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Résumé

Introduction

La neurostimulation vagale (NSV) a haute fréquence (20-30 Hz) a déja été approuvée comme
thérapeutique de certaines formes d’épilepsie et de dépression réfractaires aux traitements chez
I'Homme. De plus, la NSV a basse fréquence (5 Hz) a été expérimentée avec succes chez I'animal
pour traiter différentes inflammations périphériques, notamment digestives. Des travaux récents ont
mis en évidence que cet effet anti-inflammatoire est induit par I'activation des fibres efférentes
vagales, libérant en périphérie de I'acétylcholine qui, en se fixant aux récepteurs a-7- nicotiniques
exprimés a la surface des macrophages, inhibe la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires. Cette
voie est connue sous le nom de voie anti-inflammatoire cholinergique. Toutefois, le mécanisme
d’action de la NSV basse fréquence reste mal connu et d’autres voies pourraient étre mises en jeu
impligquant le systéme nerveux central (SNC) et le systéme immunitaire périphérique.

But

Les travaux réalisés ont eu pour objectif d’étudier I'implication du SNC et du systéme
immunitaire dans la modulation de l'inflammation induite par la NSV basse fréquence chez un
modele de rat anesthésié. Dans un premier temps, afin d’étudier I'implication du SNC et la
participation des fibres afférentes vagales lors de la NSV 5 Hz, une étude par technique d’imagerie
par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf) a été réalisée sur le rat «sain» anesthésié. Ensuite,
une étude a été effectuée sur I'effet de la NSV sur les cellules immunitaires spléniques ainsi que sur
le tube digestif chez un modele de rat «sain» puis chez un modéle de rat atteint d’une colite
expérimentale induite par une injection intra-colique d’acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS).

Résultats

Les données obtenues lors de I'étude d’'IRMf ont permis de mettre en évidence un réle
important des fibres afférentes vagales; elles modulent certaines structures du SNC qui pourraient
indirectement participer a la régulation de I'inflammation digestive induite par la NSV 5 Hz. Ensuite,
les études réalisées sur les sous-populations lymphocytaires spléniques ont révélé que d’autres
cellules immunitaires que les macrophages étaient impliquées lors de la NSV. Chez le modéle de rat
«sain», ne présentant pas d’inflammation digestive, les résultats de cytométrie en flux ont montré
que la NSV 3h basse fréquence induisait une diminution de I'activation des lymphocytes T CD4 ainsi
gue du pourcentage de NKT par rapport aux lymphocytes T. Ces résultats sont en faveur d’un rdle de
la NSV 3h permettant d’inhiber I'activation lymphocytaire et de jouer un réle sur les NKT possédant
des propriétés immunorégulatrices. Chez le modele de rat présentant une colite, la NSV 3h n’a pas le
méme effet que chez le modéle de rat «sain». En effet, le dosage de cytokines sécrétées par les
splénocytes en culture a mis en évidence que la NSV augmente le potentiel de sécrétion d’IL-10
(cytokine anti-inflammatoire) des splénocytes et plus particulierement des lymphocytes T CD4
spléniques. Parallelement, I'effet anti-inflammatoire de la NSV a été mis en évidence au niveau du
cOlon transverse (au-dessus de la zone Iésée) par une diminution des ARNm de SOCS3 et du TNF-a
ainsi qu’une légere diminution de la myéloperoxidase. Ces données ont démontré un réle de la NSV
sur la fonctionnalité des lymphocytes T CD4 spléniques provoquant une sécrétion plus importante
d’IL-10. La NSV basse fréquence pendant 3h permettrait d’orienter la réponse immunitaire vers une
réponse anti-inflammatoire en phase d’initiation d’inflammation digestive. De plus, I'effet anti-
inflammatoire de la NSV est retrouvé au niveau du tube digestif au-dessus de la zone lésée (c6lon
transverse).
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Conclusion

Ces données expérimentales montrent que d’autres voies impliquant différents types
cellulaires sont susceptibles d’étre mises en ceuvre en plus de la voie classique anti-inflammatoire
cholinergique par la NSV basse fréquence. Elle induit I'implication du SNC par I'activation des
afférences vagales et des cellules immunitaires spléniques telles que les lymphocytes T CD4 et les
NKT. Un effet anti-inflammatoire de la NSV est retrouvé au niveau du cOlon transverse méme en
phase d’initiation de I'inflammation digestive, mais pas au niveau des Iésions dans le c6lon distal. Ces
résultats présentent des implications thérapeutiques : la NSV basse fréquence est actuellement en
essai clinique pour étre utilisée comme traitement dans la maladie de Crohn.
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Abstract

Introduction

High frequency (30 Hz) vagus nerve stimulation (VNS) has been approved as a treatment for
some types of epilepsy and depression in humans. Low-frequency (5 Hz) VNS has also been
successful for the treatment of different animal inflammation models, notably digestive
inflammation. Recent studies have shown that the anti-inflammatory effect is induced by the
activation of the efferent vagal fibers, which secrete acetylcholine in periphery. It links itself to a-7-
nicotinic receptors on the macrophages surface, inhibiting the release of pro-inflammatory cytokines.
This pathway is known by the name of the cholinergic anti-inflammatory pathway. However, the
mechanism of action of low-frequency VNS remains unclear and other pathways could be involved
implicating the central nervous system (CNS) and the immune system.

Aim

The aim of this study was to evaluate the implication of the CNS and the immune system in
the modulation of inflammation induced by low-frequency VNS in an anaesthetized rat model. Firstly,
to study the implication of the CNS and the contribution of the afferent vagal fibers during 5Hz VNS,
a study using functional magnetic resonance imaging (fMRI) on a «healthy» anaesthetized rat model
was carried out. Secondly, an experiment on the effect of VNS on splenic immune cells as well as on
the digestive tract was fulfilled on a «healthy» rat model followed by a study on a rat model of colitis
induced by intracolonic injection of trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS).

Results

fMRI data brought to light an important role of the afferent vagal fibers. They modulate
some structures of the CNS which could contribute to the modulation of digestive inflammation by
5Hz VNS. The studies carried out by FACS on the sub-populations of splenic lymphocytes revealed
that other immune cells than macrophages could be implicated by VNS. In the «healthy» rat model,
with no digestive inflammation, FACS data show that 3h VNS decreases T CD4 lymphocytes activation
and the percentage of NKT in relation to T lymphocytes. These data are in favor of an inhibiting role
of VNS on lymphocytes activation and also has an impact on NKT cells which have immunoregulatory
properties. 3h VNS does not have the same effect on the rat model of colitis. In fact, the
guantification of secreted cytokines by cultured splenocytes show that VNS increases the potential of
IL-10 (anti-iflammatory) cytokine by splenocytes and particularly splenic T CD4 lymphocytes. In the
same way, the anti-inflammatory effect of VNS is seen in the transverse colon (above the lesions):
decrease of TNF-a and SOCS3 mRNA and of myeloperoxidase. These results show a role of VNS on
the functionality of splenic T CD4 lymphocytes inducing an important secretion of IL-10. 3h low-
frequency VNS turns the immune response towards an anti-inflammatory response during the early
phase of digestive inflammation. Moreover, VNS anti-inflammatory effect is seen in the transverse
colon, above the lesions.

