en cours arrivent au 

niveau des neurones noradrénergiques A2 du NTS (Sawchenko & Swanson, 1982). Dès 

lors, deux actions visant à moduler l’inflammation vont pouvoir se mettre en place. La 

première voie, connue depuis plusieurs décennies va consister à activer l’axe corticotrope 

par l’intermédiaire des projections qui se font entre le NTS et le NPV (figure 7) 

(Sawchenko & Swanson, 1982; Rivest et al., 2000). 

La deuxième action est l’activation des efférences vagales et de la voie 

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

ACh : acétylcholine ; ACTH : hormone adrenocorticotrophique ; AP : area postrema ; EN : épinéphrine ; 

GC : glucocorticoïdes ; LC : locus cœruleus ; LPS : lipopolysaccharide (endotoxine) ; MVR : moelle 

ventrolatérale rostrale ; NMDV : noyau moteur dorsal du nerf vague ; NE : norépinéphrine ; NPV : noyau 

paraventriculaire de l’hypothalamus ; NTS : noyau du tractus solitaire, SNS : système nerveux 

sympathique. 

 

2.3.2 Les efférences vagales / la voie cholinergique anti-inflammatoire 

Ce n’est que plus récemment que l’existence d’une autre voie vagale de 

modulation de la réponse inflammatoire systémique et locale a été mise en évidence par le 

groupe du Pr Tracey (Borovikova et al., 2000b). Cette nouvelle voie vagale anti-
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inflammatoire, complémentaire de l’axe corticotrope, fait intervenir les efférences vagales 

(Pavlov et al., 2003). Celles-ci vont en effet être activées après que le NTS ait reçu les 

influx issus des afférences vagales. Ce réflexe est par conséquent appelé réflexe vago-

vagal.  

L’activation des efférences vagales va provoquer au niveau périphérique une 

libération d’ACh qui aura pour conséquence la réduction de la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires (figure 7).  

 

2.3.2.1 Le système cholinergique 

a. Les composants du système cholinergique 

Le système cholinergique comporte comme médiateur principal l’ACh et est 

composé de récepteurs nicotiniques (nAChR) et muscariniques (mAChR). 

Actuellement, 17 sous-unités des récepteurs nicotiniques ont été décrites chez le 

vertébré. Les nAChR sont classés en sous-unités de types α, β, γ, δ et ε (Lukas et al., 

1999). Il existe 10 sous-unités α (α1- α10), 4 sous-unités β (β1- β4) et une seule sous-unité 

pour les 3 types restant (γ, δ et ε). Toutes ces sous-unités partagent des propriétés 

structurales communes : une région N-terminale extracellulaire avec 13 acides aminés entre 

2 cystéines formant un pont disulfure, 4 segments transmembranaires (M1-M4) avec une 

boucle cytoplasmique entre M3 et M4 contenant une séquence propre à chaque sous-unité, 

et enfin une partie C-terminale extracellulaire. Chaque type de sous-unité possède ensuite 

des propriétés qui lui sont propres, par exemple l’ensemble des sous-unités α  possède une 

paire de cystéines en tandem au niveau N-terminal.  

Les récepteurs nAChR sont constitués d’un assemblage de 5 sous-unités (figure 8). 

Ce sont généralement des hétéro-pentamères, constitués de plusieurs sous-unités 

différentes. En effet, seules les sous-unités α7 et α8 peuvent s’associer entres elles pour 

former des homo-pentamères fonctionnels. Les nAChR sont ionotropes, ces canaux 

ioniques ligand-dépendants, vont en présence d’ACh, permettre un flux d’ions calcium 

(Ca2+).  

Les récepteurs muscariniques sont composés de cinq sous-types (M1-M5). Ils font 

quant à eux partie des récepteurs métabotropes. Contrairement aux nAChR, ils ne vont pas 

être à l’origine de flux ioniques mais grâce à leur couplage avec les protéines G, ils sont à 

l’origine d’activations de cascades de signalisations intracellulaires.  
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Le système cholinergique est enfin constitué d’enzymes de synthèse et de 

dégradation. Les cholines acétyltransférases (ChAT) et les cholinestérases (ChE) sont 

respectivement  à l’origine de la synthèse et du métabolisme de l’ACh (Lukas et al., 1999; 

Kawashima et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : gène et structure du récepteurs nAChR (d’après de Jonge & Ulloa, 2007). 

a : gène codant pour le récepteur nAChR α7 ; b : structure tridimensionnelle d’un récepteur nAChR ; c : si-

tes de liaison de l’ACh sur les récepteurs nAChR homomériques et hétéromériques. TM : domaine trans-

membranaire. 

 

 

b. Le système cholinergique central 

Au niveau central, le réseau cholinergique implique de nombreuses aires 

cérébrales. En effet, l’hippocampe, l’hypothalamus ainsi que le cortex cérébral reçoivent 

des fibres nerveuses cholinergiques (Benarroch, 1993; Levey, 1996). Il semble que les 

structures cholinergiques centrales soient, pour la plupart, impliquées dans la régulation de 

l’activité vagale (Gotoh et al., 1989; Pavlov et al., 2006; Pavlov et al., 2009). Des 

expériences ont en effet montré que l’injection intra-ventriculaire d’inhibiteurs des AChE 
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comme la galantamine, induisait une augmentation de l’activité vagale (Pavlov et al., 

2009). 

 

c. Le système cholinergique périphérique 

Le système cholinergique est aussi très représenté en dehors du SNC et notamment 

au niveau de la jonction neuromusculaire. L’ACh est en effet le principal médiateur 

responsable de la transmission des informations motrices entres le système nerveux et le 

muscle, c’est le neuromédiateur libéré au niveau de la plaque motrice (Lukas et al., 1999). 

 Cependant, le système cholinergique est aussi exprimé par un grand nombre de 

cellules qui ne sont ni nerveuses ni musculaires, et notamment au niveau du système 

immunitaire. Les études portant sur le système cholinergique immunitaire sont relativement 

nombreuses. Toutes n’abondent pas dans le même sens puisque l’expression des différents 

composants est très variable pour un même type cellulaire en fonction de son état de 

différenciation ou d’activation, mais aussi en fonction de sa localisation tissulaire. Il est 

clair, malgré tout, qu’un grand nombre de cellules immunitaires (macrophages, 

lymphocytes, cellules dendritiques, cellules T) expriment des composants du système 

cholinergique, c'est-à-dire les récepteurs mAChR et nAChR, la ChAT ainsi que l’AChE 

(Wang et al., 2003; Kawashima et al., 2007; Wessler & Kirkpatrick, 2008; Van Der Zanden 

et al., 2009a). C’est aussi le cas des différentes cellules constituant l’épithélium digestif où 

l’expression de plusieurs protagonistes du système cholinergique a été observée, 

notamment au niveau des cellules épithéliales coliques ou 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 vagales peut avoir un effet anti-

inflammatoire périphérique. Cependant, les mécanismes exacts mis en jeu sont encore très 

discutés. Le site d’action précis demeure encore inconnu, et deux hypothèses sont 

proposées :  

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

une action par le nerf vague sur les cellules immunitaires, 

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

vague directe ou non sur la rate. En effet, cet organe, en plus de ses propriétés 
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de filtration et d’épuration du sang, est impliqué dans le contrôle de 

l’immunité. Des études ont montré que la splénectomie annulait la modulation 

de l’inflammation par la voie cholinergique anti-inflammatoire dans un modèle 

d’inflammation systémique (Huston et al., 2006).  

  

 

Figure 9 : la voie cholinergique anti-inflammatoire (à partir de Tracey, 2007). 

 

 
Enfin, les incertitudes demeurent en ce qui concerne les cellules immunitaires, les 

AChR, et les voies intracellulaires mises en jeu (Van Der Zanden et al., 2009a). 

L’hypothèse la plus répandue fait intervenir la sous-unité nAChR α7 présente à la surface 

des macrophages (Figure 9). Des études ont en effet montré que l’ACh diminue de manière 

dose-dépendante la production de cytokines pro-inflammatoires (TNFα, d’IL-1β, d’IL-6 et 

d'IL-18) par les macrophages humains stimulés in vitro par des endotoxines (Borovikova et 

al., 2000b). De plus, des études in vivo ont aussi montré cet effet de modulation de la 

sécrétion pro-inflammatoire des macrophages, et cela dans plusieurs modèles 

expérimentaux d’inflammation. Les voies de signalisation intracellulaires activées par le 
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nAChR α7 impliquent les protéines Jak2/STAT3 (janus kinase 2/signal tranducer and 

activator of transcription 3) et NFκB (Nuclear factor κ B) (Figure 10) (de Jonge et al., 

2005; Tracey, 2007). En effet, la fixation de l’ACh au niveau du récepteurs nAChR va 

induire une activation de la protéine STAT3 qui va alors agir d’une part comme facteur de 

croissance et activer l’expression de gènes de protéines anti-inflammatoires et d’autre part 

en inhibant le facteur de transcription NFκB qui joue une part importante dans l’activation 

macrophagique et la sécrétion pro-inflammatoire en agissant sur différents promoteurs 

géniques (Figure 10). Enfin de récentes études montrent que d’autres récepteurs 

cholinergiques peuvent être mis en jeu par la voie cholinergique anti-inflammatoire, 

notamment le récepteur α4β2, par l’intermédiaire duquel l’ACh peut moduler l’activité 

phagocytaire des macrophages (van der Zanden et al., 2009b). 

 

 

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

Ulloa, 2007). 

 

Cependant, d’autres études (Rosas-Ballina et al., 2008), mais aussi l’importance de 

l’expression des composants du système cholinergique (ACh, ChAT, AChE) laissent penser 
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que le macrophage n’est pas l’unique cellule immunitaire cible de la modulation de 

l’inflammation via l’ACh. De plus, les efférences vagales pourraient aussi exercer leur rôle 

anti-inflammatoire de manière indirecte via l’activation du système paraganglionnaire. 

Dans ce cas, le nerf vague aurait pour effet d’activer les fibres du ganglion mésentérique 

cœliaque supérieur. Il aurait ainsi la capacité d’exercer un effet anti-inflammatoire par 

l’intermédiaire de la stimulation du nerf splénique, catécholaminergique (Rosas-Ballina et 

al., 2008). Dans ce cas, ce n’est plus l’ACh, mais les catécholamines, libérées au niveau 

splénique, qui agiraient sur les cellules immunitaires.   

 

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

L’activation de la voie cholinergique anti-inflammatoire a été réalisée de manière 

pharmacologique. En effet, plusieurs agonistes cholinergiques ou substances anti-AChE ont 

été testés. Bien entendu, dans un premier temps, la nicotine a été utilisée mais celle-ci 

provoquant certains effets secondaires (nausées, insomnies, céphalées) (Louvet et al., 

1999), d’autres molécules, plus sélectives du nAChR α7 notamment, ont été utilisés pour 

l’activation de la voie cholinergique anti-inflammatoire : GTS21, galantamine, 4OHGTS, 

AR-R17779, CAP55, Exo2, PNU-282987… (Figure 11 et tableau 1) (Borovikova et al., 

2000a; Ulloa, 2005; Pavlov et al., 2007; Oke & Tracey, 2008; Van Der Zanden et al., 

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-1493, guanylhydrazone tétravalent 

(figure 11), induit des décharges vagales comparables à celles provoquées par la VNS. Ce 

traitement pharmacologique confère des effets anti-inflammatoires via une activation de la 

voie cholinergique à la fois dans l'inflammation locale et systémique (Ulloa, 2005; Oke & 

Tracey, 2008). Ainsi des animaux prétraités par des injections intraveineuses de CNI-1493 

présentent des diminutions dose-dépendantes des cytokines pro-inflammatoires 

systémiques (TNFα, IL-1β, IL-6) et ce traitement a la faculté de prévenir le développement 

du choc septique (Bernik et al., 2002b). Le mode d’action exact de cette molécule n’est pas 

encore totalement élucidé, mais il passerait par l’inhibition de la phosphorylation de la 

MAP (mitogen activated protein) kinase p38, très impliquée dans la traduction des ARNm 

des cytokines pro-inflammatoires (Oke & Tracey, 2008).  
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L’activation de la voie cholinergique anti-inflammatoire a aussi été réalisée par 

l’intermédiaire de la VNS (tableau 1). Le plus souvent, ces stimulations sont obtenues 

grâce à des électrodes implantées au niveau de la portion cervicale du nerf vague gauche. 

La plupart des expériences induisant une activation de la voie cholinergique anti-

inflammatoire par la VNS ont été réalisées de manière aiguë. La stimulation du nerf vague 

a été effectuée de manière non répétée et sur l’animal anesthésié (Borovikova et al., 2000b; 

Bernik et al., 2002a; Guarini et al., 2003; The et al., 2007).  

D’une part, des stimulations ont été pratiquées sur des nerfs vagues sectionnés au-

dessus de l’électrode de manière à ne stimuler que les efférences vagales. Ainsi, le 

maintien de l’effet anti-inflammatoire, obtenu dans ces conditions, n’implique que la mise 

en jeu des efférences vagales. 

D’autre part, des travaux ont montré que l’effet anti-inflammatoire de la VNS était 

annulé par la vagotomie en aval de l’électrode de stimulation, corroborant ainsi les 

premières études en montrant que l’effet anti-inflammatoire obtenu par la VNS 

n’impliquait pas les afférences vagales (Borovikova et al., 2000b). L’effet de la VNS 

passerait donc principalement par le recrutement des efférences vagales et l’activation de la 

voie cholinergique anti-inflammatoire. 

Enfin, des études ont aussi montré, par l’intermédiaire de vagotomies, le rôle 

bénéfique de l’intégrité du nerf vague dans plusieurs modèles d’inflammation (tableau 1) 

(Borovikova et al., 2000b; Bernik et al., 2002a; Guarini et al., 2003; Ghia et al., 2006; van 

Westerloo et al., 2006; Ghia et al., 2007). 

Dans le cas de la colite expérimentale, il est intéressant de souligner que de 

précédentes expériences (Miceli & Jacobson, 2003) ont montré que l’injection sous-cutanée 

d’anti-AChE atténuait, de façon significative, les phénomènes inflammatoires au niveau du 

côlon dans un modèle de colite expérimentale. Ces données sont donc en faveur d’un rôle 

protecteur du système cholinergique dans le modèle de colite.  

 

La voie cholinergique anti-inflammatoire pourrait donc être une cible 

thérapeutique dans le domaine des MICI, soit par une approche pharmacologique, utilisant 

des agonistes cholinergiques, agissant notamment sur la sous-unité α7 du récepteur 

nicotinique, soit par une approche, plus originale et électrophysiologique, faisant appel à la 

libération sélective d’ACh, à l’extrémité des efférences vagales, par la VNS. 
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Modèle inflammatoire Espèce 
Modalités de 

modulation de la voie 
cholinergique 

Auteurs et année 

Sepsis Rat VNS / Nicotine / VGX Borovikova et al., 2000b  

Ischémie / reperfusion Rat VNS / CNI-1493 / VGX Bernik et al., 2002a  

Choc hémorragique Rat VNS / VGX Guarini et al., 2003 

Colite Souris Inhibiteur ChE / VGX 
Miceli & Jacobson, 2003 

Ghia et al., 2006 

Péritonite Souris Nicotine / VGX van Westerloo et al., 2005 

Arthrite Souris Nicotine / CAP55 Saeed et al., 2005 

Pancréatite Souris GTS-21 / VGX van Westerloo et al., 2006 

Iléus post-opératoire Souris VNS / AR-R17779 The et al., 2007 

 

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

anti-inflammatoire. VGX : vagotomie. 

2.4 L’électrostimulation vagale 

2.4.1 Historique de l’électrostimulation vagale 

Le premier à avoir envisagé la VNS fut le Dr James Léonard Corning (figure 12) 

qui, dans les années 1880, avait imaginé un système de stimulation électrique externe du 

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

 
Figure 12 : le Dr James Leonard Corning (1855-1923) (Lanska, 2002). 
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Son hypothèse initiale était que, grâce à une réduction du flux sanguin irrigant le 

cerveau, il parviendrait à stopper les crises d’épilepsie. A l’époque, en effet, une idée 

répandue attribuait les crises d’épilepsie à un flux sanguin excessif à destination du SNC. 

C’est pourquoi, après avoir imaginé des dispositifs de compression des carotides (« carotid 

fork » et « carotid truss ») (figure 13), il mit au point un dispositif pour réaliser en plus des 

stimulations électriques transcutanées du nerf vague afin de moduler l’activité cardiaque et 

ainsi réduire le flux sanguin à destination du cerveau (« electrocompressor ») (figure 14). 

Bien que le Dr Corning ait rapporté des effets bénéfiques suite à son traitement, le 

dispositif ne fut pas accepté par ses collègues et son idée, comme ses instruments, 

tombèrent dans l’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 retour avec Bailey et Bremer (Bailey 

& Bremer, 1938) qui reconnurent le potentiel de cette technique en raison de ses effets sur 

le SNC. Après plusieurs études expérimentales réalisées chez diverses espèces animales, 

c’est en 1988, soit pratiquement un siècle après Corning, que le premier dispositif de VNS 
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fut implanté chez l’Homme (Groves & Brown, 2005). La VNS fut ensuite approuvée 

comme traitement de l’épilepsie dès 1994 en Europe, et comme traitement des dépressions 

chronique ou récurrente en 2001 (Groves & Brown, 2005). Le mécanisme exact produit au 

niveau du cerveau n’est pas encore complètement connu, il est toutefois intéressant de 

souligner que les effets thérapeutiques obtenus ne résultent pas d’une stimulation des 

efférences vagales, comme l’avait imaginé initialement le 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, l’unique neurostimulateur utilisé chez l'Homme est produit par la 

société Cyberonics. Il permet de délivrer des stimuli intermittents dont la fréquence, 

l'intensité et la durée sont programmables. Plusieurs études pilotes ont permis à la société 

Cyberonics d’obtenir l’accord des agences de santé européennes et américaine pour la 

commercialisation de la stimulation vagale comme thérapie des épilepsies réfractaires en 
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1994 pour l’Europe et en 1997 pour les Etats-Unis. Aujourd’hui, plus de 50.000 patients 

ont déjà bénéficié de ce traitement dans le monde. Les résultats des études de suivi de ces 

patients montrent que l’effet thérapeutique de la stimulation vagale s’accroît avec le temps, 

et qu’environ 30% d’entre eux voient la fréquence de leurs crises d’épilepsie diminuer de 

plus de 50% après au minimum six moins de traitement (Boon et al., 2009).  

En ce qui concerne l’application de la VNS aux dépressions pharmaco-résistantes, 

ce traitement a été autorisé par l’agence de santé européenne en 2001 et en 2005 aux Etats-

Unis. Selon de récentes études, 37% des patients traités ont une amélioration et 17% 

seraient en rémission totale après 3 mois de traitement. Dans ce cas encore, la VNS voit ses 

effets thérapeutiques augmenter avec le temps puisque après un an de traitement, ces taux 

passent à 53% de patients avec amélioration et à 33% de rémission (Schlaepfer et al., 

2008). 

Dans ces deux indications, la stimulation du nerf vague gauche, au niveau cervical 

n’a aucun retentissement sur la fréquence cardiaque (qui dépend majoritairement du nerf 

vague droit innervant le nœud sino-atrial). Les fréquences de stimulation permettant 

d’obtenir les effets thérapeutiques sur le SNC sont de l’ordre de 20 à 30 Hz. La relative 

absence d’effets périphériques induits par ces paramètres de stimulation et ce type 

d’implantation suggèrent que les fibres stimulées sont majoritairement les afférences 

vagales. Malgré des études mécanistiques, réalisées chez l’Homme comme chez l’animal, 

les mécanismes exacts mis en jeu au niveau du SNC ne sont pas encore connus avec 

certitude. Des études d’imagerie par résonance magnétique (IRM) ou par électro-

encéphalographie (EEG) ont pu déterminer que des changements sont induits dans les deux 

hémisphères cérébraux par la VNS et ce, en dépit de la stimulation unilatérale (Henry et 

al., 1998; Van Laere et al., 2002). Cet effet semble obtenu par le recrutement des fibres 

afférentes A et B du nerf vague (Zagon & Kemeny, 2000; Evans et al., 2004). La VNS 

semble restaurer la synchronisation neuronale et plusieurs structures cruciales ont été 

identifiées comme le locus cœruleus, le thalamus, le NTS, ainsi que des structures 

limbiques (Naritoku et al., 1995; Krahl et al., 1998; Osharina et al., 2006; Cunningham et 

al., 2008). 

Dans le cas de l’épilepsie et de la dépression, la VNS est une thérapie reconnue et 

appliquée chez l’Homme. Cependant, d’autres études expérimentales ou cliniques visent à 

étudier le potentiel thérapeutique de la VNS sur d’autres pathologies, notamment : la 
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migraine, l’anxiété, la maladie d’Alzheimer (Sjogren et al., 2002; Groves & Brown, 2005), 

l’obésité (Laskiewicz et al., 2003; Sobocki et al., 2005; Bugajski et al., 2007; Pardo et al., 

2007). 