Conclusion

These results reveal that other pathways implicating different cell types are potentially
involved besides the classic cholinergic anti-inflammatory pathway by low-frequency VNS. It
implicates CNS by the activation of vagal afferents and splenic immune cells such as T CD4
lymphocytes and NKT cells. An anti-inflammatory effect of VNS is found in the transverse colon
(above the lesions) even during the initiation phase of digestive inflammation, but not in the distal
colon (in the lesions). These date have therapeutic implications: low-frequency VNS is being clinically
tested at the moment as a treatment for Crohn’s disease.
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La neurostimulation vagale (NSV) est une technique employée en clinique pour le traitement
de certaines formes d’épilepsie (depuis 1997) ou de dépression (depuis 2001) réfractaires aux
traitements (Groves and Brown 2005; Mauguiere 1996). Plus de 60000 patients ont été traités a ce
jour. Pour ces objectifs thérapeutiques, la NSV est réalisée a haute fréquence (entre 20 et 30Hz) afin
d’obtenir un effet au niveau du systeme nerveux central (SNC). Toutefois, des le début des années
2000, I'’équipe de Tracey a mis en évidence chez I'animal que la NSV pouvait également provoquer un
effet anti-inflammatoire en périphérie (Borovikova et al. 2000b), notamment au niveau de I'appareil
digestif. De plus, notre équipe a récemment démontré que la NSV basse fréquence (5Hz) effectuée
de maniere chronique pendant cing jours sur un modele de rat vigile atteint d’'une colite
expérimentale au TNBS permet une amélioration clinique significative (Meregnani et al. 2011). Dans
ce modele, les rats stimulés présentent une perte pondérale réduite, une tendance a la réduction des
Iésions intestinales et de I'expression de la myéloperoxidase au-dessus de la zone Iésionnelle ainsi
gu’une diminution significative de l'index global d’inflammation. Ces données expérimentales
montrent I'intérét d’activer la voie anti-inflammatoire cholinergique par NSV pour obtenir un effet
anti-inflammatoire au niveau du tube digestif. Toutefois, le mécanisme d’action de la NSV basse
fréquence n’est pas encore completement élucidé. Il est reconnu que la NSV active la voie anti-
inflammatoire cholinergique permettant alors la sécrétion d’acétylcholine aux terminaisons des
efférences vagales (Blalock 2002 ; Tracey 2002 ; Wang et al. 2003). L’acétylcholine se fixe ensuite aux
récepteurs a7 nicotiniques exprimés a la surface des macrophages et induit alors la diminution de
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (telles que le TNF-a) en inhibant la translocation du
facteur de transcription NF-kB. La sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) n’est
cependant pas inhibée (Parrish et al. 2008; Pavlov et al. 2007). Il a également été discuté que la NSV
basse fréquence activerait principalement les efférences vagales pour provoquer l'effet anti-
inflammatoire périphérique contrairement a la NSV haute fréquence qui activerait
préférentiellement les afférences vagales (Pavlov et al. 2003). Toutefois, les effets anti-
inflammatoires observés aprés NSV ne peuvent pas étre expliqués uniquement par la voie d’action
classique sur les macrophages. D’autres voies impliquant différents types cellulaires sont susceptibles
d’étre mises en ceuvre. Récemment, il a été démontré que la rate joue un réle primordial dans I'effet
anti-inflammatoire cholinergique : la splénectomie inhibe la modulation de I'inflammation par la voie
anti-inflammatoire cholinergique dans un modele d’inflammation systémique (Huston et al. 2006).

L’'objectif du travail présenté ici était de rechercher les mécanismes d’action centraux et
périphériques de la NSV basse fréquence (5Hz). Cette étude a été réalisée, dans un premier temps,
au niveau du systeme nerveux central par une étude d’imagerie par résonance magnétique

fonctionnelle sur un modele de rat ne présentant pas d’inflammation périphérique. Dans un
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deuxieme temps, I'étude a été menée au niveau immunologique et plus particulierement sur les
cellules immunitaires spléniques ainsi que sur des prélevements de tissus coliques chez le rat sain

puis chez un modele de rat atteint d’une colite expérimentale (TNBS).
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1. La communication entre le systeme nerveux central et la périphérie

Les neurosciences et 'immunologie se sont développées de maniére indépendante pendant
plusieurs années. Néanmoins, depuis environ trois décennies, de nombreuses études ont montré que
des communications bidirectionnelles existent entre le systéme nerveux central (SNC) et le systeme
immunitaire et qu’une modulation de la fonction immune est possible par le biais du SNC (Blalock
2002 ; Dantzer and Wollman 2003; Reichlin 1993). Dans les années 1970 - 1980", le travail innovateur
de Hugo Besedovsky et ses collegues a mis en évidence que les cytokines ainsi que les hormones
étaient impliquées dans la communication entre le SNC et le systéme immunitaire. Lors de la réponse
immunitaire’, ils ont démontré que celle-ci induisait une augmentation de la concentration en
corticostéroides dans le plasma et exercait une action inhibitrice sur les neurones noradrénergiques
hypothalamiques (Besedovsky et al. 1983; Besedovsky et al. 1981). Les recherches ont par la suite
continué sur des sujets interdisciplinaires concernant la communication neuro-immunitaire.

Cette « discussion » entre le SNC et le systeme immunitaire (Dantzer 1994) a pour fonction
principale de maintenir un état d’homéostasie dans I'organisme. Deux voies relient le SNC au
systeme immunitaire : le systeme humoral neuroendocrinien via I'axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien et le systéeme nerveux autonome (SNA).

1.1 L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

La boucle de régulation par laquelle la libération de glucocorticoides est réalisée se nomme
I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Cet axe met en jeu différentes régions cérébrales telles
que I'hypothalamus et des organes endocriniens tels que I’hypophyse et les glandes surrénales.
Lorsqu’une réponse inflammatoire est déclenchée chez I'hOte, causée par exemple par le
lipopolysaccharide (LPS: composé de la paroi bactérienne des bactéries a Gram négatif), des
cytokines pro-inflammatoires sont sécrétées (TNF-a, I'IL-1B, I'lL-6 et HMGB1 : high mobility group
box 1) et vont avoir une action sur le SNC (Dantzer and Wollman 2003). En effet, les cytokines
peuvent interagir avec celui-ci par diverses voies : en traversant directement la barriere hémato-
encéphalique (Banks and Kastin 1997), via les afférences du nerf vague (Dantzer and Kelley 2007;
Watkins et al. 1995b) ou par les organes circumventriculaires (Buller 2001). Il a été démontré que les
neurones du SNC expriment des récepteurs spécifiques de cytokines qui sont impliqués dans
I'induction de changements physiologiques et comportementaux (Blalock and Smith 2007; Tracey et
al. 1990). Les cytokines peuvent également se lier a leurs récepteurs exprimés par les cellules
endothéliales cérébrovasculaires et vont alors provoquer la libération d’oxyde nitrique (NO) et de

prostaglandines pour signaler la présence d’une inflammation en périphérie (Wong et al. 1996). En
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réponse a la sécrétion de ces cytokines, certaines structures cérébrales comme I’hypothalamus
modifient leur activité permettant d’activer la voie de réponse humorale anti-inflammatoire (Tracey
2002).