 

 

3 Les maladies inflammatoires chroniques de 

l’intestin 

3.1 Généralités sur l’inflammation 

L’inflammation est la réponse des tissus vivants, vascularisés, à une agression 

(Roitt et al., 2002). Le but de ce phénomène est de résister à l’agression, notamment par 

des pathogènes, grâce aux phénomènes d’immunité. Il existe une immunité innée (ou 

naturelle), qui ne dépend pas d’une exposition préalable aux pathogènes, et une immunité 

spécifique (ou adaptative), qui est mise en jeu lors d’une deuxième exposition à un 

pathogène donné.  

L’inflammation peut avoir des causes physiques (chaud, froid ou encore radiations 

ionisantes), chimiques (composés acides ou basiques, ou toxines bactériennes), ou être la 

conséquence d’une infection (présence d’un organisme pathogène comme une bactérie, un 

virus, un champignon, ou un parasite). Enfin, l’inflammation peut être la conséquence 

d’une nécrose tissulaire (suite à une ischémie/reperfusion par exemple). 

Plusieurs types cellulaires sont à l’origine de l’immunité de l’organisme : 

- les lymphocytes, 

- les cellules phagocytaires (macrophages et cellules dendritiques), 

- les mastocytes et polynucléaires basophiles, 

- les fibroblastes. 

3.1.1 Les lymphocytes 

Ces cellules sont responsables de l’immunité spécifique, humorale et cellulaire.  

Il existe plusieurs types de lymphocytes : 

- type B producteurs d’anticorps, 

- type T : auxiliaires (ou encore « helpers » (Th) exprimant les marqueurs CD4+, 

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

Dans le cas d’une réponse inflammatoire activée par les cellules sentinelles, ce 

sont essentiellement les lymphocytes Th qui vont être impliqués. Parmi les Lymphocytes 

Th, il existe les effecteurs et les régulateurs (Treg). Les lymphocytes effecteurs sont divisés 

en sous classes (Th1, Th2 et Th17) selon les cytokines qu’ils produisent.  

Les Th1 produisent l’IL-8, l’interféron-γ et le TNFα, les Th17 plus récemment 

découverts sécrètent pour leur part l’IL-17. Ces deux types lymphocytaires vont provoquer 

une réponse immunitaire à médiation plutôt cellulaire.  

Les Th2, quant à eux, sécrètent l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-13, qui vont surtout provoquer 

une réponse immunitaire à médiation humorale.  

Au sein des lymphocytes régulateurs, les Treg1 sont importants dans le cas des 

MICI puisqu’ils produisent le TGF-β (transforming growth factor β), imliqué dans les 

mécanismes de réparation tissulaire et l’IL-10, cytokine anti-inflammatoire très importante 

afin d’éviter la réponse inflammatoire excessive. Cette action est exercée en limitant 

l’activation des lymphocytes effecteurs. 

Des modifications au niveau de la balance Th1/Th2 ont été décrites au cours de 

l’inflammation et dans le cas des colites (Sanchez-Munoz et al., 2008). 

 

3.1.2 Les cellules phagocytaires 

Ces cellules comprennent les polynucléaires neutrophiles et les cellules du système 

monocyte/macrophage. Ces cellules sont responsables de la phagocytose, phénomène 

réalisé en plusieurs étapes : 

- l’adhérence entre la cellule phagocytaire et la particule à phagocyter. Elle est 

permise grâce à plusieurs molécules d’interactions comme les molécules 

d’adhérence intercellulaire (ICAM), 

- la particule à phagocyter est ensuite englobée par le phagosome, 

- enfin, une digestion de la particule est réalisée par fusion 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’inflammation, ainsi que sa diffusion au 

niveau du foyer initial font appel à des facteurs synthétisés localement ou à l’état inactif au 

niveau systémique. 

Les médiateurs chimiques locaux sont : 

- les amines (histamines et sérotonine) : libérées par les mastocytes, les 

polynucléaires basophiles et les plaquettes. Elles provoquent la vasodilatation 

et l’augmentation de la perméabilité vasculaire, 

- les prostaglandines et leucotriènes : à l’origine de la vasodilatation, de la 

douleur et de l’attraction locale des polynucléaires et de la fièvre, 

- les molécules d’adhérences : permettent le ciblage du foyer inflammatoire par 

les cellules immunitaires. Elles sont exprimées par les vaisseaux du foyer 

inflammatoire et retiennent les cellules sanguines comportant le ligand 

correspondant, 

- les cytokines : elles sont produites par de nombreuses cellules comme les 

lymphocytes T et les macrophages. Elles agissent sur des récepteurs 

membranaires de manière autocrine (de la cellule productrice), paracrine 

(cellule proche) ou endocrine (cellule à distance). Elles peuvent être pro-

inflammatoires (interleukine (IL) : IL-1β, IL-6, ou le TNFα) ou encore anti-

inflammatoires (IL-10). Les cytokines sont responsables de la médiation de 

l’immunité innée, de la régulation de l’activation, de la croissance et de la 

différenciation des lymphocytes, ainsi que de la stimulation de l’hématopoïèse. 

 

Les médiateurs circulants ne sont pour leur part activés qu’à la suite de cascades 

de réactions permettant de réguler leur production. Parmi ces médiateurs il y a : 

- le système des kinines, qui provoque la vasodilatation, la perméabilité 

vasculaire et est un médiateur de la douleur (bradykinines), 

- le système du complément, regroupant des protéines sériques activées lors de 

l’interaction antigène-anticorps. Il permet, entre autre, la dégranulation des 

mastocytes et des polynucléaires basophiles et la phagocytose des bactéries, 
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- le système coagulation/fibrinolyse : permet la formation du caillot afin de 

limiter le foyer inflammatoire et constitue une matrice sur laquelle les cellules 

immunitaires peuvent se déplacer. 

 

3.2 Généralités sur les MICI 

La maladie de Crohn (MC) et la rectocolite hémorragique (RCH) sont des maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin (MICI) impliquant l’intestin grêle, le côlon et le 

rectum. Les MICI se caractérisent par une réponse disproportionnée du système 

immunitaire face à des éléments naturels. En effet, le tube digestif étant l’interface entre 

les agents extérieurs et le milieu intérieur, le système immunitaire y est très présent 

puisqu’il se doit de s’activer et de prévenir une infection potentielle. Pour cela, les cellules 

sentinelles du système immunitaire (cellules dendritiques et macrophages) vont reconnaître 

les éventuels agresseurs et exprimer des cytokines afin d’activer les cellules effectrices 

(notamment les lymphocytes) précises pour adapter la réponse immunitaire. En temps 

normal, la réponse inflammatoire est modérée lorsqu’il s’agit d’un agent bénéfique (cas de 

la flore endogène) et il y a apparition d’une tolérance entre l’organisme et l’agent extérieur. 

Lorsque des agents pathogènes, viraux ou bactériens, sont détectés, ceux-ci vont non 

seulement être éliminés, mais il va aussi se produire une mémorisation de l’agresseur par le 

système immunitaire ce qui permettra, lors d’une seconde rencontre, une réaction 

immunitaire plus adaptée et plus rapide. 

Dans le cas des MICI, le système immunitaire va être activé, entre autre, par les 

bactéries habituelles se trouvant dans la flore intestinale et non pathogènes en temps 

normal, il y a une perte de la tolérance immunitaire. Il va en résulter une inflammation et 

une attaque de la muqueuse intestinale, le système immunitaire, protecteur en temps normal 

se révèle être très nocif en l’absence d’agresseur. Cette hyper-activation du système 

immunitaire résulte d’un déséquilibre dans la balance effecteur/régulateur avec un excès de 

cellules effectrices. Dans le cas de la MC, la réponse immunitaire présente un excès de 

Th1-Th17, alors qu’il s’agit d’un excès de Th2 dans le cas de la RCH (Sanchez-Munoz et 

al., 2008). 

Ces deux pathologies restent aujourd’hui encore méconnues et peu évoquées en 

raison de leurs symptômes (diarrhées notamment) mais aussi très invalidantes (douleurs 
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abdominales, perte de poids, fièvre…), notamment dans le cas des formes les plus graves 

(35% des cas). Toutes deux évoluent par période de poussées inflammatoires entrecoupées 

de périodes de rémissions plus ou moins longues selon les patients.  

3.3 Prévalence 

Il est estimé qu’environ 200.000 personnes sont atteintes de MICI en France : 

120.000 par la MC et 80.000 par la RCH. Entre 5.000 et 6.000 nouveaux cas sont observés 

chaque année en France, et plus généralement, depuis une cinquantaine d’années les MICI 

sont en augmentation, notamment dans les pays industrialisés où le nombre de cas a été 

multiplié jusqu’à 10 fois. Ceci est en faveur d’une influence environnementale et sociétale 

(Koutroubakis et al., 1996), observation renforcée par la très forte progression des MICI 

dans des pays nouvellement industrialisés comme la Chine (Pang et al., 2007).  

Outre le facteur environnemental, le facteur génétique est lui aussi très important 

dans le déclenchement des MICI. Le gène NOD2/CARD15 a en effet été identifié comme 

gène de susceptibilité (Van Limbergen et al., 2009; Yazdanyar & Nordestgaard, 2009). La 

fonction exacte de ce gène n’est pas encore clairement élucidé, il semble coder pour une 

protéine intervenant dans la reconnaissance cytoplasmique de certaines bactéries (muramyl 

dipeptide), mais ne semble pas intervenir dans l’activation de la voie NFκB comme 

l’avançaient les premières hypothèses (Pauleau & Murray, 2003). Ce gène est relativement 

ubiquitaire, puisqu’il est exprimé non seulement par des cellules immunitaires 

(macrophages, lymphocytes et cellules dendritiques) mais aussi dans les cellules 

épithéliales et les cellules de Paneth (Gutierrez et al., 2002; Berrebi et al., 2003; Lala et 

al., 2003). Actuellement, il a été montré que trois principales mutations de ce gène 

permettent de distinguer des groupes de patients dont le risque d’être atteint d’une MC est 

accru de 40%. Toutefois, il est important de noter que le facteur génétique ne suffit pas à 

lui seul à décrire l’apparition des MICI, puisque seul un patient sur cinq est atteint de la 

forme dite familiale de la MC. L’étiopathogénie des MICI est complexe et multifactorielle 

impliquant des facteurs environnementaux, génétiques et infectieux. 

Outre les complications associées aux MICI (sténoses, fistules, abcès, occlusions), 

ces pathologies induisent aussi l’activation de cellules infiltrantes (comme les leucocytes) 

qui vont libérer des médiateurs responsables de dommages à l’ADN et modifier les signaux 

de croissances cellulaires, deux processus associés à une mauvaise restructuration de 
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l’épithélium et donc au développement de cancers. La RCH et la MC comportent donc un 

risque augmenté de cancers colorectaux (CCR), d’adénocarcinomes du grêle (pour la MC 

uniquement) et de cancers extra-intestinaux (cholangiocarcinome, lymphomes non-

hodgkiniens), risque qui s’ajoute aux effets secondaires carcinogènes des traitements 

médicamenteux des MICI. Les malades atteints de MICI ont, par rapport à la population 

générale, un risque 5 fois supérieur de développer un CCR. Ce risque est modulé par la 

durée de l’évolution de la maladie et l’étendue de l’atteinte colique. Ainsi, dans la 

rectocolite, le risque de cancer est d’environ 2% après 10 ans d’évolution, 8% après 20 ans 

et environ 18% après 30 ans d’évolution (Eaden et al., 2001). Notons ici que les MICI sont 

la plupart du temps détectées chez le sujet jeune (moyenne d’âge : 20 ans) et que ces 

facteurs de risques de CCR nécessiteront une surveillance au long cours (endoscopies) de 

ces patients à risque.  

3.4 Atteintes anatomiques 

Le diagnostic des MICI est essentiellement basé sur les observations 

endoscopiques et sur l’examen anatomopathologique des biopsies du colon et/ou de l’iléon. 

La MC et la RCH diffèrent par leur localisation et par leur type de lésion.  

La RCH touche uniquement le côlon et le rectum (Farahat et al., 1999). Les lésions 

qu’elle engendre sont superficielles (atteinte de la muqueuse et de la sous-muqueuse) et 

surtout hémorragiques.  

La MC peut quant à elle toucher l’ensemble du système digestif (de la bouche 

jusqu’à l’anus). Les lésions provoquées par la MC sont beaucoup plus profondes et sont 

dites transpariétales puisque l’ensemble des différentes couches composant le système 

digestif peuvent être atteintes.  

Ces deux pathologies peuvent s’accompagner de troubles extra-intestinaux comme 

des rhumatismes, des troubles oculaires, ou des atteintes dermatologiques. 

3.5 Les Traitements 

3.5.1 Traitements pharmacologiques 

Il existe deux types de stratégies thérapeutiques distinctes :  

i) le traitement des poussées dont le but est de réduire leur durée et les symptômes,  
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ii) le traitement d’entretien dont le but est de maintenir la phase de rémission et 

prévenir la récurrence de poussées. Il y a actuellement 4 principales familles de substances 

pharmacologiques couramment utilisées dans le traitement des MICI : 

- les 5-aminosalicylés ou 5-ASA : il s’agit du traitement de base de la RCH en 

raison de son efficacité (dans 60 à 70% des cas de RCH), de sa bonne 

tolérance, et de son faible nombre d’effets secondaires (nausées, diarrhées). 

L’action bénéfique des 5-ASA serait induite par plusieurs inhibitions : de la 

production de prostaglandines et des leucotriènes, du chimiotactisme des 

neutrophiles et de l’activation du NFκB ; ainsi que de la capture des radicaux 

libres de l’oxygène. Cependant, ce traitement n’a que peu d’efficacité dans le 

cas de la MC. 

- les corticoïdes : ils sont prescrits en deuxième intention, notamment dans le cas 

d’inefficacité ou en période de poussée sévère. Leur efficacité est accrue tout 

comme leurs effets secondaires (fièvre, hépatite, pancréatite aiguë, et très 

rarement lymphome cérébral). Ce sont des anti-inflammatoires stéroïdiens qui 

agissent sur la synthèse de certains médiateurs de l’inflammation (leucotriènes, 

histamines et prostaglandines) par l’intermédiaire d’une inhibition de la 

production de l’acide arachidonique. 

- les immunosuppresseurs (azathioprine, 6-mercaptopurine ou méthotrexate) : 

peuvent être utilisés dans le traitement d’entretien, ils ne sont actifs qu’après 

plusieurs semaines de traitement. Leur mécanisme d’action n’est pas vraiment 

identifié, mais il pourrait provenir d’un effet anti-apoptotique et de l’inhibition 

de la différenciation de certaines populations lymphocytaires. 

- les biothérapies ciblées sur les anti-TNFα concernent 10% des patients. Ces 

anticorps sont synthétiques (chimérique pour l’Infliximab : 75% humain et 

25 % murin ; ou 100% humain pour l’Adalimumab). Ces substances 

thérapeutiques sont très utilisées en cas d’échecs thérapeutiques avec les 

traitements énumérés précédemment ou face aux formes sévères. Elles 

comportent certains risques (allergie, tuberculose, pneumonie, insuffisance 

cardiaque, hépatite, maladies neurologiques démyélinisantes, lymphome). Ce 

sont les seuls traitements à reposer sur les connaissances acquises avec les 

études sur la MC (Andreakos et al., 2002; Probert et al., 2003). 
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3.5.2 Traitements Chirurgicaux 

La chirurgie est réservée aux formes réfractaires aux traitements pharmacologiques 

et pour les sujets ayant des complications de la maladie (cancer notamment). La chirurgie 

chez les patients atteints de la MC est pratiquée dans des cas comportant de gros risques de 

fistules et de sténose. Elle est alors limitée aux zones les plus sévèrement touchées, 90% 

des patients atteints de MC sont opérés au moins une fois afin de retirer la partie la plus 

atteinte du système digestif. Le taux de récidive dans l’année suivant la chirurgie est de 

80%. Pour ces raisons, la chirurgie reste une technique permettant un soulagement rapide 

mais elle n’empêche absolument pas les fréquentes récidives de la MC. La chirurgie 

pratiquée est donc la plus épargnante possible. 

Dans le cas de la RCH, la chirurgie est réalisée dans les formes suraiguës 

comportant des évolutions chroniques mal contrôlées ou des formes anciennes avec un 

risque aggravé d’évoluer vers des formes de dégénérescence maligne. La colectomie totale 

peut dans certains cas de RCH être totalement curative, mais elle engendre d’importants 

inconvénients comme les selles multiples et liquides ainsi que le risque d’incontinence 

fécale. Dans le cas de colectomie totale, les chirurgiens réalisent des anastomoses soit iléo-

rectales soit iléo-anales, avec des risques de complications comme la pochite (Bach & 

Mortensen, 2007). 

 

3.6 Modèles expérimentaux de colites 

Il existe plusieurs méthodes pour induire artificiellement une inflammation au 

niveau du côlon chez des espèces animales couramment utilisées en laboratoire. Ces 

différents modèles sont utilisés pour l’étude de nouveaux agents thérapeutiques 

potentiellement utilisables dans le traitement des MICI. 

 L’inflammation peut être provoquée par exposition de l’animal à divers agents 

physiques ou chimiques (Strober et al., 2002). La colite peut aussi être induite chez des 

animaux transgéniques (KO) notamment par invalidation de gènes impliqués dans 

l’expression de certaines cytokines (IL-10) ou de certaines protéines des voies de 

signalisation de l’inflammation (Strober et al., 2002).  

En raison du grand nombre de modèles de colite disponibles, ne sont détaillés ici 

que les modèles utilisés dans le laboratoire. Dans les deux cas, la colite est induite par des 



 

Julien Meregnani / Thèse de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 59 
 

agents chimiques dénaturants qui sont introduits par ingestion ou instillation au contact de 

la muqueuse intestinale. Il s’agit du modèle au dextran sulfate sodium (DSS) et du modèle 

à l’acide trinitrobenzène sulfonique (TNBS). 

Le modèle de colite au DSS est obtenu par ajout de cet agent dans l’eau de boisson 

de l’animal. L’inflammation intestinale est obtenue après plusieurs périodes d’exposition 

au DSS entrecoupées de périodes de repos (Okayasu et al., 1990). L’inflammation induite 

est donc chronique puisque chacune des périodes dure plusieurs jours. Elle touche 

l’ensemble du tube digestif. Sur le plan tissulaire, celle-ci a des propriétés proches de la 

RCH, avec une inflammation s’étendant au niveau de la muqueuse et de la sous-muqueuse 

et des hémorragies. 

Le modèle de colite au TNBS est quant à lui obtenu par instillation intracolique de 

TNBS. Ce modèle a été décrit par Morris (Morris et al., 1989). L’agent chimique est 

injecté dans le côlon en présence d’éthanol afin de faciliter sa diffusion intra-tissulaire. Le 

TNBS est un haptène qui va induire une modification des protéines de l’hôte et provoquer 

une attaque par le système immunitaire des tissus digestif. Il s’agit d’un modèle 

d’inflammation aiguë qui présente un grand nombre de similitudes avec la maladie de 

Crohn, notamment des lésions très intenses et transpariétales (Morris et al., 1989; Miceli & 

Jacobson, 2003). 
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Objectif de l’étude 

 
Le but de notre étude a été d’utiliser les propriétés anti-inflammatoires du nerf 

vague, en particulier de ses efférences, pour améliorer ou prévenir les effets inflammatoires 

d’un modèle de colite expérimentale au TNBS chez le rat. Pour cela, les paramètres de 

stimulation ont été modifiés par rapport à ceux utilisés dans le traitement de l’épilepsie et 

de la dépression, en l’occurrence nous avons réalisé des stimulations à « basse fréquence » 

(5 Hz), fréquence supposée stimuler les efférences vagales et la voie cholinergique anti-

inflammatoire (Borovikova et al., 2000b; Bernik et al., 2002a). 

Les voies neuro-digestives, en particulier celles empruntant le nerf vague, 

interviennent au premier plan dans la réponse anti-inflammatoire de l’organisme à une 

agression périphérique. Elles interviennent donc dans la physiopathologie des MICI. La 

voie cholinergique anti-inflammatoire, apparaît comme une cible thérapeutique potentielle. 

Une stimulation électrophysiologique des fibres vagales apparaît particulièrement 

intéressante et représenterait une avancée nouvelle et originale dans le traitement des 

MICI. Par comparaison au traitement à propriété anti-TNFα (Rémicade®, Adalimumab®), 

utilisé actuellement dans le domaine des MICI, la VNS aurait l’avantage de son coût 

(environ 10.000 € pour le matériel de stimulation et 12.500 € pour l’implantation soit au 

total 22.500€ pour plusieurs années, alors que le traitement au Rémicade® coûte 27.000 € 

pour seulement un an de traitement), de sa bonne tolérance voire et de son innocuité. De 

plus, ce type de dispositif de neurostimulation chronique, tel qu’il est utilisé dans 

l’épilepsie et la dépression, préviendrait les problèmes d’observance thérapeutique (non 

respect des prescriptions) rencontrés chez 40% des patients dans le domaine des MICI 

(Cerveny et al., 2007). 