Les cellules du noyau paraventriculaire de I'hypothalamus (NPV) sécrétent une hormone, la
corticotropin releasing hormone (CRH) également appelée corticolibérine, qui est ensuite véhiculée
par le systeme porte jusqu’a a I'hypophyse. A ce niveau, la CRH induit la sécrétion de I’hormone
adrénocorticotrophique (ACTH) dans la circulation sanguine qui va a son tour stimuler la synthese et
la sécrétion de glucocorticoides comme le cortisol par le cortex des glandes surrénales (figure 1).

La sécrétion de glucocorticoides va entrainer une réponse anti-inflammatoire en régulant
I'expression de génes impliqués dans la réponse pro-inflammatoire comme le facteur de
transcription NF-kB responsable de la transcription de cytokines pro-inflammatoires telles que le
TNF-a, I'IL-1B et I'lL-6. De plus, grace a l'inhibition de la phospholipase A2, les glucocorticoides
diminuent également la production de facteurs chimiques de l'inflammation: prostaglandines,
leucotriénes, sérotonine, histamine et enzymes lysosomiales.

Cette communication bidirectionnelle, dans laquelle les cytokines pro-inflammatoires
signalent au SNC la présence d’une inflammation et déclenchent en réponse I'activation de I'axe HPA
pour réguler le systeme immunitaire, forme la principale voie humorale de régulation de I'immunité

(Irwin and Cole 2011; Sternberg 2006).
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Figure 1 : 'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et les autres interactions neuro-immunitaires (d’apres
(Sternberg 1997)). PVN : noyau paraventriculaire de I’'hypothalamus; CRH : corticolibérine ; ACTH : hormone
adrénocorticotrophique ; SNS : systeme nerveux sympathique ; PNS : systeme nerveux périphérique ; LC : locus
coeruleus (noyau noradrénergique ou A6); Al, A2: noyaux noradrénergiques du tronc cérébral; C1l et C2:
neurones adrénergiques. Les fleches en pointillés indiquent un effet inhibiteur.

1.2 Le systéme nerveux autonome

Le systéme nerveux autonome (SNA) aussi appelé systeme neuro-végétatif, régule les
fonctions de tous les tissus et organes par l'intermédiaire de neurones moteurs innervant les
visceres, les glandes exocrines et endocrines, ainsi que toutes les fibres musculaires lisses et le
muscle cardiaque. De plus, il joue un réle dans la transmission d’informations sur la sensibilité
viscérale. Le SNA permet de faire le lien entre le SNC et le systéeme nerveux entérique ou intrinseque
(SNI). Il existe également une innervation du SNA au niveau des organes lymphoides primaires
(thymus et moelle osseuse) et secondaires (rate, ganglions lymphatiques, plaques de Peyer) du
systeme immunitaire (SlI), ce qui constitue un lien entre le Sl et le SNC (Bellinger et al. 2006). Cette
voie nerveuse complémente la voie humorale relativement lente décrite précédemment.

Les centres qui controlent le SNA (ou le « central autonomic network » (Saper 2002)) se
trouvent au niveau de I’hypothalamus et dans le tronc cérébral. Ces centres envoient des fibres
autonomiques descendantes se terminant sur les neurones préganglionnaires du tronc cérébral et de

la moelle. A leur tour, les fibres préganglionnaires se projettent hors du SNC pour former des
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synapses avec des neurones postganglionnaires au niveau des ganglions autonomiques. Ces fibres
postganglionnaires forment alors des réseaux terminaux dans les tissus cibles. Les ganglions
correspondent a l'articulation synaptique des neurones connecteurs et effecteurs (Bonaz 2010;
Elenkov et al. 2000).

Les nerfs des voies motrices du SNA transmettent les commandes motrices nécessaires au bon
fonctionnement de I'organisme ; les viscéres acheminent des signaux au SNC par des voies sensitives.
Le SNA est indépendant, c'est-a-dire que ses activités ne sont pas sous un contrdle conscient direct. Il
est constitué de deux composants :

- le systéme nerveux sympathique (noradrénergique),

- le systéme nerveux parasympathique (cholinergique).

1.2.1 Le systéme nerveux sympathique (SNS)

Le SNS est le composant du SNA le plus étendu et le plus diversifié physiologiqguement, il
possede des axones dans tous le corps. Il mobilise I'organisme dans les situations extrémes (fuite,
peur, exercice).

Le SNS comprend des neurones préganglionnaires, leurs corps cellulaires se trouvent au
niveau de la moelle épiniére dans la zone thoraco-lombaire (T5-L2) qui donnent naissance aux fibres
efférentes préganglionnaires émergeant a travers les nerfs spinaux thoraco-lombaires (figure 2). Ces
fibres préganglionnaires se terminent dans des ganglions végétatifs. Il existe deux chaines
ganglionnaires sympathiques : 1) le tronc sympathique vertébral : les ganglions sont placés de part
et d’autre de la colonne vertébrale et répartis en une série de ganglions étagés (sympathique
cervical, thoracique, lombaire et sacré) reliés par des rameaux interganglionnaires; 2) la chaine
préviscérale : installée de part de d’autre de I'aorte abdominale a lI'intérieur d’'un plexus nerveux
dense et reliée au tronc sympathique paravertébral par les nerfs splanchniques. Plusieurs groupes de
ganglions peuvent étre distingués: le groupe ganglionnaire supérieur (ganglions cceliaques), les
ganglions mésentériques et les plexus hypogastriques.

Le neurostransmetteur des fibres préganglionnaires est I'acétylcholine. A partir de ces
ganglions, les fibres postganglionnaires innervent les tissus cibles. Ces fibres sont noradrénergiques,
elles sécrétent des catécholamines comme la noradrénaline (norépinéphrine) et I'adrénaline
(épinéphrine). Ces neuromédiateurs se lient aux récepteurs adrénergiques (a1-2, f1-3).

Le SNS a pour fonction principale le maintien de ’homéostasie de base et d’assumer la
dépense en énergie de I'organisme (Elenkov et al. 2000). En effet, au repos, les catécholamines

régulent la fréquence cardiaque, le tonus des vaisseaux sanguins et la thermogénese. Lorsqu’un
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stress vient perturber I’homéostasie de base, le SNS est activé résultant en I'augmentation de la
sécrétion de catécholamines et permettant alors a I'organisme d’induire la réponse «de fuite ou de
lutte». En effet, cette augmentation en catécholamines va dilater les pupilles, augmenter la
transpiration, accélérer les activités cardiaque et respiratoire, augmenter la tension artérielle et au
contraire inhiber I'activité du tube digestif par action directe sur le muscle lisse et par inhibition de la
voie parasympathique excitatrice.

Les fibres sympathiques innervant le systeme nerveux intrinséque (SNI) sont majoritairement
issues des nerfs hypogastriques et splanchniques. Ces fibres innervent les ganglions hypogastriques
et mésentériques (a distance de la paroi digestive). Les nerfs splanchniques donnent la sensibilité a
I'cesophage inférieur, a I'estomac et aux intestins; le cblon est innervé par les nerfs coliques

lombaires et les nerfs hypogastriques.