Aucune donnée sur la VNS n’est actuellement disponible dans le domaine de la 

pathologie inflammatoire digestive, qu’elle soit de nature expérimentale ou clinique. Des 

donnés uniquement pharmacologiques, ont été publiées dans un modèle expérimental de 

pancréatite (van Westerloo et al., 2006) et dans un modèle d’inflammation péritonéale de 

l’iléus post-opératoire (The et al., 2007). D’autre part, les effets d’agonistes cholinergiques 

ainsi que des anti-ChE ont été testés avec succès dans un modèle expérimental de colite 

(Miceli & Jacobson, 2003). La voie cholinergique anti-inflammatoire a donc un intérêt 
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potentiel dans le domaine de la gastroentérologie et particulièrement pour le traitement des 

MICI (Bonaz, 2007). 

Le but de ce travail a été d’étudier les effets engendrés par la VNS sur un modèle 

de colite au TNBS. Pour cela, nous avons : 

1) réalisé une stimulation répétée du nerf vague chez des rats vigiles avec une 

électrode de stimulation chroniquement implantée et des paramètres décrits comme 

activateurs de la voie cholinergique anti-inflammatoire,  

2) étudié les effets de la VNS aux niveaux moléculaire, tissulaire, et intégré,  

3) examiné les mécanismes d’action de la VNS dans notre modèle, notamment ses 

effets sur les voies de signalisation intracellulaires mises en jeu dans l’activation 

des cellules immunitaires, 

4) étudié les effets latéraux de la VNS sur le SNC et la motricité digestive. 

 

La finalité de ce projet est de proposer à terme, chez l’Homme, la VNS dans le 

traitement de la poussée ou dans le traitement d’entretien des MICI. Ce type de thérapie, 

utiliserait les propriétés anti-inflammatoires de la voie cholinergique sans avoir les 

inconvénients des thérapies biologiques (effets secondaires, coût, observance).  
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1ère Partie : Application de 
l’effet anti-inflammatoire de 
l’électrostimulation vagale à 

un modèle de colite 
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Application de l’effet anti-inflammatoire de 

l’électrostimulation vagale à un modèle 

de colite 

 

1 Matériels et méthodes 
 
La première partie des travaux réalisés a consisté à mettre au point 

l’électrostimulation vagale ainsi que son application à l’inflammation induite par un 

modèle de colite expérimentale chez le rat. 

La mise au point de la chirurgie d’implantation a d’abord fait l’objet d’essais sur 

des rats anesthésiés. Grâce à de premières implantations « aiguës », nous avons pu parfaire 

la technique chirurgicale d’implantation de l’électrode. Une seconde étude préliminaire 

nous a aussi permis d’adapter le modèle de colite au TNBS. 

1.1 Animaux 

L’expérimentation a été réalisée sur des rats mâles Spragues-Dawley de 250-300g 

(Janvier, Le Genest St Isle, France). Ils ont été hébergés dans des conditions de stabulation 

contrôlées :  

- température : 22 ± 1°C, 

- hygrométrie : 50 ± 10%, 

- cycle nycthéméral : 12h/12h, lumière de 8h à 20h, obscurité de 20h à 8h,  

- litière (copeaux de bois), changée 3 fois par semaine, 

- nourriture et eau ad libitum. 

Les animaux ont été acclimatés pendant au minimum 7 jours avant toute manipulation. 

L’ensemble des expériences a été effectué pendant des créneaux horaires identiques (9h-

12h ou 13h-14h selon les étapes du protocole) afin de limiter les variations circadiennes.  

 Le choix de l’espèce animale a été fait en fonction des implications liées aux 

impératifs de la technique de VNS. En effet, la plupart des études de VNS on été réalisées 

chez cette espèce pour des raisons techniques de localisation et d’isolement du nerf vague 

(Borovikova et al., 2000b; Bernik et al., 2002b; Guarini et al., 2003). De plus, de 

nombreuses études concernant la colite ont été mises au point sur le rat (Morris et al., 
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1989). Enfin il s’agit de l’espèce animale couramment utilisée dans notre laboratoire 

(Porcher et al., 2004; Sinniger et al., 2004; Porcher et al., 2005). 

Le déroulement des différentes étapes de l’expérimentation animale est illustré par le 

chronogramme présenté dans la figure 15. 

 

Figure 15 : chronogramme de l’expérimentation animale. 

 

1.2 Chirurgie 

La chirurgie d’implantation a été effectuée sur des rats anesthésiés par injection 

intramusculaire (IM) d’un mélange de kétamine (Imalgene 1000, Mérial, Lyon, France) 

et d’acépromazine (Calmivet, Vétoquinol, Lure, France) 125mg/kg et 0,15mg/kg 

respectivement. Les animaux ont ensuite été rasés au niveau de l’abdomen, du triangle 

cervico-scapulaire ventral et au niveau du crâne.  

La première partie de la chirurgie a été consacrée à l’implantation intra-

abdominale du capteur de télémétrie (Physiotel TA10TAF40, Data Sciences International, 

MN, US). Celui-ci a été stérilisé une immersion de 10 min dans l’Endosporine 

(Laboratoires Hydenet Stéridine, Sainghin-en-Mélantois, France) puis rincé au sérum 

physiologique. L’abdomen du rat a été incisé, d’abord au niveau cutané, puis au niveau de 

la ligne médiane, entre les faisceaux des muscles droits. Le capteur de télémétrie a été 

introduit à l’intérieur de la cavité abdominale du rat. Après l’introduction du capteur, deux 

sutures ont été réalisées, une au niveau du plan musculaire (Soie F736, Ethicon, Neuchâtel, 

Switzerland) et une au niveau cutané (Vicryl JV452, Ethicon).  
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Figure 16 : électrode animale de stimulation (Cyberonics) : électrode bipolaire spiralée, de diamètre 

interne : 1mm. 

 

La seconde partie de la chirurgie a consisté en l’implantation de l’électrode de 

stimulation vagale (Figure 16) (électrode animale, Cyberonics, Lyon, France). Celle-ci a 

été stérilisée selon le même protocole que le capteur de télémétrie. Une incision de la peau 

au niveau cervical ventral a été réalisée (figure 17A) pour permettre l’abord et la 

dilacération dans le sens des fibres du muscle sterno-cléido-mastoïdien afin de dégager la 

carotide gauche (figure 17B et C). Après isolement du paquet vasculo-nerveux, le nerf 

vague a été repéré puis l’électrode bipolaire spiralée placée autour de l’ensemble vasculo-

nerveux (figure 17D, E et F) (anode/proximale et cathode/distale) selon une méthodologie 

validée (figure 18) (Handforth & Krahl, 2001; Krahl et al., 2004; Follesa et al., 2007). Le 

plan musculaire a été refermé et l’électrode fixée à la surface du muscle par un point de 

suture (F736, Ethicon) (figure 17G). Une incision médiane a ensuite été effectuée sur le 

dessus du crâne, et une tunnelisation sous-cutané a été réalisée pour amener les fils de 

connexion de l’électrode jusqu’à la partie postérieure du crâne avant la fermeture du plan 

cutané cervical (JV452, Ethicon) (figure 17H).  

Le rat a ensuite été installé sur le cadre de stéréotaxie (David Kopf Instruments, 

Tujunga, CA, USA) afin de mettre en place le connecteur (barrette CI2x6, Selectronic, 

Lille, France) reliant l’électrode à la chaîne de stimulation. Après résection des plans 

cutanés et dégagement de la surface osseuse, une hémostase soignée a été réalisée et quatre 

vis d’ancrage (diamètre : 1mm), ont été fixées sur le crâne du rat. L’électrode a ensuite été 

soudée au connecteur puis celui-ci a été fixé au crâne grâce à du ciment dentaire 

(Dentalon, Heraeus, Courtaboeuf, France).  
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Figure 17 : implantation chirurgicale de l’électrode de stimulation. 
A : incision du plan cutané ; B : dilacération du muscle sterno-cléïdo-mastoïdien ;  

C : isolation de la carotide et du nerf vague ; D, E, F : mise en place des 2 pôles de l’électrode autour de 

la carotide et du nerf vague ; G : suture et fixation de l’électrode sur le plan musculaire ; H : suture du 

plan cutané. 
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Figure 18 : schéma de l’implantation de l’électrode de stimulation. 

A : anatomie vagale au niveau cervical ; B : emplacement de l’électrode de stimulation par rapport aux 

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

Après deux jours de récupération, les rats ont ensuite été légèrement anesthésiés 

par injection IM d’un mélange de kétamine (50mg/kg) et d’acépromazine (0,05mg/kg) puis 

reliés au dispositif de stimulation (unité d’isolement, SIU5 ; unité à courant constant, 

CCU1 ; stimulateur, S88 ; Grass Technologies, Astro-Med, RI, USA) par l’intermédiaire 

d’un câble relié à un collecteur tournant (TA13EEG12F2, Air Précision, Le Plessis 

Robinson, France) (figure 19). Le rat était donc vigile, libre de tout mouvement, et relié 

jusqu’à la fin de l’expérience à la chaîne de stimulation (figure 20). Douze jours de 

récupération ont été laissés au rat avant le début de la VNS et l’instillation du TNBS. 

 

 
Figure 19 : schéma de la chaîne de stimulation. 

    

A. B. 
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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 pour cette expérimentation :  

- le groupe contrôle (Sham/Salin) : pas de stimulation, instillation intracolique 

de sérum physiologique, 

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

physiologique, 

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

TNBS, 

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

TNBS. 

 L’ensemble des animaux, quel que soit leur groupe, a donc été implanté avec une 

électrode de stimulation et un capteur télémétrique. 

1.4 Stimulation vagale 

Une période de récupération de douze jours à été laissée aux animaux. La 

stimulation a débuté 1h avant l’instillation et a été effectuée durant 3h par jour (9h-12h) 

pendant 5 jours consécutifs chez des animaux vigiles. Les paramètres de stimulation, 

adaptés à partir de plusieurs études (Naritoku et al., 1995; Borovikova et al., 2000b; Bernik 
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et al., 2002a; Miceli & Jacobson, 2003) et connus pour activer les efférences vagales 

(Borovikova et al., 2000b; Bernik et al., 2002a) étaient les suivants :  

- intensité : 1mA,  

- fréquence : 5 Hz,  

- durée du pulse : 500µs, 

- trains de stimulation : 10s ON, 90s OFF.  

Le profil de la stimulation est schématisé sur la figure 21. 

 

 

Figure 21 : schéma de la stimulation électrique. 

 

 

1.5 Colite au TNBS 

Nous avons opté pour un modèle expérimental de colite induite par l’instillation 

intracolique de TNBS (Fluka, St Quentin Fallavier, France) (Morris et al., 1989; Miceli & 

Jacobson, 2003). Le modèle expérimental a été choisi pour plusieurs raisons : 

- il est bien maîtrisé et caractérisé au sein du laboratoire (Porcher et al., 2004; 

Sinniger et al., 2005), 

- il présente des homologies avec la MC, 

- dans ce modèle, l’inflammation est induite rapidement (contrairement au DSS), 

ce paramètre est important pour cette expérience puisque les rats sont 

chroniquement implantés avec l’électrode de stimulation et les risques de 

désimplantation augmentent avec le temps. 
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Nous avons adapté les conditions expérimentales d’inflammation en ajustant la 

dose (250µL de TNBS, soit 30mg/kg, dilution dans 50% d’éthanol) afin de diminuer le 

taux de mortalité dû à l’induction de la colite.  

L’instillation a été réalisée sur des rats à jeun depuis 12h et 1h après le début de la 

première stimulation. Les rats ont été légèrement anesthésiés (kétamine 

(50mg/kg)/acépromazine (0,05mg/kg) IM), pesés, puis une canule remontant jusqu’à 

l’angle colique gauche (Figure 22) (16G, 7,5cm de longueur, Harvard Apparatus, Les Ulis, 

France) a été introduite dans le côlon via l’ano-rectum afin de réaliser l’instillation. Les 

rats ont ensuite été mis en position de décubitus ventral déclive (abdomen surélevé) jusqu’à 

leur réveil afin d’éviter l’expulsion immédiate du TNBS. Les rats des groupes contrôles et 

VNS/Salin ont reçu une injection de 250µL de sérum physiologique. Ce volume de 250µL 

est couramment utilisé et permet une diffusion du liquide du côlon transverse au côlon 

distal (figure 22). Les rats avaient ensuite un accès libre à l’eau et à la nourriture jusqu’à la 

fin de l’expérimentation. 

 

Figure 22 : étude radiographique du volume d’injection intracolique. Injection de 250µL de liquide de 

contraste (Télébrix, Guerbet, Bobigny, France) dans le côlon. 

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

Cinq jours après l’instillation, les rats ont été profondément anesthésiés (kétamine 

(150mg/kg)/acépromazine (0,15mg/kg) IM) et pesés. Une laparo-thoracotomie a été 

pratiquée et les rats ont été perfusés avec 150mL de sérum physiologique (NaCl : 0,9%) 

durant 10 min grâce à une canule intracardiaque. Les différents prélèvements digestifs ont 

ensuite été effectués : 

- portion du colon lésée (de 3 à 7cm au-dessus de l’anus),  

- portion du colon immédiatement au-dessus de la lésion, inflammatoire mais 

non lésée macroscopiquement. 

Après ouverture longitudinale et photographie, chacune 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 niveau intra-abdominal permet 

l’enregistrement de la température corporelle et de l’activité locomotrice des animaux. Le 

système a été programmé afin de réaliser un enregistrement de 30 sec toutes les 2 minutes 

de ces deux paramètres. Les données ont été recueillies tout au long de l’expérience à partir 

de l’implantation. Ce système présente l’avantage de pouvoir visualiser plus précisément 

l’état de santé des animaux par l’intermédiaire des cycles circadiens de température 

corporelle et d’activité locomotrice. Cela nous a permis d’observer, dès le début de 

l’expérimentation, qu’environ 10 jours étaient nécessaires aux rats pour récupérer 

totalement de la chirurgie d’implantation et de la connexion à la chaîne de stimulation. 

C’est en particulier pour cette raison que la stimulation vagale et l’instillation intracolique 

ont été réalisées 12 jours après la chirurgie. Au terme de l’expérience, l’ensemble des 

enregistrements de télémétrie a été vérifié (élimination des artéfacts), les données 

concernant l’activité locomotrice ont été normalisées par un calcul du z-score pour chacun 
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des rats en utilisant comme référence l’activité locomotrice enregistrée deux jours avant 

l’instillation (Chevrier et al., 2006). La période de référence de 24h a été choisie en évitant 

la veille de l’instillation durant laquelle les rats ont été mis à jeun. En effet la mise à jeun 

entraîne quelques perturbations des rythmes circadiens de température et d’activité 

locomotrice. La température corporelle et l’activité locomotrice 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’instillation (poids initial, à J0) et au moment 

de l’euthanasie (poids final, à J4). Nous avons ainsi pu voir l’évolution du poids des 

animaux de l’induction de l’inflammation jusqu’à la fin de l’expérimentation.  

 

1.7.3 Surface des lésions 

Au moment du sacrifice, les prélèvements digestifs ont été photographiés afin de 

réaliser, une analyse des lésions du côlon par analyse colorimétrique (Diop et al., 2002). 

Nous avons utilisé le logiciel Visilog 6 (NOESIS, Crolles, France), afin de déterminer 

quatre zones en fonction de leur niveau de couleurs : normale, inflammatoire, nécrotique et 

artéfactuelle (reflets).  

 

1.7.4 Analyse histologique du côlon 

Les prélèvements tissulaires issus de 12 rats (3 rats par groupe) ont été 

conditionnés selon la méthode suivante : fixation dans le formol salin (10%) et inclusion 

dans la paraffine. Des coupes tissulaires (5µm) et une coloration à l’hématoxyline et à 

l’éosine (H&E) ont ensuite été réalisées. L’analyse histologique a ensuite été effectuée en 

aveugle par un laboratoire d’anatomopathologie vétérinaire (Vétopath, Sofia-Antipolis, 

France). 

L’évaluation de la sévérité de l’inflammation a été réalisée par examen de la 

structure tissulaire, de la taille de vaisseaux sanguins et de l’infiltrat de cellules 
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inflammatoires (Geboes et al., 1999). Les changements tissulaires ont été classés selon 

cinq grades : 

� grade 0 : tissu normal, 

� grade I : inflammation légère, infiltration subaiguë localisée, 

� grade II : inflammation modérée, infiltration localisée ou diffuse au niveau 

de la lamina propria, 

� grade III : inflammation sévère avec ulcération et nécrose superficielle, 

� grade IV : inflammation sévère avec nécrose transpariétale. 

 

1.7.5 Quantification de l’expression de la myéloperoxidase 

Le dosage de la myéloperoxidase (MPO) est classique dans les modèles 

d’inflammation (Morris et al., 1989; Tateishi et al., 1997; Ghia et al., 2007). En effet, la 

MPO, enzyme des polynucléaires neutrophiles est classiquement utilisée comme mesure de 

l’intensité de l’inflammation. Les prélèvements digestifs réalisés au moment du sacrifice 

ont été congelés par immersion dans l’azote liquide et conservés à -80°C. Ceux-ci ont 

ensuite été broyés avec des billes de silice (Lysing matrix D, FastPrep-24 Instrument 

Device, Qbiogen, Illkirch, France). L’ensemble de ce processus d’extraction des protéines 

a été réalisé à 4°C et dans une solution de PBS-EDTA (0,05M-5mM, pH : 7,3) contenant 

des inhibiteurs de protéases (Complete Roche EDTA-free, Roche Diagnostics, Meylan, 

France). Les lysats ont ensuite été conservés à -80°C. Puis un dosage ELISA de la MPO a 

été réalisé grâce à un kit (HK210, Hycult biotechnology, Uden, The Netherlands). 

 

1.7.6 Dosage des ARNm par RT-PCR 

Les échantillons digestifs, recueillis lors de l’euthanasie ont été conservés dans une 

solution de RNALater (Qiagen, Courtaboeuf, France), puis broyés dans un tampon de lyse 

(Qiagen). Les ARNm totaux de chacun des échantillons ont ensuite été isolés par le kit 

MagNA Pure LC mRNA isolation kit II par l’automate MagNA Pure LC (Roche Applied 

Science, Roche Diagnostics). La « transcription reverse » a été réalisée avec 4µL de 

solution d’ARNm dans 10µL en utilisant le kit Reverse Transcriptase Core (Eurogentec, 

Angers, France), avec 50µM d’amorce oligo (dT) 15 et 2U d’inhibiteur de RNase. 
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Les amorces ont été dessinées et optimisées selon l’expérience du laboratoire 

(Peinnequin et al., 2004) (tableau 2) afin de permettre la quantification des ARNm de 

plusieurs protéines mises en jeu dans l’inflammation : 

- ARNm de cytokines : IL-1β, IL-6, IL-10 et TNFα,  

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

cellules Th1, 

- ARNm de protéines modulant les voies intracellulaires de signalisation : 

SOCS3 (suppressor of cytokine signalling 3) connu pour interagir avec la 

protéine JAK2 ; NFκIA (nuclear factor of κ light chain gene enhancer in B-

cells inhibitor α) inhibiteur de NFκB, 

- ARNm de protéine de l’adhérence cellulaire : ICAM1.   

 

Tableau 2 : Gènes 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-1ββββ : interleukin-1β ; IL-6 : interleukin-6 ; NFκκκκBIA : nuclear factor of κ light 

chain gene enhancer in B-cells inhibitor α ; SOCS3 : suppressor of cytokine signalling 3 ; TNFαααα : tumor 

necrosis factor α. En rouge : les gène rapporteurs 
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Les PCR ont été réalisées grâce au kit LC Fast Start DNA Master SYBR Green 

(Roche Applied Science) avec 0,5µL d’ADNc dans un volume de 20µL (4mM MgCl2, 

3mM pour le TNFα ; et 0,4µM d’amorce (0,5µM et 0,6µM pour SOCS3 et l’IL6 

respectivement). Les PCR ont été menées par 45 cycles d’amplification : 20sec à 95°C, 

5sec à 56, 57, 58 ou 60°C selon les gènes (voir tableau 2) et 10sec à 72°C grâce au système 

Lightcycler (Roche Applied Science). Le Cp (crossing point), dernier cycle auquel la PCR 

est exponentielle, a été calculé grâce au logiciel  Lightcycler Software v.3.5 (Roche 

Applied Science). La quantification a été réalisée en utilisant un pool de tous les 

échantillons comme calibreur selon la méthode de comparaison des cycles (Schmittgen & 

Livak, 2008) avec normalisation par la moyenne géométrique des 3 gènes rapporteurs 

(ARBP : acidic ribosomal phosphoprotein ; CycA : cyclophyline A ; HPRT : hypoxantine 

guanine phosphoribosil transferase) (Pfaffl, 2001; Vandesompele et al., 2002). La variation 

de ces 3 gènes rapporteurs, au-dessus de la lésion (0,100) et dans la lésion (0,095), est 

demeurée inférieure au seuil de 0,150 qui aurait impliqué l’addition d’un gène rapporteur 

supplémentaire. Nous avons donc utilisé les gènes ARBP, CycA et HPRT pour normaliser 

les quantités respectives de chacun des marqueurs d’inflammation étudiés.   