1.2.2 Le systéme nerveux parasympathique (SNAp)

Le SNAp, deuxieme composant du SNA, a des fonctions généralement antagonistes au SNS.
En effet, il permet a I'organisme de se détendre et de réduire la consommation d’énergie tout en
accomplissant les taches vitales comme la digestion ; il se manifeste surtout dans les situations
neutres.

De nombreux organes comme le coeur ou le tractus digestif sont innervés par le systéme
sympathique et le systeme parasympathique. En période de repos, le systeme parasympathique est
activé et va avoir une fonction inhibitrice au niveau cardiovasculaire ainsi qu’une fonction excitatrice
et motrice au niveau du tube digestif.

Les fibres nerveuses parasympathiques émergent de la région sacrée de la moelle épiniere
et du tronc cérébral (a partir des noyaux étagés du parasympathique cranien dont fait partie le
noyau cardio-pneumo-entérique a l'origine du nerf vague; ces noyaux sont en relation avec
I’hypothalamus) a travers quatre paires de nerfs craniens : les nerfs faciaux (VII), occulo-moteurs (lll),
glossopharyngiens (IX) et vagues (X) (figure 2). Les fibres préganglionnaires sont longues, elles
s’étendent du SNC aux structures qu’elles innervent ol elles font synapses avec des neurones
postganglionnaires situés dans les ganglions, pour la majorité, dans les organes viscéraux ou tres
proches (Lane et al. 2009). Toutes les fibres nerveuses du parasympathique sécretent de

I"acétylcholine (ACh).
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Les nerfs vagues innervent la plus grande partie du tube digestif (de I'cesophage supérieur
jusqu’a I'angle colique gauche (classiquement décrit), toutefois, pour certains la totalité du tube
digestif pourrait étre innervé par le NV). D’autre part les nerfs pelviens innervent la partie basse du

tube digestif : cblon, rectum et anus (Powley and Phillips 2002 ; Ratcliffe et al. 2011).
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Figure 2 : I'organisation de l'innervation du systéeme nerveux sympathique et parasympathique (d’aprés
(Lane et al. 2009)). ALS: systéme antérolatéral; NTS: noyau du tractus solitaire; les chiffres romains

représentent les nerfs craniens (lll : nerfs occulo-moteurs, VII : nerfs faciaux, IX : nerfs glossopharyngiens, X :
nerf vague).
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1.3 Le systéme nerveux intrinséque (SNI)

Le systéme nerveux intrinséque (SNI), également surnommé «le deuxiéme cerveau »,

controle le systéme digestif.

1.3.1 Anatomie du tube digestif (TD)

Le tube digestif est formé d’un long tube musculeux continu qui s’étend de la cavité orale a
I'anus. Les organes du tube digestif comprennent les glandes digestives (les glandes salivaires, le foie,
la rate, le pancréas), la bouche, le pharynx, I'cesophage, I'estomac, l'intestin gréle et le gros intestin
qui se termine par I'anus. Il mesure environ 9 m de long chez 'Homme et présente de grandes

homologies avec le tube digestif du rat (figure 3).
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Figure 3 : schéma du tube digestif. A : tube digestif de ’'Homme, B : tube digestif du rat.

La structure de base de la paroi du tube digestif se compose de quatre couches: la

mugqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse (figure 4).

- La muqueuse est la couche la plus interne, elle est en contact avec les aliments présents
dans la lumiére intestinale, c’est une zone d’interface entre le milieu intérieur et les agents
extérieurs. Elle est constituée de cellules épithéliales, reposant sur du tissu conjonctif, et une couche

de cellules musculaires lisses. Ses principales fonctions sont la protection contre les maladies
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infectieuses, la sécrétion de mucus, d’hormones et d’enzymes digestives, et I'absorption des produits
de la digestion dans le sang.

- La sous-muqueuse, a I'extérieur de la muqueuse, est un tissu conjonctif. Elle renferme des
follicules lymphatiques, des vaisseaux sanguins et lymphatiques, et des neurofibres. Ces neurofibres
constituent le réseau nerveux du plexus sous-muqueux entérique ou plexus de Meissner.

- La musculeuse est composée de fibres musculaires lisses réparties en une couche
musculeuse circulaire interne et longitudinale externe. Elle est responsable du péristaltisme. Entre
les couches de muscle lisse circulaire et longitudinale se trouve le plexus myentérique ou plexus
d’Auerbach.

- La séreuse est la couche la plus externe formant le péritoine viscéral.

1.3.2 Immunité intestinale

La muqueuse du TD est en contact direct avec les agents extérieurs via la lumiere intestinale
et représente un site d’entrée majeur pour beaucoup de pathogenes. Il est donc important que
I'immunité soit régulée de maniére a garder un bon équilibre, c'est-a-dire que I'organisme fasse la
différence entre les bactéries commensales de la flore intestinale et les bactéries pathogenes. Pour
cela, les informations concernant le contenu luminal et I'état de la muqueuse doit étre rapporté
rapidement au SNC. C’est le SNI qui joue ce réle par I'intermédiaire des fibres sympathiques et
parasympathiques provenant du SNC.

Le SNI est composé de neurones sensoriels, d’interneurones, et de neurones sécréto-
moteurs. Il controle la sécrétion glandulaire, I'activité péristaltique et le transport d’eau et d’ions. Il
comporte autant de neurones que la moelle épiniére (Young 2005).

Le SNI est installé dans la paroi du tube digestif et est organisé en deux plexus nerveux qui
s’étendent sur toute la longueur du tube digestif :

- le plexus sous-muqueux de Meissner, innervant la muqueuse et les glandes sécrétrices,

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

innervant les muscles lisses circulaires afin de controler la motricité intestinale (figure 4).

Le SNI fonctionne de maniere indépendante des autres centres nerveux. Néanmoins, il est
relié¢ au SNC par le biais du nerf vague et des fibres sympathiques. Les neuromédiateurs et leurs
récepteurs retrouvés au sein du SNI sont nombreux et similaires a ceux retrouvés au niveau du SNC
(acétylcholine, sérotonine, GABA, noradrénaline...)

De plus, la muqueuse intestinale posséde des groupes de cellules lymphoides appelés MALT
(tissu lymphoide associé aux muqueuses) ou plus exactement GALT (tissu lymphoide associé a

I'intestin). Un grand nombre de ces follicules lymphoides se trouvent dans la lamina propria
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intestinale avec des lymphocytes B, des lymphocytes T helper, des plasmocytes et des macrophages.
La couche sous-muqueuse, sous la lamina propria, contient des plagques de Peyer qui sont des

nodules constitués de follicules lymphoides.