 

1.8 Analyse discriminante 

L’inflammation faisant intervenir un grand nombre de facteurs agissant au final de 

manière synergique ou antagoniste, il nous est apparu intéressant d’étudier l’inflammation 

non pas uniquement par l’intermédiaire de paramètres isolés, mais aussi avec une approche 

multiparamétrique (Vodovotz et al., 2008; Vodovotz et al., 2009). Nous avons donc 

réalisée une étude multivariée, prenant en compte plusieurs paramètres en même temps, 

pour cela nous avons effectué une analyse discriminante. Celle-ci nous a permis d’obtenir 

non seulement l’importance relative, dans la colite, de chacun des paramètres utilisés au 

départ, mais aussi un index général caractérisant l’inflammation induite par le TNBS. Cette 

analyse a tenu compte de facteurs physiologiques (température corporelle et activité 

locomotrice), tissulaires (surface des lésions), et moléculaires (dosages d’ARNm : TNFα, 

IL-1β, IL-6, ICAM1, NFκBIA, SOCS3, TBX21). Nous avons alors obtenu un index global 
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caractérisant la colite à partir de facteurs des trois niveaux d’étude (intégré, tissulaire et 

moléculaire).  

Dans une premier temps, afin de caractériser la colite elle-même, l’analyse 

discriminante a été réalisée en comparant le groupe contrôle et le groupe colite 

(Sham/TNBS). Nous avons ainsi obtenu pour chacun des paramètres son importance 

relative dans la colite (coefficient standard) mais également un coefficient non standard. 

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

index global pour chacun des rats en utilisant la formule suivante : 

 

Index = Fact. A x Val. A du rat 1 + Fact. B x Val. B du rat 1 + Fact. C x Val. C du rat 1… 

 

Nous avons appliqué cette formule aux paramètres des animaux issus des 4 

groupes. Tous les paramètres entrant en jeu dans l’inflammation, nous les avons tous 

conservés, y compris lorsque leur importance était faible, pour obtenir l’index 

d’inflammation le plus global possible. La moyenne de l’index pour chacun des groupes a 

ensuite été calculée et nous avons traité celle-ci avec le même type d’analyse statistique 

que chacun des autres résultats (test de Mann-Withney-Wilcoxon).  

 

1.9 Les voies intracellulaires mises en jeu 

Afin de mieux caractériser les voies intracellulaires et la nature des cellules 

immunitaires mises en jeu lors de la VNS, nous avons réalisé l’étude de l’expression de 

facteurs de transcription, intervenant dans les cascades intracellulaires activées durant 

l’inflammation (notamment par la liaison cytokine-récepteur). Ces analyses ont été faites 

par les méthodes de western blot et d’immunohistochimie. Les facteurs de transcription 

principalement activés sont les « Signal transducer and activator of transcription» (STAT). 

Ces molécules sont activées par phosphorylation via les récepteurs aux cytokines (Wurster 

et al., 2000), puis, celles-ci vont être transloquées dans le noyau où elles vont moduler la 

transcription de gènes spécifiques de l’inflammation (cytokines pro-inflammatoires 

notamment). En fonction du type de cellules immunitaires, et du type d’inflammation, les 
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STAT exprimées sont différentes (Wurster et al., 2000; Lovato et al., 2003; Mudter et al., 

2005; The et al., 2007; Alex et al., 2008; O'Malley et al., 2008): 

- les STAT3 sont principalement exprimées par les macrophages, 

- les STAT4 sont principalement exprimées par les lymphocytes Th2 , 

- les STAT6 sont principalement exprimées par les lymphocytes Th1 et Th17. 

 

1.9.1 Anticorps 

Les anticorps primaires anti- STAT3, STAT3 phosphorylée (STAT3-P), STAT4, 

STAT4-P proviennent de chez Signalway Antibody (Euromedex, Souffelweyersheim, 

France), l’anticorps anti-STAT6 de chez USBiological (Swampscott, Massachusetts, USA), 

l’anticorps anti-STAT6-P de chez American Research Product (Belmont, Massachusetts, 

USA), l’anticorps anti-actine de chez Sigma-A1drich (L’isle d’Abeau, France). Les 

anticorps secondaires biotinylés ou couplés à la peroxydase ont été achetés chez les 

Laboratoires Vector (Abscys, Paris, France) et Jackson immunoresearch (Immunotech, 

Marseille, France) respectivement. 

 

1.9.2 Western blot 

Les échantillons utilisés pour l’analyse par western blot ont été traités avec la 

même méthode de conservation et d’extraction que ceux pour le dosage de la MPO. Dans 

un premier temps, les protéines totales de chacun des échantillons ont été dosées par la 

technique du BCA (Pierce, Rockford, IL, US) selon les instructions du fabriquant. Les 

échantillons ont ensuite été préparés pour le western blot : ajout du bleu de Leamli (20%) 

et dénaturation par chauffage 5 min à 95°C. Nous avons ensuite déposé des volumes 

contenant 13 ou 15µg de protéines sur des gels à 10% d’acrylamide, puis réalisé un 

transfert sur membranes PVDF (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK). Après incubation 

des membranes dans la solution de saturation (TBS 24mM, 3% BSA, 0,1% Tween 20) 

durant 1h à température ambiante, les membranes ont été incubées durant une nuit à 4°C 

dans la solution de saturation contenant l’anticorps primaire (dilution : 1/1000). Trois 

lavages de 10 min ont ensuite été effectués dans la solution de rinçage (TBS 24mM, 0,1% 

Tween 20), puis les membranes ont été incubées 1h à température ambiante en présence de 



 

Julien Meregnani / Thèse de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 79 
 

l’anticorps secondaire (1/20.000) dilué dans la solution de saturation. Après trois lavages 

de 10 min dans la solution de rinçage, et un dernier lavage de 10 min dans une solution de 

PBS-NaCl (500mM), la révélation a été réalisée par chimiluminescence (ECL 

westernblotting reagent, GE Healthcare) sur films radiographiques (GE Healthcare). Une 

quantification a finalement été effectuée avec le logiciel ImageJ (National Institutes of 

Health, Bethesda, Maryland, USA). L’ensemble des quantifications a été rapporté sur la 

quantité d’actine présente sur chacun des blots (Chartier et al., 2006). 

  

1.9.3 Immunohistochimie (IHC) 

Les échantillons ont été fixés dans une solution de paraformadehyde (4% ; 0,1M de 

borax) pendant 24h, puis transférés dans une solution identique contenant 30% de sucrose à 

4°C pendant 5 jours. Les tissus ont ensuite été congelés dans la carboglace puis des coupes 

transversales de 16µm ont été réalisées au cryostat (Microm HM500M, Francheville, 

France) et montées sur des lames Superfrost Plus (Menzel-Glaser, Braunschweig, 

Allemagne).  

Une fixation complémentaire a été réalisée dans une solution d’acétone à -20°C 

pendant 10 min, puis la péroxidase tissulaire endogène a été inhibée par une incubation de 

30 min dans une solution de méthanol contenant 3% d’H 2O2. Les lames ont ensuite été 

incubées 30 min dans la solution de saturation (PBS, 1% de sérum de chèvre), puis 

incubées 1h en présence de l’anticorps primaire dilué (1/1000) dans la solution de 

saturation. L’anticorps secondaire (kit PK-6101, Vector Laboratories, L’Isle d’Abeau, 

France) a été appliqué lors d’une incubation de 30 min. La solution contenant le complexe 

avidine/biotine (Vectastain kit, Vector Laboratories) a ensuite été appliquée durant 30 min, 

et la révélation à l’aide de la solution de DAB (kit SK-4100, Vector Laboratories) a été 

effectuée. Nous avons enfin terminé par une contre-coloration à l’hématoxyline avant de 

sécher, dégraisser et monter les lames dans du DPX (VWR, Leicestershire, Angleterre). 

Des séries de lavages avec une solution de PBS ont été réalisées entre chacune de ces 

étapes sauf entre la saturation et l’incubation avec l’anticorps primaire. 

Les lames ont ensuite été analysées au microscope (Axioskop, Carl Zeiss, 

Zaventem, Belgique) et photographiées grâce à une caméra 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 grâce aux programmes Statistica 8.0 

(Statsoft-France, Maison-Alfort, France) et Kaleidagraph 3.6 (Synergy Software, Ritme 

informatique, Paris, France). Les données de télémétrie ont été traitées par analyse de 

variance (ANOVA) répétée, avec un test post-Hoc de comparaison de Bonferoni (Chevrier 

et al., 2006). L’ensemble des autres résultats a été analysé par un test non paramétrique de 

Mann-Withney-Wilcoxon. Les valeurs sont considérées comme significatives pour p<0,05, 

tous les résultats sont présentés de la manière suivante : moyenne ± erreur standard. 
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2 Résultats 

2.1 Télémétrie : température corporelle et activité locomotrice 

Le système de télémétrie nous a permis de suivre les variations circadiennes de 

température corporelle et d’activité locomotrice spontanée dès la fin de la chirurgie 

d’implantation et jusqu’à l’euthanasie des animaux. Dix jours après la chirurgie, les quatre 

groupes d’animaux récupèrent des rythmes circadiens de température corporelle et 

d’activité locomotrice normaux. Le rat, espèce nocturne, montre ainsi une température 

corporelle et une activité locomotrice supérieures durant la période d’obscurité (20h-8h) 

par rapport à la période éclairée (8h-20h) (figures 23A et 24A) :  

- températures : 38,2 ± 0,1 °C en période sombre et 37,2 ±  0 ,1 °C en période 

éclairée,  

- locomotions : 0,7 ± 0,2 UA en période sombre et 0,3 ± 0,1 UA en période 

éclairée. 

Les rythmes circadiens normaux se poursuivent jusqu’à l’anesthésie nécessaire pour 

réaliser l’instillation les animaux, avec toutefois de légères variations dues à la mise à jeun 

la veille de l’instillation (non montré). Comme le montrent les figures 23A  et 24A, les 

quatre groupes d’animaux ont des rythmes identiques avant l’instillation. 

Le jour de l’instillation (J0) les rats sont anesthésiés (kétamine) pour permettre 

l’injection du TNBS ou du sérum physiologique. Il en résulte une hypothermie (-2°C en 

moyenne), visible chez les quatre groupes (moyenne : 35,2 ± 0,7 °C), l’hypothermie la plus 

importante étant observée chez le groupe Sham/TNBS (34,9 ± 0,7 °C) (figure 23B). 

L’hypothermie est suivie par une légère hyperthermie, et par une hyperactivité au moment 

de la phase de réveil chez l’ensemble des quatre groupes avec un retour à une activité 

normale 6h après l’anesthésie (figure 23B et 24B). 

• A partir de la nuit suivante, les deux groupes ayant reçu une instillation de sérum 

physiologique (Sham/Salin, et VNS/Salin) reprennent un cycle circadien de température 

corporelle normale (figure 23C), toutefois, l’activité locomotrice spontanée demeure 

réduite durant cette période par rapport à la nuit de référence avant l’instillation (figure 
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24A et C). L’activité locomotrice revient à la normale dès la deuxième nuit suivant 

l’instillation pour ces deux groupes (figure 24C). 

• Les deux groupes ayant reçu le TNBS (Sham/TNBS et VNS/TNBS) présentent 

une altération des rythmes circadiens de température corporelle et d’activité locomotrice 

spontanée. Durant les périodes sombres, une hypothermie et une réduction de la 

locomotion apparaissent et perdurent quasiment jusqu’à la fin de l’expérimentation (J4). 

Durant les périodes éclairées, les activité locomotrices sont comparables à celle du groupe 

contrôle, concernant la température corporelle, c’est une hyperthermie qui est visible 

durant cette période et cela durant les 3 jours suivant l’instillation (J0-J4). 

 La VNS a plusieurs effets durant les 24h suivant l’instillation mais ceux-ci sont 

statistiquement non significatifs :  

1) elle semble diminuer l’hypothermie induite par l’anesthésie au moment de l’instillation 

(figure 23B). En effet les rats VNS/TNBS montrent une hypothermie un peu moins 

importante que les rats Sham/TNBS.  

2) elle semble diminuer l’hypothermie induite par le TNBS durant la période sombre 

(figure 23B).  

 La VNS n’induit aucune modification visible au niveau de l’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’à l’euthanasie 

(J0-J4). Les barres sombres horizontales représentent la période sombre (nuit). α : Contrôle vs 

Sham/TNBS ; β : Contrôle vs VNS/TNBS ; α/β : p<0,05 ; αα/ββ : p<0,01 ; ααα/βββ : 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 (J0) ; C : locomotion jusqu’à l’euthanasie (J0-

J4). U.A. : unité arbitraire. Les barres sombres horizontales représentent la période sombre (nuit). α : 

Contrôle vs Sham/TNBS ; β : Contrôles vs VNS/TNBS. α/β : p<0,05, αα/ββ : p<0,01 ; ααα/βββ : p<0,001 
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2.2 Evolution du poids  

La figure 25 illustre l’évolution relative du poids des animaux entre le jour de 

l’instillation (J0 : poids initial) et le jour de l’euthanasie (J4 : poids final) (Figure 15). Les 

deux groupes recevant une instillation de salin ont une évolution positive du poids avec 

+14,5 ± 1,3 % pour le groupe contrôle et +12,7 ± 0,7 % pour le groupe VNS/Salin. 

L’instillation de TNBS provoque une diminution du poids des animaux. Ainsi, au 

moment du sacrifice, les rats Sham/TNBS montrent une perte de poids (-4,1 ± 1,0 %) 

significativement différente (p<0,0001) par rapport au groupe contrôle (14,5 ± 1,3 %). 

Au contraire, le groupe VNS/TNBS présente pour sa part une très légère perte de 

poids de -0,3 ± 1,5, soit une amélioration significative (p=0,04) par rapport au groupe non 

stimulé (-4,1 ± 1,0 %). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 25 : évolution du poids des animaux (entre J0 et J4). 

* : p<0,05 ; *** : p<0,001. 
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2.3 Surface des lésions 

Au moment de l’euthanasie, les colons distaux ont été photographiés avant d’être 

traités pour les dosages des différents marqueurs étudiés. A partir des clichés réalisés, nous 

avons pu effectuer une quantification colorimétrique des surfaces lésionelles.  

Les rats ayant reçu une instillation de sérum physiologique présentent un colon dépourvu 

de toute lésion et de toute anomalie (figure 26 et 27). 

 

 

Figure 26 : analyse macroscopique des lésions. 

A : lésions macroscopiques représentatives au niveau de colons distaux ; B : quantification colorimétrique 

des surfaces lésionnelles.  

 

Les rats ayant reçu une instillation de TNBS montrent pour leur part des lésions au 

niveau du côlon distal. Ces lésions sont généralement situées entre 3 et 7 cm au dessus de 
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l’anus (figure 26). En revanche, aucune lésion macroscopique n’a été observée en dehors 

du côlon. La surface moyenne des lésions observées dans le groupe Sham/TNBS est de 2,7 

± 0,4 cm² (figure 27). 

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

groupe Sham/TNBS (2,3 ± 1,3 cm²) mais de manière non significative (figure 27). 

 

 

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

 

2.4 Analyse histologique 

L’examen histologique ne montre aucune lésion ou modification tissulaire chez les 

animaux ayant reçu le sérum physiologique (Sham/Salin et VNS/Salin). 

Par contre, le TNBS induit des lésions au niveau du tissu colique. Les dommages 

engendrés sont transpariétaux : les lésions touchent l’épithélium et s’étendent parfois 

jusqu’à la musculeuse et à la séreuse. Le TNBS engendre une déstructuration tissulaire, une 

dilatation des vaisseaux sanguins, la formation d’œdèmes, ainsi qu’une infiltration de 

cellules immunitaires et plasmatiques (lymphocytes, polynucléaires), notamment au niveau 

de la sous-muqueuse et de la lamina propria (figure 28). 
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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 lésion : C : Sham/TNBS ;  

D : VNS/TNBS ; dans la lésion : E : Sham/TNBS et F : VNS/TNBS dans la lésion. 
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Tableau 3: analyse anatomopathologique des tissus coliques. 

0 : grade 0, tissu normal ; I : grade I, inflammation légère, infiltration subaiguë localisée ; II : grade II, 

inflammation modérée, infiltration localisée ou diffuse au niveau de la lamina propria ; III : grade III, 

inflammation sévère avec ulcération, nécrose superficielle ; IV : grade IV : sévère inflammation avec 

nécrose transpariétale. (N=3). 

 

Les grades d’inflammation sont résumés dans le tableau 3. Les dommages les plus 

sévères sont observés à l’intérieur des lésions macroscopiques. Le TNBS engendre 

majoritairement une déstructuration totale du tissu, et donc une inflammation de grade IV 

(grade IV pour deux rats et grade II pour un rat). Dans la zone située au-dessus de la lésion, 

le tissu présente une inflammation moins sévère (grade 0 pour un rat et grade II pour les 

deux autres). 

Les rats du groupe VNS/TNBS présentent des tissus avec des grades 

d’inflammation pratiquement aussi importants au niveau de la lésion macroscopique que le 

groupe Sham/TNBS, avec une importante déstructuration des tissus (grade I pour un rat et 

IV pour les deux autres). En revanche, au-dessus de la lésion, les grades inflammatoires 

sont objectivement réduits, seul un rat sur trois présente un tissu inflammatoire de grade I 

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

 

2.5 Quantification de l’expression de la myéloperoxidase 

Comme le montre la figure 29, les animaux des groupes recevant du sérum 

physiologique présentent des quantités faibles de MPO, 6,5 ± 2,5 ng/mg de protéines pour 

le groupe contrôle et 8,6 ± 2,6 ng/mg de protéines pour le groupe VNS/Salin. 
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L’instillation de TNBS induit des augmentations significatives de la MPO, au 

niveau de la lésion ainsi qu’au-dessus de la lésion, respectivement 1426,6 ± 119,4 ng/mg 

protéines (p<0.0001) et 23,9 ± 6,0 ng/mg protéines (p<0.008) en comparaison du groupe 

contrôle (6,5 ± 2,5 ng/mg de protéines). 

La VNS induit une diminution de l’expression de la MPO dans l’ensemble du  

côlon. Cette diminution est uniquement une tendance au niveau de la lésion (1220,9 ± 

219,6 ng/mg protéines) mais elle est significative au-dessus de la lésion ou le niveau de 

MPO est réduit à 9,5 ± 4,2 ng/mg protéines (p=0,03) par rapport au groupe Sham/TNBS 

(23,9 ± 6,0 ng/mg protéines). 

 

 
Figure 29 : expression de la MPO au niveau du côlon distal.  

* : p<0.05 ; ** : p<0.01 ; *** : p<0.001. 

 

2.6 Dosage des ARNm 

Nous avons dosé par la technique de RT-PCR plusieurs ARNm de cytokines et 

d’éléments associés à l’inflammation. La figure 30 présente les niveaux des ARNm (TNFα, 

IL-1β, SOCS3, NFκBIA, ICAM1, IL-6, T-box 21, et IL-10) pour chacun des quatre 

groupes. Mise à part pour les ARNm de T-box 21 et de l’IL-10, des augmentations 

significatives (p<0,001) de l’ensemble des autres ARNm sont observées 5 jours après 

l’instillation du TNBS au niveau de la lésion (figure 30A-H). Malgré de légères 
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fluctuations, aucune variation significative due au TNBS n’est observée au-dessus de la 

lésion.  

Concernant l’effet de la VNS, il est intéressant de noter qu’un effet significatif a 

pu être observé au niveau des ARNm du TNFα et de l’IL-1β, et ce en dehors de toute 

inflammation. Il y a ainsi des diminutions significatives (p=0,01 et p=0,03 respectivement 

pour les ARNm du TNFα et de l’IL-1β) de la quantité de ces deux ARNm chez le groupe 

VNS/Salin par rapport au groupe contrôle (60,3 ±  9,3% et à 65,3 ±  7,7% respectivement 

pour les ARNm du TNFα et de l’IL-1β) (figure 30 A et B).  

En revanche, bien que des diminutions soient observées au niveau de la lésion 

(figure 30A, B, F) ou dans la zone au-dessus (figure 30A, B, D, E), aucune n’est 

statistiquement significative.  
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Figure 30 : dosage des ARNm dans le côlon distal (exprimé en pourcentage par rapport au groupe 

contrôle). A : ARNm du TNFα ; B : ARNm de l’IL-1β ; C : ARNm de SOCS3 ; D : ARNm de NFκBIA ; E : 

ARNm de ICAM1 ; F : ARNm de l’IL-6 ; G : ARNm de T-Box 21 ; H : ARNm de l’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 de déterminer l’importance 

relative (coefficient standard) de chacun des paramètres étudiés dans le modèle de colite au 

TNBS.  

 
Tableau 4 : classement des paramètres utilisés pour l’analyse discriminante selon leur importance relative 

dans la colite au TNBS (coefficients standard). Les coefficients non-standard ont été utilisés pour calculer 

l’index global d’inflammation. En rouge : paramètres dosés dans lésion ; en bleu : paramètres dosés au-

dessus de la lésion. 

 

Dans le tableau 4, il est possible d’observer que l’importance relative des 

paramètres varie de 0,093 (la locomotion du jour 1) à 4,027 (ARNm de l’IL-6 dans la 

lésion). Il apparaît aussi que l’étude différentielle de la zone lésée et de la zone 

immédiatement au-dessus est intéressante, puisque parmi les six paramètres les plus 

importants dans la colite, deux représentent des paramètres étudiés au-dessus de la lésion 

(TNFα et NFkBIA), et les quatre autres sont des paramètres étudiés dans la lésion elle-

même. 
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Nous avons ensuite utilisés les coefficients non-standard obtenus pour chacun des 

paramètres afin de calculer un index global de l’inflammation. La figure 31 représente le 

diagramme obtenu après le calcul de la moyenne de cet index pour chacun des groupes.  

 

 

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

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

 

L’index global d’inflammation est relativement bas pour les groupes ayant reçu 

une instillation du sérum physiologique : 0,99 ± 0,22 UR pour le groupe contrôle 

(Sham/Salin) et 1,48 ± 0,67 UR pour le groupe VNS/Salin. 

Naturellement, avec l’instillation du TNBS et l’induction de l’inflammation, 

l’index global est significativement augmenté pour le groupe Sham/TNBS (9,35 ± 0,34UR, 

p< 0.0001 vs contrôle). 

La VNS induit un net effet anti-inflammatoire, puisque, pour le groupe 

VNS/TNBS, l’index global d’inflammation est significativement réduit (3,49 ± 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 en jeux par l’effet anti-

inflammatoire de la VNS dans le cas de la colite induite au TNBS, pour cela nous avons 

tout d’abord réalisé des études par la technique de western blots. 

2.8.1 Western blot 

La figure 32 illustre les résultats obtenus en pourcentage de l’expression du groupe 

contrôle. 

Le TNBS induit des augmentations significatives de STAT3 et STAT3-P au niveau 

de la lésion (respectivement 237,9 ± 30,7 % et 359,5 ± 41,4%) par rapport au groupe 

contrôle (p=0,03 dans les deux cas) (figure 32A et B). Aucune variation significative 

induite par la VNS n’est observée lorsque la colite est présente. En revanche, en l’absence 

de toute inflammation, la VNS augmente le niveau d’expression de STAT3 et de STAT3-P 

de respectivement 292,9 ± 56,8% et 391,9 ± 105,2% (p=0.004 dans les deux cas) (figure 

32A, et B). 

L’instillation du TNBS entraîne des augmentations significatives de STAT4 au 

niveau de la lésion (371,0 ±  85,1%, p= 0,001) et au-dessus de la lésion (189,6 ±  8,0%, 

P=0,01) (figure 32C). Contrairement aux observations faites sur STAT3 et STAT3-P, 

aucune variation n’est induite par la VNS en l’absence d’inflammation.  

En revanche, le niveau d’expression de STAT4 est réduit par la VNS dans la lésion 

(161,3 ± 34,0%, P=0,02) et au-dessus de celle-ci (121,8 ± 21,5%, p=0,01) dans le groupe 

VNS/TNBS (figure 32C). Sur STAT4-P, aucune variation significative n’a pu être (figure 

32D). 

La colite induit une augmentation significative du niveau d’expression de STAT6 

dans la lésion (348,2 ± 93,0%, P=0,001) (figure 32E). Le niveau d’expression de cette 

protéine n’est aucunement modifié par la VNS que ce soit en présence ou non de 

l’inflammation. Enfin, les changements du niveau d’expression de STAT6-P observés au 

niveau de la lésion ou au-dessus sont, comme pour STAT4-P non significatifs, qu’ils soient 

dus à la colite ou à 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. 

* : p<0.05 ; ** : p<0.01. 
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Afin de compléter les résultats obtenus par la technique de western blot sur le tissu 

colique total (ensemble des différentes couches épithéliales), nous avons ensuite réalisé des 

études immunohistochimiques. 

 

2.8.2 Immunohistochimie 

Les photographies des tissus traités par méthode d’IHC (zone au-dessus de la 

lésion pour permettre le repérage histologique) sont présentées par la figure 33.  

En dehors de toute inflammation, un nombre faible de cellules STAT4-P 

immunoréactives (IR) sont présentes dans le tissu, notamment au niveau de la sous-

muqueuse (figure 33A).  

Au contraire, dans le cas de l’inflammation digestive, un grand nombre de cellules 

STAT4-P IR apparaissent dans le tissu colique (figure 33B).  

Dans le cas des côlons issus des rats du groupe VNS/TNBS, il semble que les 

cellules STAT4-P IR soient moins nombreuses, notamment dans la sous muqueuse (figure 

33C). En revanche, peu de changements ont été observés dans le cas du marquage STAT6-

P (données non exposées). 
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Figure 33 : analyse par l’IHC de STAT4-P au-dessus de la lésion. A : dans le tissue contrôle ; B : dans le 

tissu Sham/TNBS ; C : dans le tissu VNS/TNBS. Grossissement d’observation x20 à gauche et x40 à droite. 

Flèches : marquages dans la sous-muqueuse 
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3 Discussion 

 

Les expériences réalisées montrent pour la première fois un effet de la VNS sur 

l’inflammations induite dans modèle expérimental de colite. L’originalité de cette étude est 

d’avoir été réalisée sur des rats vigils implantés chroniquement avec l’électrode de 

stimulation vagale. Les résultats obtenus sont en faveur d’un effet anti-inflammatoire de la 

VNS sur la colite au TNBS. 

Le rôle du SNA dans la régulation de l’inflammation et plus précisément de 

l’inflammation intestinale a été mis en évidence dès les années 50 chez des patients atteints 

de MICI (Dennis et al., 1946; Thoreck, 1951). Il existe en effet une dysautonomie vagale et 

sympathique chez les patients atteints de MICI (Sharma et al., 2009). De plus, des 

expériences ont montré qu’une colite expérimentale induite au TNBS pouvait être 

améliorée par sympathectomie (McCafferty et al., 1997) ou aggravée par vagotomie 

(Mazelin et al., 1999). 

Le nerf vague a une double propriété anti-inflammatoire : 

- d’une part via ses afférences, qui, peuvent induire l’activation de l’axe 

corticotrope (Gaykema et al., 1995; Kapcala et al., 1996).  

- d’autre part, via ses efférences et la voie cholinergique anti-inflammatoire, 

dans ce cas, les voies exactes mises en ne sont pas déterminées avec exactitude 

(The et al., 2007; Van Der Zanden et al., 2009a). 

La VNS est aujourd’hui une thérapie approuvée dans le traitement de certaines 

formes d’épilepsies et de dépressions pharmaco-résistantes (Groves & Brown, 2005). Dans 

ce type d’indication, la VNS a pour but la stimulation des afférences vagales par 

l’intermédiaire d’impulsions électriques de « hautes fréquences » (20-30Hz). En revanche, 

la stimulation électrique des efférences vagales a été obtenue expérimentalement en 

utilisant des stimulations de plus basses fréquences (entre 1 et 10Hz) (Borovikova et al., 

2000b; Bernik et al., 2002a; Bernik et al., 2002b). Toutes les études réalisées sur la voie 

cholinergique anti-inflammatoire ont été faites dans des conditions aiguës, c'est-à-dire sur 

des rats anesthésiés, et de manière non répétée (Borovikova et al., 2000b; Bernik et al., 

2002a; Bernik et al., 2002b; de Jonge et al., 2005; The et al., 2007) avec le plus souvent un 

nerf vague sectionné, ligaturé et avec une électrode implantée sur la partie distale du nerf 
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vague afin de ne stimuler que les efférences (Borovikova et al., 2000b; de Jonge et al., 

2005). 

Dans le cas de notre étude, nous avons choisi de nous placer dans des conditions 

de VNS itératives, c'est-à-dire sur des rats non anesthésiés et implantés chroniquement 

avec l’électrode de stimulation afin de pouvoir réaliser plusieurs cycles de stimulation et 

ainsi étudier l’effet anti-inflammatoire sur une colite expérimentale. Ce choix de protocole 

expérimental était lié aux conditions de stimulation potentiellement applicables chez 

l’Homme. C’est aussi pour cette raison que nous n’avons pas réalisé de vagotomie. Nous 

nous sommes donc placés dans le cas d’une colite aiguë, provoquée par l’instillation de 

TNBS (à induction rapide) avec l’électrode implantée au niveau de la portion cervicale du 

nerf vague gauche intact.  

Le choix des conditions de stimulation a été réalisé après une étude 

bibliographique. Nous avons tout d’abord opté pour une implantation au niveau du nerf 

vague dans sa portion cervicale, région anatomique facilement accessible et déjà utilisée 

dans de précédentes études (Borovikova et al., 2000b; Bernik et al., 2002b; Krahl et al., 

2004; Follesa et al., 2007). L’électrode a été placée au niveau du nerf vague gauche 

puisque, la bibliographie et des études préliminaires réalisées dans notre laboratoire, ont 

montré que la stimulation de celui-ci avait des effets cardiovasculaires réduits par rapport à 

la stimulation du nerf vague droit. Nous avons opté pour des paramètres de stimulation 

(fréquence et intensité) couramment utilisés pour activer les efférences et la voie 

cholinergique anti-inflammatoire : 5Hz, 1mA, 500µs, 10sec ON, 90sec OFF (Borovikova et 

al., 2000b; Bernik et al., 2002a; Bernik et al., 2002b; The et al., 2007). Concernant la 

durée de stimulation, nous avons fait le choix d’une stimulation de 3h par jour durant 5 

jours en fonction des données bibliographiques : Naritoku et al. avait déjà effectué des 

stimulations de 3h (Naritoku et al., 1995), l’étude de Miceli et al. montrait quant à elle 

l’effet à 5 jours de l’injection d’agonistes cholinergiques sur la colite au TNBS (Miceli & 

Jacobson, 2003). Il est aussi important de souligner que la période de 5 jours représente le 

délai nécessaire pour induire un réponse inflammatoire aiguë avec inflammation 

transpariétale (Morris et al., 1989; Miceli & Jacobson, 2003; Alex et al., 2008; Daniel et 

al., 2008). 

Concernant le modèle de colite au TNBS, nous nous sommes basés sur le modèle 

introduit par Morris en 1989 (Morris et al., 1989) et validé dans notre laboratoire (Porcher 
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et al., 2004; Sinniger et al., 2005). Nous avons choisi la dose minimale pour induire une 

colite selon Morris, c'est-à-dire : 10mg/kg. Cet choix a été réalisé de manière à réduire les 

lésions au niveau du côlon, en supposant que l’effet de la VNS serait limité sur des lésions 

et des déstructurations du tissus trop importantes. La diminution de la dose de TNBS nous 

a également permis de réduire le taux de mortalité des rats, qui aurait été important du fait 

de la fragilisation des animaux ayant déjà subit au préalable l’implantation chirurgicale. 

Par similitude aux MICI chez l’Homme (Silk & Payne-James, 1989; Rigaud et al., 

1994), la colite au TNBS induit une sévère perte de poids due notamment à la réduction de 

la prise alimentaire (McHugh et al., 1994; Ballinger et al., 2000). Dans de précédentes 

études, une perte de poids de 12% au 5ème jour a été rapportée (Ballinger et al., 2000) et 

dans l’étude de Morris (Morris et al., 1989) une diminution de 8 à 10% a été observée 

durant la première semaine suivant l’instillation. Dans notre étude, une perte d’environ 4% 

du poids initial est observée, ce qui est en adéquation avec les précédentes études en raison 

de la dose de TNBS plus faible utilisée. La VNS a un effet bénéfique sur la perte de poids 

des animaux induite par la colite. Chez les animaux stimulés, la perte est quasiment 

annulée, puisque les animaux ont une perte pondérale de 0,3% par rapport au moment de 

l’injection, soit plus de dix fois moins que le groupe non stimulé. 

Le TNBS induit une inflammation colique provoquant de sévères lésions 

transpariétales au niveau du côlon distal. Les lésions ont été observées entre 3 et 7cm au-

dessus de l’anus comme cela a déjà été décrit précédement (Morris et al., 1989; Miceli & 

Jacobson, 2003; Porcher et al., 2004). Dans notre étude nous avons considéré deux zones 

tissulaires : la première étant la zone dite « lésée » du côlon, comportant de sévères lésions 

et nécroses macroscopiques, la deuxième étant la zone située juste au-dessus de celle-ci, 

sans lésion macroscopique apparente mais avec tout de même un œdème tissulaire visible 

(épaississement tissulaire) dû à l’infiltration de cellules immunitaires. Cette deuxième 

zone, moins sévèrement touchée pourrait être comparée à la zone de pénombre induite lors 

des ischémies et qui a une importance fondamentale dans la gravité et l’étendue des lésions 

tissulaires (Astrup et al., 1981; Baron, 2001). 

Les analyses anatomopathologiques qualitatives réalisées dans les deux zones 

tissulaires montrent des résultats similaires aux études précédentes utilisant du TNBS 

(Morris et al., 1989; Miceli & Jacobson, 2003), c'est-à-dire des signes évidents 

d’inflammation avec infiltration de cellules immunitaires, une vasodilatation ainsi que 
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d’importants signes de déstructuration au niveau de la zone lésée. Au contraire, aucune 

lésion n’a pu être observée chez les animaux recevant une instillation de sérum 

physiologique. L’étude histologique montre que la VNS n’a que peu d’effet au niveau de la 

zone lésée, par contre celle-ci a un effet bénéfique au-dessus de la zone lésée, avec une 

réduction de l’infiltrat cellulaire et globalement du grade inflammatoire. Il apparaît donc 

que la VNS a un effet visible dans la zone non lésée, c'est-à-dire au niveau du tissu non 

déstructuré. Le modèle de colite au TNBS induisant malgré tout de sévères lésions 

tissulaires, il est dès lors possible que de meilleurs résultats aient pu être obtenus grâce à la 

VNS sur une colite moins agressive (comme celle induite par le DSS). Ces résultats sont à 

mettre en corrélation avec une récente étude de l’effet de la VNS sur l’inflammation 

digestive modérée induite dans un modèle d’iléus post-opératoire (The et al., 2007). Celle-

ci montre que la VNS apporte d’importantes améliorations des paramètres étudiés 

notamment une diminution des cytokines pro-inflammatoires comme le TNFα et l’IL-6. 

De précédents travaux ont mis en évidence d’importantes augmentations de 

l’expression colique de la MPO, sans distinction des différentes zones du côlon selon leur 

état lésionnel (Miceli & Jacobson, 2003; Ghia et al., 2007). Dans notre cas, une 

augmentation importante (200 fois supérieure) de l’expression de la MPO est observée au 

niveau de la zone lésée, ainsi qu’une augmentation plus modérée au niveau de la zone non 

lésée (4 fois supérieure). Il semble donc que la distinction entre les deux zones coliques ait 

un intérêt puisque l’une reflète une inflammation très sévère avec déstructuration tissulaire 

(zone lésée) alors que l’autre reflète une inflammation plus modérée. Concernant l’effet de 

la VNS, il en résulte dans les deux cas une réduction de la MPO, mais uniquement de 

manière significative au-dessus de la lésion, c'est-à-dire là encore en dehors de la zone 

déstructurée. Ces résultats sont en corrélation avec la diminution par la VNS des signes 

d’inflammation observés dans l’analyse histologique. La VNS semble donc avoir plus 

d’effet sur l’inflammation modérée, il parait cependant cohérent de se demander si une 

zone avec de très sévères lésions demeure à la portée d’un quelconque effet thérapeutique.  

Enfin, il est important de préciser que dans notre étude nous avons réalisé une 

stimulation de 3h par jour durant 5 jours consécutifs. Il est donc possible que des effets 

bénéfiques plus importants aient pu être induits par une plus grande durée journalière de 

stimulation, voire même par une stimulation continue ou encore par une augmentation du 

délai entre le début de la stimulation et l’induction de la colite. En effet, nous avons choisi 
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de commencer la stimulation 1h avant l’instillation mais dans la plupart des études la VNS 

débute à des temps variés avant l’induction de l’inflammation (Borovikova et al., 2000b; 

Bernik et al., 2002a; Bernik et al., 2002b; de Jonge et al., 2005). Il serait peut-être 

intéressant d’étudier les effets d’une stimulation débutée plusieurs jours avant l’induction 

de la colite. En effet, par analogie avec le traitement de l’épilepsie chez l’Homme où la 

stimulation est continue, il serait envisageable de stimuler de manière préventive afin de 

maintenir l’état de rémission chez le patient (hypothèse corrélée par les effets de la VNS 

sur le TNFα colique en l’absence d’inflammation). 

L’inflammation intestinale induite par le TNBS est caractérisée par des 

perturbations importantes des rythmes circadiens de température corporelle et d’activité 

locomotrice (Boisse et al., 2003). Nous observons, en effet, une hypothermie corrélée avec 

une diminution de l’activité locomotrice visible durant les 2ème et 3ème périodes actives 

(phases d’obscurité) suivant l’instillation. Cependant, aucune étude n’a pu corréler ces 

perturbations, hypothétiquement attribuées à l’augmentation des cytokines comme le TNFα 

ou l’IL-6 dont les augmentations n’ont pu être détectées qu’au niveau du tissu colique 

(Ghia et al., 2006) et non au niveau systémique (Boisse et al., 2003). Sur ces paramètres 

physiologiques de température et de locomotion, la VNS n’améliore pas significativement 

les altérations induites pas le TNBS : la diminution d’activité locomotrice et les altérations 

de température corporelle demeurent dans le groupe stimulé. A ce niveau encore, le modèle 

de colite au TNBS engendre d’importantes modifications de ces paramètres qu’il est 

difficile de contrebalancer. 

Lorsqu’on s’intéresse à l’inflammation, la concentration des cytokines a 

naturellement une grande importance. La majorité des études quantifie ces cytokines, au 

niveau plasmatique ou au niveau tissulaire par l’intermédiaire de dosages ELISA (Tateishi 

et al., 1997; Ghia et al., 2007, 2008). Dans la présente étude, nous nous sommes intéressés 

aux ARNm de cytokines et de marqueurs inflammatoires par l’intermédiaire de la RT-PCR 

(Real-Time Polymerase Chain Reaction), technique plus sensible visant à mesurer la 

quantité des ARNm. Nous avons donc mesuré la quantité d’ARNm de cytokines (TNFα, 

IL-1β, IL-6, IL-10) et de marqueurs d’inflammation (ICAM1, SOCS3, T-box 21, NFκBIA) 

au sein du tissu colique. Des augmentations d’ARNm de cytokines ont pu être détectées. 

Nous avons ainsi mis en évidence des augmentations significatives de la majorité des 

ARNm étudiés cinq jours après l’instillation du TNBS, notamment du TNFα et de l’IL-6 
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contrairement à l’étude ELISA de Tateishi et al. (Tateishi et al., 1997) qui ne parvenait a 

détecter des changements de l’expressions des cytokines elles-mêmes, uniquement à des 

temps plus proches de l’instillation : maximum à 45 min pour le TNFα et à 6h pour l’IL-

1β. Concernant les effets de la VNS, bien qu’une tendance à la diminution soit visible pour 

la majorité des ARNm (TNFα, IL-1β, IL-6, T-box 21), aucune réduction significative n’est 

observée suite à l’étude statistique des paramètres isolés. Il est toutefois possible que la 

VNS ait eu des effets plus importants  à des temps plus précoces de l’inflammation, c'est-à-

dire au moment des concentration maximale de cytokines, durant les heures suivant 

l’instillation du TNBS. Le dosage des cytokines et de leurs ARNm à des temps plus 

précoces fait actuellement l’objet d’une étude dans notre laboratoire. 

Cependant, considérant que les différentes cytokines forment un réseau complexe 

et agissent ensemble de manière synergique ou au contraire antagoniste, il apparaît 

intéressant d’étudier le phénomène inflammatoire dans son ensemble. En effet, 

l’inflammation est un phénomène complexe mettant en jeu de multiples niveaux de 

réponses biologiques face au stress afin de parvenir au contre-balancement de 

l’inflammation, à la réparation des lésions tissulaires et dans la mesure du possible en 

évitant une hyper-activation du système immunitaire. Pour cette raison, nous avons étudié 

la réponse inflammatoire induite par le TNBS par l’intermédiaire d’un index global prenant 

en compte différents marqueurs d’inflammation moléculaires, tissulaires et physiologiques 

(Vodovotz et al., 2008; Vodovotz et al., 2009). Pour cela, nous avons appliqué une analyse 

discriminante multivariée sur différents paramètres (moléculaires, tissulaires et intégré) 

dans le cas de la colite en comparant dans un premier temps le groupe contrôle au groupe 

Sham/TNBS. Nous avons ainsi obtenu par cette analyse un coefficient reflétant 

l’importance de chacun des paramètres dans le cas de la colite au TNBS et nous avons pu 

calculer l’index global de l’inflammation pour les quatre groupes. 

L’index global d’inflammation est naturellement augmenté avec la colite au TNBS. 