Tractus gastro-
intasrinal
Noyau moteur
dorsaldu vague \

MNeurone
parasympathigus
postganglionnaire —7,

Neurcnes \
intrinséguess des
plexus intestinau

/

MNerf vague (X)

Fitw 2 sympalhingue
postgangliornairs
\

Fibre sympathigue 2o
préganglionnaire 3

/-

Ganglion
prévertébral

Couche musculzire
circulaire

Plexus
myentarigue

(d’Aucrbach) Plexus sous-

mugueux (de
Meissner)

Zouche musculaire
longitudinale

Mugueuse

Figure 4: le systéeme nerveux intrinseque (d’apres Neurosciences de Purves, Augustine, Fitzpatrick, Hall,
Lamantia, McNamara, Williams, 3° édition).
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2. Le nerf vague

2.1 Anatomie du nerf vague

Le nerf vague (NV) ou nerf pneumogastrique est la dixieme paire de nerfs craniens (X). C'est
le nerf principal du systéme nerveux parasympathique et le plus long; il a un réle moteur (motricité
intestinale, activité cardiaque), sensitif et sensoriel. D’'un point de vue fonctionnel, c’est un nerf
mixte composé de 80% de fibres afférentes et de 20% de fibres efférentes (George et al. 2000 ;
Groves and Brown 2005). Il est constitué de fibres non myélinisées (majorité environ 84% des fibres
totales) et myélinisés (environ 16% des fibres totales) (Agostoni et al. 1957) réparties a I'intérieur du
nerf. Les fibres myélinisées sont réparties en trois types : A, B et C. Elles different de par leurs
diametres et leurs seuil de recrutement lors de stimulations du NV (intensité de stimulation) (tableau
1) (Agostoni et al. 1957 ; Groves and Brown 2005). La majorité des fibres myélinisées du X sont des
fibres de type C.

Le NV assure l'innervation de tous les viscéres (Lane et al. 2009), d’'une grande partie du TD
chez 'Homme et de la totalité du TD chez le rat (Altschuler et al. 1993). L’anatomie du NV chez le rat
présente une grande homologie avec celle de I’'Homme avec seulement quelques différences au

niveau de la position de certains ganglions.

Fibres A Fibres B Fibres C
Diametre (um) 5-20 6-12 <3
Myélinisées Oui Oui Oui
Seuil de recrutement (mA) 0,02-0,2 0,04-0,6 2,0 +
Ordre de recrutement 1 2 3
Effet de la NSV sur EEG Synchronisation Synchronisation Désynchronisation

Tableau 1 : caractéristiques de fibres myélinisées du NV (d’aprées (Groves and Brown 2005)).

2.1.1 Origine du nerf vague

Son origine est située dans le tronc cérébral (figure 5) au niveau de plusieurs noyaux :

- le noyau du tractus solitaire (NTS), centre sensoriel, contenant les fibres viscéro-
afférentes de I'ensemble du territoire parasympathique du NV. Il est le centre de
convergence des afférences vagales qui amenent les informations d’origine périphérique,

- le noyau ambigu, centre moteur du NV partagé avec le nerf glossopharyngien (IX),
contenant des fibres motrices pour les muscles constricteurs du pharynx, de |'cesophage

et du larynx,

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

32



le noyau moteur dorsal du vague (NMDV) (ou cardio-pneumo entérique), principale
source de fibres efférentes parasympathiques du tronc cérébral, fournit essentiellement
une innervation glandulaire (pharynx, larynx, organes thoraciques et abdominaux). Les
neurones parasympathiques innervant les voies respiratoires, le cceur et le TD ont pour
origine le NMDV. Avec le NTS et I'area postrema (AP), le NMDV forment le complexe
vagal dorsal (CVD),

les fibres du X émergent au niveau du sillon collatéral postérieur du bulbe, entre le nerf

glossopharyngien (IX) au-dessus, et le nerf spinal (XI) au-dessous.

A
| i amas
Mésenciphale
Pans
Bulbe
Moclle
Epirl.i&rc
B Nerfs craniens
MNerf opaigue (115
Chiasma - . b i Merf oculomoteur
oplique i T _ commun (11T}
Bandelette — ; . . Merf pathétique
optique : g AT ou trochléaire (1V)
Corps
mamillaine

Nerf irijumeau (V)

Pédoncul

cénéhral Merf oculomotenr
exteme ou
abducens (V1)
Pédoncu

cérébelleux s ’ a 7 Merf facial (V1D
masyen . & ;
e e Nerf cochléo-
Pont = A | & \ vestibulaire (VIID
3 I = Merf glosso-
) pharyngien (1X)
Olive
inférieune | Nerf vague ou
; i prcumogasinigue (X

Pyramide | §
bulbaire P Nerf spinal

e accessoire (X1)
Moelle 'jt i r Merl grand
Epinitre

hypoglosse (XIT}

Chloé Picqg / Thése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

33



C "-Il_'i'.ilj - Naoyau oculomiastenr
d'Edingers ~—__ L O
Westphal ; = it
f'..

o W — -
. L ' z "'-../
Colticulus I‘.""—ﬁ_ -y ' 1 — 4
sapéTiens = L * = ___; Noyau du pathétique
i —— i

Cofliculys ———" -~ PéEdonoule cérébelleux
inférieur , supETicur

-
Nowau
principal —___ g | e Ny moleur
du trijumean Tt / ¢ e du trijumenu
Pédoncule — L Noyau oculomotenr
cérébelleux moyen exlerne

L Noyau moleur
Novamy ——— du [acial

vestihiilaires

-
Novaux cochlésires ==

inféneur

Dudrigme vemncule —

lespace ao=dessus de Dsurfiee) _——

\‘“M\.v
S Movaux

salivaires

Noyan du — B
[aisceny selitaire e - Novan moleur

dorsal du vasoe

Niyaw dy — T

grand hypoglosse " Noyau ambign
'\'u_l.u!.t spinal ——— \ T Noyau spinal
du brijuimesu ocessoire

Figure 5 : le tronc cérébral. A : vue dorsale des principales subdivisions du tronc cérébral. B : vue ventrale du
tronc cérébral montrant I'emplacement des nerfs craniens. Code couleur : jaune : nerfs craniens sensitifs ;
bleu : nerfs craniens moteurs ; vert : nerfs craniens mixtes (sensitifs et moteurs). C: vue dorsale du bulbe par
transparence montrant la position des noyaux des nerfs craniens. Code couleur : jaune : sensibilité générale ;
vert clair : sensibilité spéciale ; vert foncé : sensibilité viscérale ; violet : motricité somatique ; rose : motricité
viscérale ; orange : motricité branchiale (d’apres Neurosciences Purves, Augustine, Fitzpatrick. Hall, Lamantia,
McNamara, Williams. 3éme édition. De boeck).