Concernant les effets de la VNS, il y a une amélioration significative de l’index global 

pour le groupe stimulé dont la valeur est divisée par 3 par rapport au groupe non stimulé. 

Cela montre que la VNS a un effet bénéfique global sur l’inflammation induite par la 

colite. Nous pouvons aussi remarquer que parmi les 6 premiers paramètres, le tiers des 

paramètres correspond à des dosages effectués au-dessus de la zone lésée, ce qui souligne 

l’importance de considérer cette zone dans l’étude de la colite au TNBS. De plus les deux 
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paramètres les plus importants selon l’analyse discriminante sont les ARNm de l’IL-6 et de 

SOCS3. Cette observation est en corrélation avec une précédente étude qui a montré que 

SOCS3 joue un rôle important dans la régulation de la voie de signalisation dépendante de 

l’IL-6 (Alexander & Hilton, 2004).  

 

La colite au TNBS induit une réponse inflammatoire digestive présentant des 

homologies avec la maladie de Crohn, c'est-à-dire un déséquilibre de la balance Th1-

Th17/Th2 en faveur des Th1-Th17 (Alex et al., 2008). La VNS avait précédemment montré 

son effet bénéfique dans plusieurs modèles d’inflammation notamment par la diminution de 

l’expression du TNFα induite dans un modèle d’inflammation systémique (Borovikova et 

al., 2000b; Bernik et al., 2002a; Bernik et al., 2002b). Notre étude montre elle aussi que la 

VNS a un effet bénéfique sur la colite au TNBS. Il nous a donc semblé intéressant 

d’étudier les voies mises en jeu dans la modulation de la colite au TNBS. Nous avons donc 

choisi d’étudier plusieurs marqueurs de différenciation immunitaire : 

- STAT3/STAT3-P, marqueur d’activation du macrophage sur lequel les effets 

de la VNS ont déjà été montrés dans le cas d’un modèle d’iléus post opératoire 

(The et al., 2007). Dans cette étude, la VNS induisait une augmentation de 

l’expression de STAT3 par les macrophages, 

- STAT4/STAT4-P et STAT6/STAT6-P qui sont respectivement des marqueurs 

lymphocytaires Th1/Th17 (Pang et al., 2007; O'Malley et al., 2008) et Th2 

(Wurster et al., 2000). Ces dosages nous ont semblé intéressants dans un 

modèle de colite induisant un déséquilibre Th1-Th17/Th2 (Alex et al., 2008) et 

dans lequel l’activation de STAT4 a déjà été montrée (Coccia et al., 2005).  

Notre étude concernant ces marqueurs d’activation de voies intracellulaires montre 

des activations de la voie STAT3/STAT3-P par la VNS à l’état basal en corrélation avec 

l’étude de The (The et al., 2007) qui avait observé que la nicotine activait cette voie dans 

les macrophages péritonéaux. Dans le cas de l’inflammation digestive induite par le TNBS 

cette activation n’est plus visible 5 jours après l’instillation. Cette observation est en 

accord avec les augmentations des ARNm de l’IL-6 et du TNFα, éléments dont 

l’expression est inhibée par STAT3. Nous pouvons malgré tout nous demander si 

l’augmentation de STAT3 a eu lieu à des temps précoces ou si l’activation est masquée par 

l’effet de l’inflammation.  
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Ces données sont cohérentes avec les résultats de RT-PCR concernant l’ARNm du 

TNFα dont le niveau est abaissé par la VNS en l’absence de toute inflammation. Il semble 

donc que dans notre modèle aussi la VNS ait une action sur le macrophage (Borovikova et 

al., 2000b; Tracey, 2002, 2007) et plus précisément sur la voie STAT3/STAT3-P (The et 

al., 2007). Notre étude montre aussi que la VNS a un effet sur les lymphocytes T, puisque 

une variation des niveaux de STAT4, principalement présente dans les lymphocytes Th1 et 

Th17 (Alex et al., 2008; O'Malley et al., 2008) est induite par la VNS. La diminution des 

niveaux de STAT4 dans la lésion et au-dessus de celle-ci indique en effet que la VNS ait 

induit une diminution des lymphocytes Th1 et Th17, contrebalançant ainsi les changements 

dans la balance Th1-Th17/Th2 dus au TNBS. La VNS a donc, au final, un effet bénéfique 

sur le déséquilibre Th1-Th17/Th2 induit par le TNBS.  

Cette étude ne permet néanmoins pas de conclure en ce qui concerne le mode 

d’influence de la VNS sur les lymphocytes. Dès lors, deux hypothèses peuvent être 

proposées : 

- soit la VNS a un mode d’action direct sur les lymphocytes. En effet ceux-ci 

expriment plusieurs éléments du système cholinergique (Kawashima et al., 

2007)  

- soit au moment précoce de l’inflammation la VNS, a agit, par la voie 

classique, sur les macrophages et la modulation de ceux-ci a permis au final la 

diminution du niveau de Th1/Th17 dans le tissu colique (figure 34). 
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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’action aient eu lieu. Dans ce cas la VNS 

aurait la propriété d’agir à la fois au moment précoce de l’inflammation sur le macrophage 

et à temps plus tardif de l’inflammation sur les lymphocytes. Des travaux complémentaires 

notamment de caractérisation des cellules immunitaires seront nécessaires pour connaître 

ce qu’il en est réellement. 
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2ème Partie : Effets latéraux de 
l’électrostimulation vagale 
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Etude des effets latéraux de 

l’électrostimulation vagale 
 

 

1 But de l’étude 

Cette étude avait pour objectif d’explorer les effets potentiels provoqués par la 

VNS au niveau du SNC et au niveau périphérique. En effet, même si de précédentes études 

ont montré que les paramètres de stimulation utilisés (basses fréquences) ne semblaient 

avoir un effet anti-inflammatoire que par l’intermédiaire des efférences vagales, nous 

avons voulu vérifier si une activation du SNC, et plus précisément du NTS où arrivent les 

afférences vagales, était induite dans notre cas. D’autre part, en raison du rôle moteur du 

nerf vague, il est possible que la VNS entraîne une modification de la contraction des 

organes du tractus digestif recevant des fibres vagales. 

La première partie de cette étude a donc été consacrée à l’exploration des effets 

centraux de la VNS par l’IHC du c-fos (marqueur d’activation neuronale). 

Dans la deuxième partie, la contraction des muscles lisses de l’intestin grêle a été 

enregistrée afin de savoir si la VNS était à l’origine d’une modification de la motricité 

digestive par étude des complexes moteurs migrants (CMM). 

 

 

2 Effet de l’électrostimulation vagale sur le 
système nerveux central 

 

L’exploration des effets centraux de la VNS a fait l’objet de nombreuses études 

que ce soit in vivo (Sucholeiki et al., 2002; Chae et al., 2003; Liu et al., 2003; 

Dedeurwaerdere et al., 2005; Pardo et al., 2008) ou in situ (Naritoku et al., 1995; Bohotin 

et al., 2003; Osharina et al., 2006; Cunningham et al., 2008). Plusieurs types d’études in 

vivo (IRMf, PET) ont été utilisés pour étudier les effets de différents types de VNS chez 

l’Homme (Sucholeiki et al., 2002; Chae et al., 2003; Liu et al., 2003; Pardo et al., 2008) 

mais aussi chez le rat (Dedeurwaerdere et al., 2005). Toutes ces études montrent que 

plusieurs régions du SNC sont concernées par la VNS (thalamus, hypothalamus, 
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hippocampe notamment). Cependant, toutes ne sont pas en accord concernant la manière 

dont sont affectées ces régions, c'est-à-dire si des activations ou, au contraire, des 

désactivations sont entraînées par la VNS (Chae et al., 2003). Il faut aussi souligner que 

l’ensemble de ces études, mise à part celle de Osharina et al. (2006), portent sur l’effet 

central de VNS aux paramètres proches de ceux utilisés dans le traitement de l’épilepsie 

(30Hz). Au final, la seule étude portant sur les effets centraux d’une VNS basse fréquence, 

est celle de Osharina et al. ; dans cette étude, les deux fréquences de stimulation utilisés 

(1Hz et à 10Hz) sont malgré tout différentes de la notre (5Hz). Les résultats de cette étude 

montrent un effet différent en fonction de la fréquence de stimulation sur l’activation 

neuronale au niveau du NTS : pas de changement dans l’expression du c-fos avec la VNS à 

1Hz, au contraire, augmentation de l’expression du c-fos avec la stimulation à 10Hz 

(Osharina et al., 2006). La fréquence est donc bien un paramètre qui entre en jeu dans 

l’induction des différents effets de la VNS. 

Il nous a donc semblé important d’étudier quels étaient les effets de notre 

stimulation sur le SNC, puisque aucune autre étude n’utilise de tels paramètres. Pour cela 

deux expérimentations ont été menées, la première est une exploration utilisant la 

technique d’IRMf. Les résultats de celle-ci sont actuellement en cours de traitement. La 

seconde est une étude de l’activation neuronale du NTS par IHC du c-fos, facteur de 

transcription et marqueur d’activation neuronale, technique validée dans le laboratoire 

(Sinniger et al., 2005) et déjà utilisé dans le cadre de la VNS (Naritoku et al., 1995; 

Bohotin et al., 2003; Osharina et al., 2006; Cunningham et al., 2008). Nous nous sommes 

donc appuyés sur les protocoles déjà utilisés pour caractériser les effets de nos paramètres 

de stimulation. 

 

2.1 Matériel et méthode 

2.1.1 Animaux 

L’expérimentation a été réalisée sur 14 rats mâles Spragues-Dawley de 250-300g 

(Janvier, Le Genest St Isle, France). Ils ont été hébergés dans des conditions de stabulation 
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identiques à celles de l’étude principale. Les animaux ont là aussi été acclimatés durant au 

minimum 7 jours avant toute manipulation. 

Quatre groupes d’animaux ont été utilisés : 

- Témoins : uniquement anesthésiés, 2 animaux, 

- Sham : implantés avec l’électrode de stimulation mais non stimulés, 3 animaux, 

- VNS 30 : stimulés avec une fréquence de 30Hz, 7 animaux, 

- VNS 5 : stimulés avec une fréquence de 5Hz. 2 animaux. 

 

2.1.2 Chirurgie 

La chirurgie d’implantation a été effectuée sur des rats anesthésiés par injection 

intrapéritonéale (IP) de Pentobarbital (60mg/kg, CEVA santé animale, Libourne, France) 

selon la même technique que celle utilisée dans l’étude principale. L’électrode a été placée 

sur le nerf vague et directement reliée au dispositif de stimulation. 

 

2.1.3 Stimulation vagale 

L’électrostimulation a été réalisée de manière aiguë durant 3h avec des paramètres 

identiques à ceux utilisés dans l’étude de l’effet anti-inflammatoire (1mA, 500µs, 10s ON, 

90s OFF). Toutefois, deux fréquences de stimulation ont été utilisées : 5Hz et 30Hz. 

Les rats ont été maintenus anesthésiés par l’intermédiaire d’injections répétées de 

pentobarbital (30mg/kg, IP) durant toute la durée de la VNS. 

 

2.1.4 Euthanasie et prélèvements. 

Au terme des 3h de stimulation, les animaux ont été sacrifiés par perfusion intra 

cardiaque de sérum physiologique puis de paraformaldéhyde (PFA, 4%, Sigma-Aldrich, St 

Louis, MO, USA). Le cerveau a ensuite été prélevé puis post-fixé dans la même solution de 

PFA durant 24h. Après celà, le tissu nerveux a été plongé dans une solution de sucrose 

30% (Sigma-Aldrich) durant 3 jours à la suite desquels, le tissu a été congelé dans la 

carboglace. Des coupes de 30µm ont ensuite été réalisées au cryostat (Microm HM500M), 

puis déposées dans une solution d’antigel jusqu’à l’IHC. 
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2.1.5 Immunohistochimie. 

Une IHC sur coupes flottantes a été réalisée (Sinniger et al., 2005). Pour cela les 

coupes de cerveau ont d’abord subi un rinçage dans une solution de PBS, puis une 

incubation dans l'eau oxygénée 3% a été effectuée afin d’inhiber la peroxydase endogène. 

Après une incubation de 30min dans une solution de saturation : 0.5% de triton 

(Euromedex, Souffelweyersheim, France) 10% de sérum de chèvre (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France) ; l’incubation avec l’anticorps primaire (PC38, Merck, Nottingham, UK) 

a été effectuée durant 1h. Ensuite, l’incubation avec l’anticorps secondaire biotinylé (anti-

lapin, Sigma-Aldrich) a précédé l’incubation dans la solution avidine/biotine (ABC, Vector 

Laboratories). Pour finir, l’étape de coloration a été réalisée dans la solution de peroxydase 

(DAB, Vector Laboratories) durant quelques minutes. Les tissus ont ensuite été déposés sur 

lame. Après dégraissage et déshydratation, une lamelle a été fixée par du DPX (VWR). 

 

2.1.6 Examen des lames. 

L’observation (grossissement x20) et les prises de vue des lames ont été effectuées 

au microscope (Axioskop, Carl Zeiss). Un comptage du nombre de cellules positivement 

marquées a été effectué bilatéralement au niveau du NTS dans les coupes de cerveau 

comprises dans les plans situés entre 13,68 et 14,60mm en arrière du bregma de l’atlas 

anatomique (Paxinos & Watson, 1997). 

 

2.2 Résultats 

La figure 35 montre les photographies des tissus après IHC. Le marquage positif  

apparaît notamment au niveau du NTS.  
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Figure 35 : photographies de l’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 l’évaluation de l’activation neuronale au niveau du NTS sont 

présentés dans le tableau 5. 

 Chez les témoins une activation neuronale quasiment nulle a été obtenue (0,7 RU). 

En revanche, une activation est induite dans le groupe Sham, (21.2 RU) et dans le groupe 

VNS 30 (15,2 RU). Enfin une activation neuronale faible (6,8 RU) est présente dans le 

groupe VNS 5. 

 

 
Tableau 5 : activation neuronale au niveau du NTS. 

 

2.3 Discussion 

Bien que les effectifs soient trop peu élevés dans la plupart des groupes, cette 

expérience permet cependant de voir les tendances de l’activation neuronale. Ainsi, 

contrairement a ce qui avait été décrit dans l’expérience de Naritoku (Naritoku et al., 

1995), nous obtenons ici une activation neuronale induite au niveau du NTS avec 

l’implantation chirurgicale de l’électrode. De plus la stimulation à la fréquence de 30Hz 

provoque non pas une augmentation, mais au contraire une légère diminution du marquage 

c-fos par rapport aux rats du groupe Sham. En ce qui concerne la stimulation à 5Hz, là 

encore on observe une diminution du nombre de cellules positives au marquage c-fos que 

ce soit par rapport au groupe VNS 30 ou au groupe Sham. Ces résultats ne peuvent que 

difficilement être comparés avec des résultats déjà publiés, puisque les fréquences de 

stimulation diffèrent. Cependant, l’une des études (Osharina et al., 2006) à malgré tout 

utilisé deux basses fréquences de stimulation (1 et 10 Hz) et a ainsi montré qu’aucune 

augmentation du c-fos n’était observée à 1Hz, alors qu’à 10Hz une activation a été induite 

au niveau du NTS. Il semble donc que des effets différents puissent être obtenus grâce à 

des variations de la fréquence de stimulation. De plus il faut souligner que dans cette 

expérience, nous avons réalisé une stimulation aiguë. Les rats ont en effet été stimulés 
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durant une période unique de 3h, et non de manière répétée comme ce fut le cas dans notre 

étude principale. Or il a été montré récemment que le temps de stimulation est lui aussi un 

paramètre qui joue un rôle au niveau des effets de l’activation neuronale centrale 

(Cunningham et al., 2008). Dans cette étude, la VNS chronique (3 semaines) induit une 

expression de c-fos dans certains noyaux (notamment le cortex cingulaire) qui n’est pas 

observée avec la stimulation aiguë (2h). Il est donc possible que l’effet central de la VNS 

observé durant cette expérience soit différent de celui obtenu lors de notre étude principale. 

Il sera donc nécessaire de réaliser une quantification de l’activation neuronale directement 

sur les cerveaux issus des rats de l’étude principale pour connaître quels sont les impacts de 

la VNS répétée sur le SNC.  
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3 Effet de l’électrostimulation vagale sur la 
motricité digestive 

 

 

Le nerf vague a un rôle non seulement dans la modulation des sécrétions gastriques 

(Lefebvre et al., 1978; Gue et al., 1987) mais aussi dans le contrôle de la motricité gastro-

intestinale (Hall et al., 1983). Dans cette étude, nous avons donc choisi d’étudier les effets 

latéraux de la VNS sur la motricité de l’intestin grêle (Bonaz et al., 1991; Pellissier et al., 

1996). Chez le rat à jeun, comme chez l’Homme, la motricité digestive au niveau de 

l’intestin grêle est organisée en complexes moteurs migrants (CMM) (Ruckebusch & 

Laplace, 1967; Code & Marlett, 1975). Chacune de ces contractions péristaltiques a pour 

but de pousser le reste du contenu luminal vers le côlon. Les CMM commencent à 

l’estomac et se propagent donc tout le long de l’intestin grêle. Ils sont constitués de 3 

phases : 

 

- la phase I : phase de repos, peu d’activité contractile avec uniquement des 

ondes lentes, 

- la phase II : phase d’activité irrégulière, avec des potentiels d’action et des 

contractions localisées présents en plus des ondes lentes, 

- la phase III : phase d’activité intense et régulière provoquant un train de 

contraction (Ader et al., 2006). 

 

3.1 Matériel et méthode 

3.1.1 Animaux 

L’expérimentation a été réalisée sur cinq rats mâles Spragues-Dawley de 250-300g 

(Janvier, Le Genest St Isle, France). Ils ont été hébergés dans des conditions de stabulation 

identiques à celles de l’étude principale. 

 

Les animaux ont là aussi été acclimatés durant au minimum 7 jours avant toute 

manipulation. 



 

Julien Meregnani / Thèse de Neurosciences / 2009 / Université Joseph Fourier / Grenoble 117 
 

 

3.1.2 Chirurgie et préparation des animaux 

La chirurgie d’implantation a été effectuée selon un protocole validé (Pellissier et 

al., 1996; Merle et al., 2000). Les rats ont été anesthésiés par injection IM de 

kétamine/xylasine (125mg/kg et 0,15mg/kg).  

La première partie de la chirurgie a été consacrée à l’implantation des électrodes 

d’enregistrement :des fils de nickel/chrome d’un diamètre de 80µm (Microfil Industries, 

Lausanne, Suisse). Trois électrodes ont été implantées au niveau de la musculeuse du 

jéjunum.  

La deuxième partie de l’implantation a consisté en l’implantation de l’électrode de 

stimulation vagale selon le même protocole que dans l’étude principale. Ensuite, 

l’électrode de stimulation vagale ainsi que les électrodes d’enregistrement ont été amenées, 

par tunnelisation sous-cutanée, jusqu’à la partie postérieure du crâne et branchées au 

connecteur fixé au crâne des animaux. Le connecteur a été relié via le collecteur tournant 

au système de stimulation et au système d’enregistrement (EMG100C, Biopac, CEROM, 

Paris, France). 

 

3.1.3 Stimulation, enregistrement et traitement des CMM 

Après une récupération de 3 jours, les contractions musculaires ont été enregistrées 

sur des animaux mis à jeun 12h auparavant pour obtenir des CMM. Dans un premier temps, 

un enregistrement contrôle de 3h a été réalisé en l’absence de stimulation vagale, ensuite 

un enregistrement a été effectué durant les 3h de VNS (1mA, 5Hz, 500µs, 10s ON, 90s 

OFF). Les enregistrements ont été faits durant plusieurs jours jusqu’à ce que les 

contractions ne soient plus visibles sur les enregistrements témoins, cela principalement en 

raison de la désimplantation des électrodes. 
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3.2 Résultats 

Les résultats de cette expérience sont montrés dans les figures 36 et 37.  

Chez les rats à jeun et non stimulés les CMM sont présents, avec les trois phases bien 

distinctes comme le montre la figure 36 (Bonaz et al., 1991; Pellissier et al., 1996). 

 

 

 
Figure 36 : CMM chez un rat non stimulé.  

 

Après vérification de la présence des CMM, nous avons donc effectué l’enregistrement 

pendant la stimulation vagale (figure 37).  
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Figure 37 : effet de la VNS sur l’électromyogramme des CMM.  

A : début de la stimulation ; B : Après 1h de VNS ; C : Après 2h de VNS.  

 

 Dès le début de la mise en marche de la VNS, les artéfacts de stimulation 

apparaissent sur l’électromyogramme (figure 37A). Dans la première heure de stimulation, 
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une modification des CMM apparaît, avec allongement de la durée de la phase II et de la 

durée totale des CMM (figure 37B et tableau 6) : 

 - phase II : 12,6 ± 4,7 min contre 4,0 ± 0,89 min pour les contrôles, 

 - durée total des CMM : 22,1 ± 4,9 min contre 14,8 min pour les contrôles. 