2.1.2 Projections des noyaux du nerf vague

Le NTS et I’AP sont les centres majeurs d’entrée des afférences vagales au niveau du SNC. Le
NTS envoie des influx nerveux en direction du NMDV qui lui-méme en recoit de régions cérébrales
plus éloignées comme le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus (NPV) (Groves and Brown 2005).
Le NTS a d’autres projections secondaires dirigées sur le NPV, le noyau ambigu, et le noyau
parabrachial (NPB) (figure 6). Le nerf vague projette sur le NTS majoritairement et sur le NMDV, le
noyau du trigéminal, I’AP et la formation réticulée. Ensuite le NTS projette sur le NPB, la substance
grise périaqueducale, le vermis et la partie inférieure du cervelet, le locus coeruleus, le noyau du
raphé ainsi que d’autres noyaux du complexe dorsal médullaire. Le NPB, projette alors sur le
thalamus, I'hypothalamus, I'hippocampe, I'amygdale, I'insula antérieure, et le cortex préfrontal

latéral (Beekwilder and Beems 2010).
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Figure 6 : représentation schématique des projections centrales des afférences vagales chez le rat (d’apres
The Rat Nervous System, second edition, edited by George Paxinos) (A) a partir du NTS chez le rat et des
efférences vagales (B). Abréviations : NTS : noyau du tractus solitaire ; PB : noyau parabrachial ; VPpc : noyau
ventropostérieur parvocellulaire de I’'hypothalamus ; INS : cortex insulaire ; ILC : cortex infra limbique ; PV-LH :
groupes cellulaire tubérales hypothalamiques (incluant les noyaux paraventriculaires et dorsomédians) ; A5 :
groupes cellulaires noradrénergiques; AMB: noyau ambigu; AV3V: aire antéroventrale du troisieme
ventricule ; BST : noyau des stria terminalis ; CEA : noyau central de 'amygdale ; DMX : noyau dorsal moteur du
vague ; IML : colonne intermédiolatétrale de cellules ; LHAp :aire latérale postérieure hypothalamique ; VLM :
bulbe ventrolatéral.

2.1.3 Trajet du nerf vague

Le NV quitte le crane par le foramen jugulaire (trou déchiré postérieur) avec le nerf
glossopharyngien (IX) et le nerf accessoire (Xl) ; il présente 2 renflements :
- le ganglion supérieur (ou ganglion jugulaire) situé au niveau du foramen jugulaire ; il
contient les corps cellulaires de la sensibilité générale,
- le ganglion inférieur (ou ganglion plexiforme) : situé en dessous du ganglion supérieur, il
est le siege des corps cellulaires des fibres viscérales et gustatives.
Le nerf vague chemine ensuite dans la région du cou, entre I'artére carotide et la veine jugulaire
(figure 7). Sa premiére branche, le nerf laryngé supérieur, prend naissance a ce niveau et va innerver

le larynx. Le NV continue vers I'ouverture supérieure du thorax, passe dans le médiastin; le NV
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gauche part en direction de la crosse de I'aorte tandis que le NV droit va en direction de la trachée.
Les NV gauche et droit émettent au cours de leur trajet thoracique des ramifications vers différents
plexus :

- plexus cardiaque pour I'innervation parasympathique du cceur,

- plexus pulmonaires qui desservent poumons et bronches.
Au niveau de I'cesophage, les fibres se réunissent pour former le plexus cesophagien d’ol émerge le
tronc vagal antérieur (provenant majoritairement du X gauche), et le tronc vagal postérieur
(provenant essentiellement du X droit).
Ces ramifications passent dans le diaphragme pour arriver dans I'abdomen ou les neurofibres sont
distribuées sous forme de différents plexus afin d’innerver le foie, I'estomac et I'ensemble des
visceres :

- plexus ceeliaque (solaire) : fibres a destination de I'estomac, du foie et de la rate,

- plexus mésentérique supérieur : fibres a destination de l'intestin gréle, du co6lon, du

caecum et du pancréas,
- plexus hypogastrique : fibres a destination du c6lon, de la vessie, des organes génitaux et

du rectum (figure 8).
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Figure 7 : parcours du nerf vague (d’apres Gray, Henry. Anatomy of the Human Body. Philadelphia: Lea &

Febiger, 1918).
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Figure 8: représentation schématique du territoire d’innervation du nerf vague en périphérie (d’apres
(Berthoud and Neuhuber 2000)). Abréviations de la périphérie : ac: artére coeliaque; agd: artére droite
gastrique ; ags : artére gauche gastrique ; ahc : artére hépatique commune; al : artére splénique ; ams : artere
mésentérique supérieure ; la : larynx ; ph : pharynx ; tr : trachée.
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2.2 Les fonctions physiologiques du nerf vague

Le NV possede différentes fonctions : il est sensitif, moteur, végétatif et anti-inflammatoire. Il
exerce son réle moteur sur de nombreux organes grace a ses efférences : le palais, le pharynx, le
larynx, la trachée, les bronches, les poumons, le cceur, I'estomac, l'intestin gréle et le cblon
(Berthoud and Neuhuber 2000).

Le NV innerve le cceur selon deux modalités (Randall and Ardell 1985) : le NV droit innerve le
cceur au niveau du noeud sinusal ou nceud de Keith et Flack, centre de I'automatisme cardiaque situé
dans l'oreillette droite ; le NV gauche innerve le noeud atrioventriculaire d’Aschoff-Tawara jouant un
role dans la force de contraction du muscle cardiaque, situé dans le septum (figure 9). Le NV avec le
systeme sympathique permet de réguler la fréquence cardiaque, la force de contractilité et la tension

artérielle (Ordelman et al. 2010).

Commande
parasympathique

Nerf vague
droit

Nerf vaguc
gauche

) Faisceau atrioventriculaire
Neoeud de Keith et Flack

Faisceaux internodaux
Noeud d’Aschoff et Tawara

Branche gauche

Branchedroite
Réticulum (réseau cde Purkinje)

Figure 9 : innervation parasympathique du cceur.

Concernant I'appareil cardio-vasculaire, le nerf vague a une fonction viscéro-sensible, les
fibres provenant des parois carotidiennes et aortiques permettent les réflexes végétatifs
d’adaptation du rythme cardiaque et de la tension artérielle.

Au niveau du tube digestif, le NV controle I'activité sécrétrice gastrique et biliaire. Il a un effet

excitateur en provoquant une augmentation de la sécrétion gastrique ainsi que du péristaltisme.
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Le NV a également un role dans la phonation (par le nerf récurrent), dans la déglutition (par
les branches pharyngées) et dans la respiration (fibres broncho-motrices).

Les afférences vagales permettent le transport des informations sensitives,
également des impressions gustatives de la base de la langue (Hofer et al. 1996) et de la sensibilité
de la peau de la région rétro-auriculaire. Au niveau du tube digestif, les afférences véhiculent
I'ensemble des informations concernant le volume du contenu luminal digestif ainsi que la
température. Les informations relatives a la douleur ne sont théoriquement pas véhiculées par le NV

mais plutot par le systeme sympathique.

2.3 Le nerf vague et I'inflammation

Le NV joue un r6le important dans le controle de lI'inflammation. Il constitue «l'arc de
controle réflexe de I'immunité» (Tracey 2009). Cet arc réflexe de I'immunité est composé des
afférences sensorielles du NV qui détectent la présence de molécules produites pendant une
infection ou une inflammation et qui transmettent I'information au SNC. En réponse, les efférences
motrices du NV transmettent le signal de modulation de la réponse immunitaire en périphérie. Dans
le cadre de lI'inflammation, le r6le du NV est double (Bonaz 2007 ; Pavlov and Tracey 2005 ; Tracey
2007 ; Ulloa 2005) :

- informer le systéme nerveux central d’'une inflammation périphérique par ses afférences,

- moduler I'inflammation par ses efférences.

2.3.1 La fonction des afférences vagales

Les afférences vagales expriment des récepteurs aux cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-
6, IL-1B) leur permettant de détecter la présence d’une inflammation et de transmettre I'information
provenant de I'abdomen au SNC sous forme de potentiels d’action. L'information est véhiculée a
I’hypothalamus qui va alors activer des circuits neuronaux afin de répondre a ce message. Des études
de vagotomies ont permis de mettre en évidence le réle primordial des afférences vagales dans le
relais de I'information de la présence d’une inflammation en périphérie au SNC (Hansen et al. 2001;

Watkins et al. 1995a).

La stimulation des TLRs (Toll Like Receptors) a la surface des cellules immunitaires par des
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) ou DAMPs (Disease-Associated Molecular

Patterns) induit I'augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Ceci active les
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afférences vagales qui vont a leur tour alerter le SNC de la présence de linfection ou de
I'inflammation. Deés lors, des circuits neuronaux visant a moduler I'inflammation vont étre activés.
Une premiére voie anti-inflammatoire peut étre activée : I'axe HPA induisant une sécrétion accrue de
glucocorticoides par les glandes surrénales. Les afférences vagales projettent I'information d’origine
périphérique sur le NTS, puis du NTS sur le NPV de I’hypothalamus permettant la libération de CRF
hypothalamique (principal médiateur du stress) et va ainsi favoriser la libération de glucocorticoides
afin d’atténuer la réponse inflammatoire périphérique. En effet, il a été démontré que la vagotomie
sous-diaphragmatique inhibe la stimulation de I'axe HPA (Gaykema et al. 1995). Une deuxieme voie

peut étre activée : la voie anti-inflammatoire cholinergique (figure 10).
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Figure 10 : les différentes connections et systéemes de régulation entre le SNC et le systeme immunitaire
(d’apres (Thayer and Sternberg 2010) : le nerf vague, I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), le
systéeme nerveux sympathique (SNS) et le systeme nerveux périphérique (PNS).
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2.3.2 La voie anti-inflammatoire cholinergique et les efférences vagales

Cette voie, aux propriétés anti-inflammatoires, a été découverte au début des années 2000
par le groupe de Tracey (Borovikova et al. 2000b), repose sur l'activation des efférences vagales
(Pavlov et al. 2003) et la sécrétion d’acétylcholine (ACh). Cette voie est complémentaire de I'axe
corticotrope qui est la voie classique connue. Elle est activée lorsque I'information de la présence
d’une inflammation est transmise par les afférences vagales au NTS dans le SNC. En réponse, des
potentiels d’action sont transmis a la périphérie induisant la sécrétion d’ACh par les efférences
vagales. Celle-ci va interagir avec les cellules immunitaires, notamment les macrophages, dans les
organes lymphoides ou directement au niveau du site de I'inflammation. Ces cellules immunitaires
sécrétrices de cytokines expriment des récepteurs a I’ACh a leur surface et plus précisément le
récepteur a7 nicotinique. En effet, la liaison de I'ACh sur le récepteur a7 nicotinique induit
I'inhibition du facteur de transcription NF-kB (Nuclear Factor Kappa B) responsable de la
transcription de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6) (van der Zanden et al. 2009). Un

effet anti-inflammatoire périphérique est alors obtenu (figure 11).
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Figure 11 : la voie anti-inflammatoire cholinergique (d’aprés (Tracey 2002)).
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2.3.2.1 La voie de signalisation de NF-kB

La voie anti-inflammatoire cholinergique contrdle la réponse immunitaire par un mécanisme
agissant sur le facteur de transcription, le NF-kB, des cellules immunitaires sécrétrices de cytokines
réparties dans l'organisme, au niveau des sites d’inflammation, dans les organes lymphoides et
notamment dans la rate. NF-kB est constitué de deux sous-unités hétérodimériques ou
homodimériques : p65 et p60 (Funakoshi et al. 2012). En situation «de repos» le facteur de
transcription NF-kB est associé a son inhibiteur IkB dans le cytoplasme. Lors de I'activation cellulaire,
par exemple lors d’une réaction immunitaire, IkB est phosphorylé par une kinase (IkK) provoquant sa
dégradation et sa dissociation de NF-kB. Ce dernier peut alors migrer dans le noyau de la cellule et
induire la transcription de génes pro-inflammatoires, résultant en une augmentation de la sécrétion
de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL.-6, HMGB1). Cette sécrétion en périphérie est
détectée par les afférences vagales, signalant la présence d’un site d’inflammation au SNC. En
réponse, les efférences vagales sont activées et sécrétent alors de I'’ACh au niveau de leurs
terminaisons. L’ACh se lie aux récepteurs a7 nicotiniques exprimés a la surface des cellules
immunitaires sécrétrices de cytokines. La fixation de I’ACh inhibe la phosphorylation d’IkB ainsi que
I'activation et la translocation de NF-kB, supprimant la transcription des cytokines pro-
inflammatoires (Borovikova et al. 2000b ; Parrish et al. 2008 ; Saeed et al. 2005 ; Wang et al. 2004 ;
Wang et al. 2003 ; Yoshikawa et al. 2006). La fixation de I’ACh sur son récepteur induit également un
changement de conformation de ce dernier qui peut alors recruter JAK2 (Janus kinase 2) afin de
former un complexe hétérodimérique. Ceci déclenche la voie de signalisation anti-inflammatoire
STATS3 (signal transducer and activator of transcription 3) et SOCS3 (suppressor of cytokine signalling
3) permettant d’inhiber la fixation de NF-kB a ’ADN et donc d’obtenir un effet anti-inflammatoire

(figure 12) (de Jonge et al. 2005).
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Figure 12 : voie de signalisation de NF-kB (d’apres (Tracey 2009)). TLR : Toll like récepteur ; JAK2 : Janus kinase
2 ; STAT 3 : Signal Transducer and Activator of Transcription 3 ; NF-kB: Nuclear Factor Kappa B ; p50/p65 : sous-
unités de NF-kB ; IkB: Inhibiteur Kappa B ; P : phosphorylé.

2.3.3 Le fonctionnement de I’acétyicholine dans l'effet anti-inflammatoire

2.3.3.1 Structure et métabolisme de I'acétylcholine

L'ACh est libérée par les terminaisons nerveuses du systéme nerveux somatique et
parasympathique. C’est le neuromédiateur du systeme cholinergique dont font partie les fibres du
NV. Ce neurotransmetteur joue un réle important au niveau du SNC mais également au niveau du
systeme nerveux périphérique, notamment pour I'activité de fonctions végétatives et musculaires.

Son métabolisme nécessite des enzymes de synthese et de dégradation: les cholines

acétyltransférases (ChAT) et les cholinestérases (ChE) respectivement (figure 13). L'ACh est formée a
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partir de la choline et de I'acétyl-coenzyme A. Apres sa synthése, I’ACh est stockée dans les vésicules
de la membrane présynaptique. Elle est libérée dans la fente synaptique lorsqu’un potentiel d’action
au niveau d’une terminaison axonale permet I'ouverture des canaux calcium dépendants. Une fois
dans la fente synaptique, 'ACh se fixe aux récepteurs membranaires exprimés sur la surface de la
membrane post-synaptique et induit a son tour une modification de la perméabilité ionique. L’ACh
présente dans la fente synaptique est hydrolysée par I'acétylcholinestérase en acétate et en choline

cette derniére étant recaptée par le neurone présynaptique.