Après 1h de VNS, aucune modification des CMM n’est observée (figure 37C et tableau 6). 

Aucune modification de la durée des phases I et III n’a été observée quelle que soit la 

durée de stimulation (Tableau 6). 

 

 
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 contrôles correspondent aux durées obtenues chez les rats sans VNS au 

même moment de la journée (N=5). 

 

 

 



 

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

3.3 Discussion 

Cette étude sur la motricité intestinale a montré que la VNS avait des effets 

périphériques autres que l’action anti-inflammatoire. En effet, il apparaît que la VNS induit 

des modifications de la périodicité des CMM et de la durée de la phase II dans la première 

heure de stimulation. Ces modifications disparaissent et le groupe VNS retrouve des CMM 

identiques à ceux observés dans le groupe contrôle après 1 heure de stimulation. Ces 

résultats sont en accord avec la littérature puisque la phase II des CMM a été 

précédemment décrite comme étant dépendante de l’ACh (Hall et al., 1983). La stimulation 

vagale engendrerait donc une libération d’ACh périphérique qui produirait l’induction de 

phases II prolongées. Cependant, le fait que ces modifications n’apparaissent que durant la 

première heure de la stimulation malgré le prolongement de la VNS, laisse penser qu’il y a 

une voie plus complexe de régulation qui se met en place ou qu’il existe rapidement un 

phénomène « d’épuisement » du nerf vague. Cette étude ne permet pas de conclure quant à 

l’éventuelle perturbation de la motricité digestive et du transit intestinal en dehors de l’état 

de jeûne. Des études plus précises seront nécessaires pour savoir si les perturbations 

engendrées font intervenir uniquement la voie nerveuse ou passent aussi par la voie 

hormonale, et à quel niveau, c'est-à-dire au niveau central ou périphérique. 
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Conclusions et perspectives 
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Conclusion et perspectives 
 

L’ objectif principal de ce travail a été d’étudier les effets d’une stimulation électrique 

du nerf vague à visée anti-inflammatoire périphérique appliquée à un modèle de colite expéri-

mentale. Depuis sa découverte au début des années 2000 par l’équipe de Tracey (Borovikova et 

al., 2000), de nombreux travaux ont été réalisés pour étudier les effets de l’activation de cette 

voie cholinergique et son utilisation chez plusieurs modèles expérimentaux d’inflammation chez 

l’animal. Actuellement, les mécanismes exacts empruntés par la cette voie ne sont pas clairement 

définis. En fait, s’il a déjà été démontré que le récepteur nAChR α7 des macrophages intervenait 

dans la modulation cholinergique de l’inflammation, il a été récemment rapporté que d’autres ré-

cepteurs (notamment α4β2, van der Zanden et al., 2009b) et cellules immunitaires pourraient 

aussi être des cibles de cet effet anti-inflammatoire (Van Der Zanden et al., 2009). De plus, le ou 

les sites d’action sur les cellules immunitaires sont eux aussi encore à préciser. En effet, la mo-

dulation des cellules immunitaires pourrait se faire soit de manière systémique via la rate soit de 

manière locale par une innervation vagale directe . 

Malgré ces incertitudes concernant les réels mécanismes d’action, les applications 

potentielles de la voie cholinergique anti-inflammatoire sont très étudiées et prometteuses. 

Des équipes sont ainsi parvenues à moduler chez l’animal des inflammations systémiques 

comme le choc septique (Borovikova et al., 2000) ou locales telles que l’iléus post-

opératoire (The et al., 2007).  

L’activation de cette  voie anti-inflammatoire est obtenue pharmacologiquement ou 

par la stimulation électrique. Cependant, dans la plupart des cas d’électrostimulation, les 

expériences sont réalisées de manière aiguë, c'est-à-dire sur des animaux anesthésiés et 

stimulés immédiatement après mise en place de l’électrode sur le nerf vague. De plus, 

celui-ci est souvent sectionné au-dessus de l’électrode afin de ne stimuler que les 

efférences vagales et ainsi de se prémunir d’un effet anti-inflammatoire via l’activation de 

l’axe corticotrope par les afférences vagales.  

Dans notre cas, nous avons non seulement choisi d’étudier la modulation d’une 

inflammation digestive, la colite, mais en plus, nous nous sommes placés dans les 

conditions expérimentales les plus proches de celles qui seraient employées en clinique 

(notamment par homologie à la VNS utilisée pour le traitement de l’épilepsie). Pour cela, 
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nous avons choisi de réaliser une implantation chronique de l’électrode et de pratiquer des 

stimulations répétées du nerf vague intact pendant plusieurs jours.  

L’étude principale a permis de montrer un effet bénéfique de la VNS dans un 

modèle de colite chez le rat. La stimulation chronique du nerf vague a en effet induit une 

réduction de la perte de poids et de la myéloperoxydase tissulaire, marqueur classique de 

l’inflammation locale, une amélioration anatomopathologique, et une diminution de l’index 

global d’inflammation. Les études concernant les mécanismes de cet effet anti-

inflammatoire sur le modèle de colite au TNBS ont montré qu’au cinquième jour la VNS 

avait un effet modéré sur les macrophages contrairement aux résultats obtenus dans une 

étude portant sur l’iléus post-opératoire (The et al., 2007). En revanche, notre 

expérimentation a montré que la balance immunitaire Th1-Th17/Th2 était affectée par la 

VNS ce qui n’avait jamais été mis en évidence auparavant. 

Le fait que la VNS modifie la balance Th1-Th17/Th2, nous permet d’envisager que 

les lymphocytes puissent être l’une des cibles cellulaires de la voie cholinergique. D’autres 

études seront donc indispensables pour caractériser la cascade cellulaire aboutissant à 

l’effet lymphocytaire et préciser les voies intracellulaires impliquées.  

Nous ignorons cependant si la VNS a pour effet de rétablir la balance Th1-

Th17/Th2 quel que soit le déséquilibre initial ou si elle induit toujours une diminution des 

Th1-Th17. Cette question demeure importante puisque le déséquilibre Th1-Th17/Th2 est 

toujours observé dans le cas des MICI, mais dans la RCH celui-ci est en faveur des Th2, 

contrairement à la MC où ce sont les Th1-Th17 qui sont augmentés (Sanchez-Munoz et al., 

2008). Si la VNS a pour effet de rétablir la balance Th1-Th17/Th2, quel que soit le 

déséquilibre initial, alors rien ne s’oppose à l’utilisation potentielle de la stimulation vagale 

dans le traitement de la RCH. Au contraire, si la VNS induit toujours une diminution des 

Th1, alors celle-ci serait contre indiquée dans le cas de la RCH, puisqu’elle pourrait induire 

une aggravation de la maladie en augmentant le déséquilibre. Toutefois l’utilisation de la 

VNS présente plus d’intérêt dans le cas de le MC, maladie difficile à traiter. En effet, la 

RCH répond relativement bien au traitement par les 5-ASA et ses lésions sont situées sur 

les tissus digestifs distaux présentant une innervation vagale faible (notamment le rectum).  

A l’issue de nos travaux, certaines questions se posent. Tout d’abord, les 

paramètres de stimulations utilisés avaient été précédemment décrits comme étant 

préférentiellement activateurs des efférences vagales. Cependant, dans nos conditions 
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expérimentales, sans vagotomie au dessus de l’électrode, nous ne pouvons pas écarter une 

activation potentielle de l’axe corticotrope via une stimulation des afférences vagales et 

affirmer avec certitude que l’effet anti-inflammatoire passe uniquement par la voie 

cholinergique périphérique. Néanmoins, même si de futures études montrent que dans nos 

conditions expérimentales l’axe corticotrope est également activé, il n’en demeure pas 

moins que l’effet anti-inflammatoire d’origine centrale pourrait être intéressant comme 

nouvelle technique thérapeutique chez l’Homme dans le cas des MICI. La VNS aurait en 

fait un double effet anti-inflammatoire, d’une part avec la voie cholinergique anti-

inflammatoire et d’autre part via l’activation de l’axe corticotrope. 

 

Des expérimentations complémentaires sur l’effet de la VNS seront donc 

nécessaires pour répondre aux questions posées par nos résultats : 

- étude de la mécanistique afin de préciser les sites d’action, les cellules 

immunitaires cibles, les récepteurs membranaires et les voies intracellulaires 

impliqués dans la modulation de l’inflammation digestive par la VNS.  

- évaluation de l’applicabilité de la VNS à d’autres modèles d’inflammation 

digestive. 

 

En ce qui concerne notre étude sur les effets secondaires de la VNS, elles ont 

permis de montrer que la VNS n’avait pas seulement un effet de modulation de 

l’inflammation, mais également des effets latéraux sur le SNC et sur la motricité 

intestinale.  

L’étude de la motricité digestive a montré que la VNS chronique n’induisait que 

des effets secondaires modérés et transitoires au niveau de l’intestin grêle. L’adaptation des 

paramètres de stimulation pourrait permettre de minimiser ces effets. 

L’étude de l’action de la VNS sur l’induction de c-fos au niveau du NTS a mis en 

évidence que les paramètres de stimulation utilisés, bien que décrits comme n’ayant pas 

d’effet via les afférences, induisaient malgré tout une modification de l’activation 

neuronale au niveau central .  

D’autres études, en particulier par la technique d’IRMf sont en cours de réalisation 

pour savoir si nos paramètres de stimulation induisent des modifications de l’activité 

cérébrale.  
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Enfin, de nouvelles perspectives sont intéressantes en ce qui concerne le 

déclenchement de la VNS uniquement lors des déséquilibres de l’activité des systèmes 

nerveux sympathique et parasympathique. En effet, l’activité de ces deux systèmes 

antagonistes semble être quantifiable par l’intermédiaire de l’étude des modifications de la 

variabilité cardiaque. Ce paramètre pourrait donc permettre de mesurer en temps réel 

l’équilibre de l’activité sympathique/parasympathique, de détecter d’éventuelles 

perturbations de celui-ci et ainsi déclencher la VNS afin de corriger les effets neuro-

immunitaires. 
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Annexe  

(article soumis à la revue « Gut ») 
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activators of transcription; TBX21, T-box 21; Th, 
T-helper cell; TNBS, trinitrobenzene sulfonic 
acid; TNF, tumor necrosis factor; VN, vagus 
nerve; VNS, vagus nerve stimulation; nAChR, 
nicotinic acetylcholine receptor. 
 
Abstract  
Background and aims. Vagus nerve 
stimulation (VNS) is used for treatment-
resistant epilepsy and depression. In addition, 
anti-inflammatory properties of VNS have 
been reported in experimental models of 

inflammation but not in colitis. These effects 
are mediated by the cholinergic anti-
inflammatory pathway through vagal 
efferents. Our aim was to evaluate the effects 
of chronic VNS on rat colitis and 
characterize its anti-inflammatory 
mechanism. Methods. Colitis was induced in 
rats by intracolonic instillation of 
trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS). VNS 
was performed in freely moving animals 3h 
per day for five days. Efficacy of VNS was 
evaluated on physiological and local 
parameters both at the level of the damaged 
colon and immediately above and a global 
multivariate index of colitis was generated. 
Results. VNS induced a significant 
improvement of physiological parameters 
such as body weight loss and a reduction of 
inflammatory markers in mild damaged 
tissues as observed by histological score and 
myeloperoxidase quantification above the 
lesion. This effect was associated to a 
reduction of the multivariate index of colitis: 
the most important parameters corresponded 
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to TNF mRNA above the lesion and IL-6 and 
SOCS3 mRNAs in the lesion. TNBS colitis 
induced significant increase levels of STAT4 
in and above the lesion and its active 
phosphorylated form above the lesion which 
were improved by VNS. Conclusion. All 
together, these data describe a novel 
mechanism by which VNS chronically 
performed in awakened animals exerts anti-
inflammatory properties through STAT4 
pathway and open therapeutic avenue for the 
use of VNS in patients with inflammatory 
bowel diseases. 
 

 

Introduction  

Neuroimmunomodulation in inflammatory 

bowel diseases (IBD) remains a challenging 

theory with implications on the influence of 

brain-gut axis on intestinal inflammation and 

its perpetuation [1,2]. Circulating pro-

inflammatory cytokines, interleukin (IL)-1β, 

IL-6, tumor necrosis factor (TNF), released 

from the intestinal mucosa are able to 

communicate with the brain through neural 

and humoral pathways (Sucholeiki et al.). 

The neural pathway involves vagus nerve 

(VN) afferents locally stimulated by 

cytokines to activate the hypothalamic 

pituitary adrenal (HPA) axis (Sucholeiki et 

al.). More recently, Tracey’s group reported 

an anti-inflammatory role of vagal efferents 

through the cholinergic anti-inflammatory 

pathway; acetylcholine (Ach) released at the 

distal end of the VN, interacts with the α-7 

nicotinic Ach receptor (α7nAChR) on 

macrophages to inhibit the release of 

proinflammatory cytokines such as TNF [4, 

5]. 

At the level of the gastro-intestinal tract, the 

anti-inflammatory role of the cholinergic 

pathway has been demonstrated in models of 

pancreatitis [6], dextran sulfate sodium-

colitis [7], dinitro or trinitrobenzene sulfonic 

acid (TNBS) colitis [8, 9] and post-operative 

ileus [10]. This effect is produced (i) either 

pharmacologically, using selective α7nAChR 

agonists [6, 10, 11], central injections of 

CNI-1493 [12], peripheral or central 

cholinesterase inhibitors [8, 13], (ii) by 

vagotomy [7] or (iii) through acute VN 

stimulation (VNS) [14] but the effect of VNS 

has never been studied in experimental 

colitis. VNS has been approved by the FDA 

as therapy for treatment-resistant epilepsy or 

depression [15] through high frequency 

stimulation (20-30Hz) of vagal afferents [15] 

while the use of low frequency stimulation 

(1-10Hz) [14, 16, 17] is supposed to activate 

vagal efferents i.e. the cholinergic anti-

inflammatory pathway.  

The vagal anti-inflammatory pathway acts 

through α7 subunit–mediated Janus kinase 

(JAK)2- Signal Transducer and Activator of 

Transcription (STAT)3 activation in a model 

of postoperative ileus [14]. Crohn’s disease 

(CD) is mediated by an increase of T helper 

(Th)1 and Th17 pro-inflammatory cytokines 

such as IL-12, IL-17 and TNF while 

ulcerative colitis seems to be of Th2 type [18, 
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19]. STAT4 is a critical regulator of T cell 

response and mediates a pro-inflammatory 

response with an increase of naïve T cells 

development and differentiation in Th1 or 

Th17 [20, 21, 22]. TNBS colitis shares many 

of the histopathological and clinical features 

of CD [23], exhibits Th1-Th17 response [20] 

and induces an activation of STAT4 [24]. 

Consequently, our aim was to evaluate the 

anti-inflammatory effect of chronic VNS in a 

model of TNBS colitis in rats. For this 

purpose, we have: (i) performed VNS in 

freely moving animals, chronically implanted 

with an electrode on the left cervical VN 

using stimulation parameters known to 

activate vagal efferents, (ii) studied the effect 

of VNS on TNBS colitis using a 

multiparametric index of colitis and (iii) 

examined if VNS interfered with the 

molecular signaling underlying the Th1-Th17 

type response through STAT4 pathway. 

 

 

Methods 

Animals  

Adult male Sprague-Dawley rats (Janvier, Le 

Genest St Isle, France) were individually 

housed in a controlled environment. Animals 

were weighted before induction of colitis and 

at the end of the experiment. Procedures were 

carried out in accordance with the European 

Communities Council Directive and 

guidelines of the local ethical animal 

research committee.  

 

Surgical procedures 

Rats were anaesthetized with a mixture of 

ketamine (125mg/kg intramuscularly, im) and 

acepromazine (0.15mg/kg im). A telemetric 

device (Physiotel TA10TAF40, Data 

Sciences International, MN, USA) was 

implanted into the abdominal cavity to record 

body temperature and locomotor activity 

[25]. Then, the left cervical VN was 

identified and an electrode (Cyberonics, 

Lyon, France) was gently wrapped around the 

VN and carotid [26] and linked to a 

connector fixed to the rat’s head with dental 

cement. The connector was linked to a 

stimulator chain (S88, SIU5, CCU1, Grass 

Technologies, Astro-Med, RI, US) through a 

slip ring (TA13EEG12F2, Air Precision, Le 

Plessis Robinson, France).  

 

Induction of colitis 

Twelve days after surgery, rats deprived of 

food for at least 12h were anaesthetised 

(50mg/kg ketamine and 0.05mg/kg 

acepromazine im). A 7.5cm length cannula 

was inserted into the colon and TNBS (Fluka, 

St Quentin Fallavier, France) was instillated 

at a dose of 10 mg per rat in 50% ethanol 

(total volume, 0.25 ml) [23, 27]. Controls 

received saline. 
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Vagus nerve stimulation  

VNS was performed in freely moving 

animals 3h per day (9.00 am to 12.00 am) for 

five days, starting 1h before instillation, with 

stimulation parameters (1mA, 5Hz, pulse 

width of 500µs; 10s ON, 90s OFF; 

continuous cycle) adapted from previous 

studies [16, 28]. Control rats were implanted 

according to the same procedure but not 

stimulated.  

  

Experimental groups 

Rats were randomly assigned to one of four 

treatment groups (n=12 rats per group): 1) 

non-stimulated/saline injected (controls), 2) 

stimulated/saline injected (VNS/saline), 3) 

non-stimulated/TNBS injected 

(noVNS/TNBS) and 4) stimulated/TNBS 

injected (VNS/TNBS). 

 

Assessment of colonic inflammation 

Five days after instillation, rats were 

anesthetized and transcardially perfused with 

saline. The distal colon (8cm from the anus) 

was isolated, opened longitudinally and 

photographed for quantification of colonic 

damages by determining three areas (normal, 

moderate and severe inflammation) using 

colorimetric evaluation (Visilog 6 software, 

NOESIS, Crolles, France). Colonic samples 

were then separated in 2 parts: i) the 

damaged colon, ii) the macroscopically 

normal colon immediately above the lesion. 

Samples of lesion and above lesion were cut 

longitudinally in five equal parts for i) 

histological analysis, ii) myeloperoxidase 

(MPO) assay, iii) mRNA quantification, iv) 

western blot analysis, v) 

immunohistochemistry. 

 

Histological analysis 

Colonic sections (5µm) were stained with 

H&E and graded qualitatively (Vetopath 

Society, Sofia-Antipolis, France). Epithelial 

damages (erosions, ulcers, necrosis), 

inflammatory changes (infiltration of mono 

and polymorphonuclear cells, vascular 

changes) and distribution of lesions (focal, 

diffuse, transmural) were blindly evaluated 

[29]. A score distinguishing four major 

grades was used: grade 0 (normal mucosa), 

grade I (mild, focal increase of subacute 

inflammatory infiltrate), grade II (moderate, 

patchy, or diffuse increase of inflammatory 

infiltrate in lamina propria, erosions), grade 

III (marked inflammation with ulcerations, 

and/or superficial necrosis), grade IV (severe 

acute inflammation with transmural 

necrosis). 

 

Myeloperoxidase quantification  

Colonic samples were homogenised and 

quantified for MPO concentration by ELISA 

kit (HK210, Hycult biotechnology, Uden, 

The Netherlands). 
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Quantification of cytokine (TNF, IL-1β, IL-6) 

and cytokine-related (ICAM1, NFκBIA, 

SOCS3, TBX21)  

mRNAs mRNA isolation and reverse 

transcription reaction. Preconditioned 

colonic samples in RNALater (Qiagen, 

Courtaboeuf, France) were disrupted in lysis 

buffer (Qiagen). mRNA was isolated using 

MagNA Pure LC mRNA isolation kit II in a 

MagNA Pure LC instrument (Roche Applied 

Science Meylan, France). Reverse 

transcription was carried out using the 

Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentec, 

Angers, France) with 50 µM oligo (dT) 15 

primer and RNase inhibitor (2 U). 

Real time quantitative PCR. PCR was carried 

out with LC Fast Start DNA Master SYBR 

Green kit (Roche Applied Science). PCR was 

performed using a Lightcycler (RochApplied 

Science) for 45 cycles at 95°C for 20 sec, 

58°C [except T-box 21 (TBX21): 56°C, 

acidic ribosomal phosphoprotein P0 (ARBP) 

and nuclear factor of κ light polypeptide gene 

enhancer in B-cells inhibitor α (NFκBIA): 

57°C, hypoxantine guanine phosphoribosyl-

transferase (HPRT) and IL-6:  60°C] for 5 

sec, and a final step of 10 sec at 72°C. 

Quantification was achieved using a pool of 

all the cDNA samples as calibrator according 

to the comparative threshold cycle method 

[30] with efficiency correction [31] using 

geometric average of three internal validated 

control genes [Cyclophylin A (CycA), 

ARBP, HPRT] [32]. Therefore, ARBP, 

CycA, and HPRT were used for 

normalization. 

Primer design. Primer design, optimization 

and specificity checking were done as 

described previously [33]. GenBank 

accession numbers used for the primers 

design were for ARBP: NM_022402; CycA: 

NM_017101; HPRT: NM_012583; 

intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1): 

NM_053565; IL-1 β: NM_031512; NFκBIA: 

XM_343065; suppressor of cytokine 

signalling 3 (SOCS3): NM_053565; TBX21: 

XM_220914 and TNFα: NM_012675. IL-6 

(GenBank NM_012589) primers present 

LNA-substitutions (NL) as described 

previously [34]. 

 

Western blot analysis  

Colonic samples were directly frozen in 

liquid nitrogen. Protein concentrations in 

digestive lysates, prepared as for MPO 

quantification, were determined using BCA 

assay (Pierce, Rockford, IL, US). Proteins 

extracts were processed as previously 

described [35].  Primary antibodies dilutions 

were 1:1000 for STAT4 and Tyr693 (P)-

STAT4 (Signalway Antibody, Euromedex, 

Souffelweyersheim, France).  
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Imunohistochemistry 

Colonic samples were fixed in 4 % 

paraformaldehyde, postfixed and 

cryoprotected at 4 °C for 5 days in the same 

fixative containing 30 % sucrose. Frozen 

sections (16µm) were cryostat cut (Microm 

HM500M, Francheville, France), fixed in 

cold acetone at -20°C and treated for 

quenching of endogenous peroxidase with 

3% H2O2 in methanol at room temperature. 

Tissue sections were blocked in PBS 

containing 1% goat serum (blocking solution) 

and then incubated with anti-P-STAT4 

antibody. Sections were then incubated with 

biotinylated goat anti-rabbit IgG in blocking 

buffer (Vector Laboratories, Abscys, Paris, 

France) and finally stained by indirect 

immunoperoxidase procedure using the 

avidin/biotin complex procedure (Vectastain 

kit, Vector Laboratories, L’Isle d’Abeau, 

France). A complementary coloration was 

made with haematoxylin. Tissue sections 

were analysed with a Zeiss microscope 

(Axioskop, Carl Zeiss, Zaventem, Belgium) 

equipped with a digital camera (Color Mosaic 

11.2, Diagnostic instruments, Sterling 

Heights, MI, US). 

 

Multivariate index of colitis  

Many parameters are involved in the 

inflammatory process. Therefore, in addition 

to currently studied parameters like body 

weight or MPO quantification, additional 

physiological and molecular parameters were 

studied (telemetric data, areas of lesion, 

cytokine and cytokine- related mRNAs). 

More than a univariate analysis on each 

parameter, we performed a multivariate 

analysis by using the following parameters: 

a) means of body temperature and locomotor 

activity during the two dark periods 

following instillation, b) geometric means of 

damaged areas, c) cytokine and cytokine-

related mRNAs (TNF, IL-1β, IL-6, ICAM1, 

NFκBIA, SOCS3, TBX21) quantified in the 

two areas. Cytokine and inflammatory 

marker mRNAs were analysed together by a 

multivariate analysis to allow a general 

evaluation of the clinical and inflammatory 

states of rats. A linear discriminant analysis 

was first performed on control- and 

noVNS/TNBS groups to characterize colitis. 

Canonical coefficients obtained were then 

applied to VNS/saline and VNS/TNBS 

groups. The relative contribution of each 

parameter presented here in the discriminant 

model was ranked by partial Wilks lambda. 

The unstandardized coefficients of the model 

were used to calculate for each rat a general 

weighted score for colitis inflammation. This 

multivariate index allows a better 

characterization of the colonic inflammatory 

profile. Discriminant score was obtained by 

multiplying the coefficient by the value of 

measured parameters. The higher the 

coefficient in absolute value was, the more 
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important its contribution to colitis was. The 

inflammatory index was used to test the 

effects of VNS between noVNS/TNBS and 

VNS/TNBS groups.  

 

Statistical analysis  

For all results, a Mann-Whitney test was 

used. A p value <0.05 was considered as 

statistically significant. All data are 

expressed as mean ± sem. 

 

 

RESULTS 

Effects of VNS on circadian body 

temperature after colitis induction  

Baseline circadian temperatures were similar 

for four groups of rats before instillation of 

TNBS or saline. Rats had higher body 

temperature during the dark period and a 

lower one at light period; this coincided with 

a decrease of spontaneous locomotor activity 

(data not shown). The same pattern was 

observed 12h after instillation in both control 

and VNS/saline groups (Figure 1). Rats with 

colitis presented a disruption in normal 

thermoregulation which started during the 

first night following TNBS instillation. 

During this period, noVNS/TNBS injected 

rats exhibited a significant hypothermia (-0.9 

± 0.1°C, p<0.001 vs control) while they 

displayed a non significant increase of body 

temperature during the light period. An 

improvement was observed during the night 

in VNS/TNBS group with no significant 

effect of VNS compared to noVNS/TNBS 

group (Figure 1). The same effect was 

reported during the following day (day 2; 

data not shown). 

 

Effect of VNS on classical evaluation of 

colitis  

Body weight loss  

A significant weight loss, expressed as the 

percentage of body weight change, was 

observed in noVNS/TNBS (-4.1 ± 1.1 %) 

compared to control group (14.5 ± 1.3%) 

(p<0.0001) (Figure 2). In contrast, a 

significant decrease of weight loss (-0.3 ± 1.5 

%) was observed in VNS/TNBS animals 

compared to noVNS/TNBS animals (p=0.04) 

(Figure 2).  

Macroscopic assessment  

No macroscopical damage of the recto-colon 

was observed after saline. In animals 

receiving TNBS/ethanol, either stimulated or 

not, macroscopic colonic damages were 

observed between 3 and 7cm proximal to the 

anus. Quantification of colonic damages 

showed a non significant decrease in 

VNS/TNBS animals (data not shown). 

Histological assessment  

No histological damage was observed in 

saline injected animals with or without VNS 

(grade 0) (Figure 3A, D). TNBS induced 

mucosal lesions: grade 0 and II above the 

lesion (Figure 3B, D) and grade II and IV in 
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the lesion (Figure 3C, D). Histological scores 

in the lesion were not modified by VNS 

(grade I and IV) (Figure 3C, D) while colonic 

tissue above the lesion was relatively 

protected by VNS and showed a lower degree 

of inflammation (grade 0 and I) (Figure 3B, 

D). 

Myeloperoxidase quantification  

TNBS induced a significant increase of MPO 

concentration both at the level of 

macroscopic colitis and just above the 

damaged colon (1426.6 ± 119.4 ng/mg and 

23.9 ± 6.0 ng/mg protein respectively) when 

compared to control group (6.1 ± 2.5 ng/mg 

protein) (p<0.0001 and p=0.008 respectively) 

(Figure 4). Compared to noVNS/TNBS, 

VNS/TNBS animals presented a decrease of 

MPO concentration which was significant 

only at the level of the colon above the lesion 

(9.5 ± 4.2 ng/mg protein versus 23.9 ± 6.0 

ng/mg protein, p=0.03) (Figure 4). 

 

Effect of VNS on cytokines’ mRNA levels 

after colitis induction 

TNBS induced a significant increase of both 

TNF and IL-6 mRNAs in the lesion 

compared to the control group (respectively 

1.49 ± 0.12 relative unit (RU) vs 0.55 ± 0.06 

RU, p=0.0001; and 2.19 ± 0.36 RU vs 0.10 ± 

0.10 RU, p<0.0001) (Figure 5A, B). VNS 

induced a non significant decrease of these 

two mRNA levels (Figure 5A, B). This 

tendency was generally observed for other 

cytokine and cytokine-related mRNA levels 

e.g. IL-1β, SOCS3, NFκBIA, ICAM-1, 

TBX21 (data not shown). Interestingly, a 

significant decrease of TNF mRNA was 

observed in VNS/saline group compared to 

control (0.33 ± 0.05 RU vs 0.55 ± 0.06 RU, 

p<0.01) (Figure 5A). 

 

Effect of VNS on multivariate index of colitis 

Figure 6A shows that all studied parameters 

contribute to the inflammation observed in 

TNBS colitis and that the model of 

multivariate analysis is significant (Lambda 

Wilk: 0.050; F approx (17.7) = 7.814; 

p<0.0051). According to the standardized 

coefficient (SC), some of these parameters 

more particularly contributed to the 

inflammatory process in the lesion, such as 

IL-6 (SC: 4.027) and SOCS3 (SC: 3.622) 

while some parameters such as the locomotor 

activity (SC: 0.432 and 0.093) were less 

involved.  

In noVNS/TNBS animals, a significant 

increase of the multivariate index of colitis 

was observed compared to the control group 

(9.35 ± 0.34 RU vs 0.99 ± 0.22 RU, 

p<0.0001) (Figure 6B). VNS induced a 

significant decrease of the same multivariate 

index (all previous parameters included) of 

colitis compared to noVNS/TNBS rats (3.49 

± 1.98 RU, p<0.001) (Figure 6B). 
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Molecular signalling of VNS anti-

inflammatory effect  

Analysis by western blotting indicated no 

differences in the expression of STAT3 and 

STAT6 proteins induced by VNS during 

colitis (data not shown). In contrast we found 

a modification in the expression of STAT4 

(Figure 7A). Indeed, TNBS induced a non-

significant increase of STAT4 in the colonic 

tissue above the lesion (0.90 ± 0.05 RU) 

while this increase was significant in the 

lesion (3.96 ± 0.60 RU, p<0.001) compared 

to control (0.64 ± 0.08 RU) (Figure 7B). 

However, VNS significantly decreased the 

level of STAT4 proteins in TNBS animals 

either at the level of the lesion (1.60 ± 0.23 

RU) or above (0.55 ± 0.10 RU). This 

decrease was higher in the lesion (p=0.002 

and p=0.02 respectively) (Figure 7B). No 

significant variations of P-STAT4 were 

observed in TNBS treated animals both in the 

lesion (1.87 ± 0.43 RU) and above (0.8 ± 

0.09 RU) compared to control group (1.27 ± 

0.18 RU) (Figure 7C). However, a non 

significant decrease of P-STAT4 was 

observed in VNS/TNBS animals (Figure 7C). 

To further confirm this tendency, we 

performed immunohistochemical detection of 

P-STAT4 in the colonic tissue above the 

lesion (Figure 8). This approach presents the 

advantage of focusing the positive cells 

inside the tissue. Compared to control tissues 

(Figure 8A), TNBS induced a mucosal 

infiltration of leukocytes, with an increase of 

P-STAT4 immunoreactive cells in the 

submucosa (Figure 8B). VNS application 

reduced both the number of mucosal 

infiltrated cells and the P-STAT4 labelling 

(Figure 8C). 

 

 

DISCUSSION 

Our results are consistent with the hypothesis 

that VNS, performed chronically in freely 

moving rats, has an anti-inflammatory effect 

on an experimental model of colitis.  

The role of the VN as a modulator of 

intestinal inflammation has been recently 

reviewed [36]. All the studies investigating 

the anti-inflammatory effect of VNS have 

been performed acutely in anesthetized 

animals and never on an experimental colitis 

[14, 17, 37]. To our knowledge, this is the 

first study on the effects of VNS perform in 

freely moving animals chronically implanted 

with electrodes on the left VN to study its 

effect on TNBS colitis. The choice to 

perform VNS for five days was based on the 

work of Miceli et al. [8] using a 

pharmacological approach with 

acetylcholinesterase inhibitors. This is also 

the delay for an acute inflammatory response 

with a transmural inflammation [8, 20, 23].  
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Our results indicate that VNS has a 

protective effect on colitis-induced weight 

loss, a classical parameter of colitis in 

humans and animals [23, 38, 39]. In our 

conditions, with the lowest dose of TNBS (10 

mg/rat) to induce colitis [23], a 4% weight 

lost was observed which was reduced 

significantly to only 0.3% by VNS.  

Histological, biochemical, and molecular 

assessments were performed in two areas: the 

macroscopic damaged colon (lesion) and the 

area immediately above. Qualitative 

histological evaluation supports the different 

effects of colitis in both areas with 

previously described modifications [8, 23, 

27], while no macroscopic and microscopic 

lesions were observed in saline treated 

animals. Interestingly, VNS/TNBS rats had 

less inflammatory infiltrate above the lesion 

while only a poor effect was observed in the 

lesion compared to noVNS/TNBS. This 

argues for a major efficiency of VNS on low 

damaged tissues. This could be explained by 

the fact that the lesion is represented by 

damaged and necrotic cells with a low 

reactivity level to therapeutics. These results 

were further supported by MPO 

quantification. MPO is an enzyme 

predominantly found in neutrophils and 

currently used as a quantitative index of 

intestinal inflammation [40]. Previous studies 

[7, 8] have reported an important increase of 

MPO in colonic tissue without any 

distinction between lesion and above. TNBS 

induced a very important increase of MPO 

not only in the lesion (>200 fold higher) but 

also above (4 fold higher). VNS significantly 

reduced MPO levels only above the lesion, 

indicating that it is very pertinent to analyze 

each area separately. This observation 

suggests that VNS therapy could be of 

interest for the treatment of mild colitis but 

also to prevent recurrence.   

Inflammation is a complex, multi-scale 

biologic response to aggression and is also 

required for repair and regeneration after 

tissue injury with many parameters involved 

in the host response. Some current 

parameters (body temperature, cytokine 

mRNAs…) may have a non significant 

variation alone but may be important in the 

synergistic response. TNBS induced a 

sickness response characterized by a 

disruption of circadian rhythms with a lower 

body temperature during the dark period and 

a mild fever during the light period [41]. We 

observed a non significant improvement of 

body temperature during the dark period in 

VNS/TNBS group. In contrast to Tateishi et 

al. [42], TNBS colitis induced a significant 

increase of TNF and IL-6 mRNA at day 5, 

which was reduced by VNS. This 

discrepancy may be explained by the fact that 

they analyzed these cytokines at the protein 

level by ELISA at a time where they were 

probably still not produced. 
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Due to the synergistic property of 

inflammation, a global assessment seems 

more appropriate to consider all biological 

interactions [43]. Consequently, instead of a 

univariate analysis, we used a multivariate 

analysis to identify biological parameters that 

better discriminate colitis group 

(noVNS/TNBS) vs control group. Due to the 

discriminant analysis, a significant increase 

of this index was observed in noVNS/TNBS 

group while VNS significantly decreased this 

index by approximately three times in 

VNS/TNBS. In addition, values of 

standardized coefficients (range 0.093 to 

4.027) allowed an evaluation of the 

significance of each parameter in the TNBS 

colitis model. The most two important 

parameters (i.e. high value) correspond to IL-

6 and SOCS3 mRNAs measured in the lesion. 

Indeed, SOCS3 has a key role in the 

regulation of IL-6 signalling [44]. TNBS 

colitis shares many of the clinical, 

histopathological, and immunological 

features of CD which is characterized by an 

impairment of the Th1-Th17/Th2 

inflammatory balance [20]. TNF, a key 

cytokine in IBD,is necessary for both the 

initiation and persistence of the Th1 response 

in TNBS colitis [45] and it is the most 

important parameter above the lesion in our 

study.  

It has been proposed that VN improves colitis 

in rat models, an anti-inflammatory effect 

mediated by the macrophage nAChR (for 

review [36]). STAT signalling pathways play 

an important role in the regulation of pro-

inflammatory cytokines. Indeed, VNS 

attenuates macrophage activation by 

activating the JAK2-STAT3 signalling 

pathway in a mouse model of surgery-

induced inflammation [14]. We did not 

observed any significant variations in 

STAT3/P-STAT3 induced by VNS in animals 

with colitis (data not shown) thus suggesting 

that the anti-inflammatory effect of VNS 

involves another pathway. Furthermore, this 

result is corroborated to the increase in IL6 

and TNF mRNAs, two cytokines negatively 

regulated by STAT3 signalling. IBD are also 

believed to be T-cell driven processes, with 

both inflammation resulting from 

inappropriate cytokine production by subsets 

of CD4+T-Th cells [46] and defects in the 

regulatory T cell process [47]. STAT4 

signalling is crucial in maintaining Th1 and 

Th17 response. TNBS acute colitis is 

characterized by a macrophage-derived 

cytokine profile, strong chemotactic pattern 

and a polarized Th1-Th17 panel with STAT4 

activation [20, 24]. Therefore, we analysed 

STAT4 and P-STAT4 levels in colonic 

tissues. TNBS colitis induced significant 

increased levels of constitutive STAT4 in the 

lesion with a six-fold increase in 

noVNS/TNBS animals compared to the 

control group. Interestingly, VNS 
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significantly reduced the level of STAT4 

both in the lesion and above. While we did 

not observe any modification of P-STAT4, 

the active form of STAT4, between all 

groups, it does not mean that there is no 

effect of VNS on STAT4 activation. Indeed, 

western blot analysis was performed on the 

whole colonic wall without any nucleus 

purification or mucosal insulation which 

should have improved the quantification of 

P-STAT4. However, immunohistological 

study revealed a P-STAT4 labelling of 

submucosa immune cells in noVNS/TNBS 

animals which was attenuated in VNS/TNBS 

animals. Altogether, these data propose a 

new mechanism by which VNS could 

regulate intestinal inflammation. Indeed, by 

regulating STAT4 signalling VNS could 

attenuate the skewed TH1-TH17 

inflammatory responses induced by TNBS 

colitis. This pathway may act in concert to 

the STAT3 signalling since IL6 and TNF 

have been required for the development of 

Th1 cell-mediated murine colitis [48].  

The results of this study have clinical 

relevance. Indeed, because of its anti-

inflammatory property, notably on the low 

damaged tissues and Th1-Th17/Th2 balance, 

VNS should be of interest in the treatment of 

IBD [49], particularly in case of mild colitis 

and/or in the prevention of recurrence. In 

addition, since overall intentional 

nonadherence is reported by 39% of IBD 

patients [50], VNS therapy is of interest 

because it is independent of the patient 

compliance. Lastly, VNS activates an 

intrinsic anti-inflammatory pathway which 

might avoid side effects due to 

immunosuppressive and biological therapies. 
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Figure 1  

Effect of VNS on 24h body temperature evolution 12h after colonic instillation of saline 
or TNBS. An improvement was observed during the dark period in VNS/TNBS animals. 
Bar indicates the dark period. n ≥ 13; # P < 0.05, NoVNS/TNBS vs Control group. 

 

 

Figure 2  

Effect of VNS on body weight change five days after colonic instillation of saline or 
TNBS. A significant decrease of body weight loss was observed in VNS/TNBS animals 
compared to noVNS/TNBS animals. n ≥ 12; * P < 0.05; *** p < 0.001. 
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Figure 3  

Effect of VNS on histological staining of representative colons five days after colonic 
instillation of saline or TNBS. Photograph of colonic samples, (A) in safe tissues, (B) 
above the lesion, (C) in the lesion. (D) Histological score from grade 0 to IV in these 
areas. A lower degree of inflammation was observed in the colon above the lesion in 
VNS/TNBS animals. n=3. 
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Figure 4  

Effect of VNS on MPO quantification in the colon. VNS/TNBS animals presented a 
decrease of MPO concentration which was significant above the lesion. n ≥ 7; * P < 0.05; 
** P < 0.01; *** P < 0.001. 

 

 

 

Figure 5  

Effect of VNS on (A) TNF and (B) IL-6 mRNA levels in the lesion. VNS induced a non 
significant decrease of these two mRNA levels. n ≥ 12; * P< 0.05; *** P < 0.001. 
 

A.         B. 
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Figure 6  

Effect of VNS on the multivariate index of colitis. (A) Parameters in descending order for 
contribution in the colitis model expressed by standardized coefficients and 
unstandardized coefficients used to calculate each rat score of inflammation (score = 
4.788 x (1) -5.233 x (2) -4.487 x (3)....etc). (B) Multiparametric index obtained after 
discriminatory analysis applied on physiological parameters (locomotor activity, body 
temperature) and quantification level of cytokine and cytokine-related mRNAs (TNF, IL-
1β, IL-6, SOCS3, NFκBIA, TBX21) above and in the lesion (relative unit: RU) for the 
four groups. A significant decrease of the multivariate index of colitis was observed in 
VNS/TNBS animals compared to non stimulated rats. n ≥ 12;  *** P < 0.001. 
 
 

 

 

 

 

A. 

B. 
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Figure 7  

Effects of VNS on western blot analysis of STAT4 and P-STAT4. (A) Immunoblots of 
STAT4 and P-STAT4 (above and in the lesion for TNBS injected groups). (B) Graph 
shows STAT4/Actin report for the four groups in relative unit (RU). (C) Graph shows P-
STAT4/Actin report for the four groups in RU. VNS significantly decreased the level of 
STAT4 proteins in TNBS animals either at the level of the lesion or above, this decrease 
being higher in the lesion. A non significant decrease of P-STAT4 was observed in 
VNS/TNBS animals. n ≥ 5; * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001. 
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Figure 8 

Immunohistochemical study of P-STAT4 above the lesion. Photographs show P-STAT4-
immunoreactive cells in colonic tissues of (A) control, (B) noVNS/TNBS, (C) 
VNS/TNBS groups. Original magnification: 40X. A decrease of P-STAT4 IR-cells was 
observed in the colon after VNS. 
 
A.    B.    C. 
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