He_ @
~ .
HyC— N—CH;—CH;—OH

HiC

CHy—C ~ SCoA
Choline I
acétyltransférase 0

Acétylcoenzyme A

H3-CoA

H)C\ @
HiC— N—CH;—CH,—0—C—CH,
H,C I

1]
Acétylcholing

Acétylcholine H,0
stérase

He @
HyC—C—0OH + HyCN—CH;—CH,—OH
HiC

I
0

LA.:ide acétigue [ LChoIins f

m m ’ Membrane postsynaptique

Figure 13 : métabolisme et libération de I'acétylcholine (d’aprés http://lecerveau.mcgill.ca/).
A : métabolisme ; B : libération d’acétylcholine dans une synapse.

2.3.3.2 Les récepteurs a I'acétylcholine

L'action de I'ACh dans la région postsynaptique est réalisée grace a des récepteurs
membranaires. Les récepteurs a I’ACh peuvent étre soit muscariniques (mAChR) soit nicotiniques
(nAChR).

Les mAChR sont des récepteurs métabotropes ou récepteurs a protéines G ; ils comportent
sept hélices transmembranaires et sont couplés aux protéines G (Kostenis et al. 1998). lls sont
regroupés en cing classes : de M1 a M5. Ces récepteurs sont a I'origine d’activations de cascades de

signalisation (Jakubik et al. 2011) ; lorsque I’ACh se fixe a ce type de récepteur, la protéine G est
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activée et module directement ou indirectement I'ouverture des canaux ioniques indépendants
(figure 14).

Contrairement aux récepteurs mAChR, les nAChR sont des récepteurs ionotropes ou
récepteurs canaux ; ils sont constitués d’un assemblage de cing sous-unités (hétéropentameres ou
homopentameres) formant une structure pentagonale autour d’'un canal central (Miyazawa et al.
2003). lls sont classés en sous-unités de types a, B, v, §, €; il existe dix sous-unités a, quatre sous-
unités B ; les sous-unités y, 6 et € n’existent que sous une seule forme (Lukas et al. 1999). Chaque
sous-unité possede quatre domaines transmembranaires (M1-M4). La fixation de I’ACh aux
récepteurs va induire une dépolarisation de la membrane post-synaptique en permettant I'entrée
d’un flux d’ions sodium et la sortie de potassium par ces canaux ligands-dépendants (Mamalaki and

Tzartos 1994).
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Figure 14 : structure des récepteurs a I'acétylcholine (d’aprés http://lecerveau.mcgill.ca/) A : structure d’un
récepteur nicotinique ; B : structure d’un récepteur muscarinique.

2.3.3.3 La localisation des récepteurs

Les récepteurs nicotiniques sont impliqués dans plusieurs fonctions. Ils sont retrouvés au
niveau du SNC, des jonctions neuromusculaires ainsi que dans le systéeme nerveux périphérique
(Marubio and Changeux 2000). En effet, I’ACh est non seulement sécrétée par les efférences vagales
mais également par les cellules immunitaires permettant alors un lien de modulation entre le SNC et
le systéme immunitaire (Kawashima and Fujii 2003 ; Matthay and Ware 2004). Une étude utilisant un
antagoniste spécifique aux récepteurs nicotiniques, I'a-bungarotoxine avec un « tag » fluorescent a
permis de mettre en évidence que les macrophages expriment a leur surface des récepteurs nAChR
(Drisdel and Green 2000 ; Villiger et al. 2002), et notamment le récepteur a7nAChR nécessaire pour
I'effet anti-inflammatoire induit par la fixation de I’ACh (Snoek et al. 2010; Wang et al. 2003). Cet
effet anti-inflammatoire nécessitant la présence du récepteur a7nAChR est surprenant car la
signalisation du parasympathique est classiquement réalisée sur les récepteurs mAChR des organes

cibles (Huston and Tracey 2011). Généralement, les cellules mononucléées expriment les deux types
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de récepteurs mAChR et nAChR a leur surface (Filippini et al. 2012; Huston and Tracey 2011 ; Wang
et al. 2003). Plusieurs types de cellules immunitaires expriment différents sous-types de nAChR (de
Jonge and Ulloa 2007) : les macrophages expriment I'a7nAChR ainsi que d’autres sous-types de
nAChR (Borovikova et al. 2000b ; Galvis et al. 2006), les lymphocytes B expriment I'a7nAChR et
I'a4B2 nAChR (Skok et al. 2006), les lymphocytes T expriment les mAChR et différents sous-types de
nAChR (De Rosa et al. 2005 ; Nizri et al. 2006; Sato et al. 1999). Néanmoins, il a été constaté que I'a7
nAChR n’est pas le seul a pouvoir jouer un role dans la modulation de I'inflammation induite par la
sécrétion d’acétylcholine par le NV. Une étude récente (van der Zanden et al. 2009) a démontré que
la stimulation du récepteur a4B2 nAChR sur des macrophages du péritoine et de la muqueuse
induisait une augmentation de I'endocytose et de la phagocytose tout en diminuant la sécrétion de
cytokines pro-inflammatoires et en n’affectant pas la libération de cytokines anti-inflammatoires (IL-
10) (Borovikova et al. 2000b).

Cette voie anti-inflammatoire cholinergique peut donc étre une cible thérapeutique dans le
traitement des différentes pathologies inflammatoires notamment les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin (MICI), les colites (Ghia et al. 2006), les affections inflammatoires
rhumatismales telles que la polyarthrite rhumatoide, le choc septique, I'ischémie-reperfusion ou un
choc hémorragique (Bernik et al. 2002a ; Bonaz 2007; Borovikova et al. 2000b ; Guarini et al. 2003 ;
Wang et al. 2003). L'activation de cette voie peut se faire soit par |'utilisation d’agonistes
cholinergiques notamment les agonistes spécifiques du récepteur a7 nicotinique, soit par une
approche anatomiquement plus ciblée : la neurostimulation vagale (NSV). Des agonistes spécifiques
du récepteur a7 tels que le CNI-1493, 'AR-R17779 ou le GTS-21 ont été utilisé avec succes dans
différents modeles, notamment dans le cas de l'ileus post-opératoire, de la pancréatite et de la colite

(Bernik et al. 2002b ; Borovikova et al. 2000a ; Hommes et al. 2002 ; van Westerloo et al. 2006).

2.4 La neurostimulation vagale

De nos jours, la stimulation électrique des afférences vagales a montré son intérét pour le
traitement de certaines formes d’épilepsie ou de dépression (Ghia et al. 2008; Groves and Brown
2005 ; Mauguiere 1996). Le neurostimulateur utilisé chez I’'Homme est commercialisé par la société
Cyberonics. Le stimulateur est implanté sous la clavicule du patient et I'électrode de stimulation sur
la partie cervicale du NV gauche car une stimulation du NV droit induit des troubles de la fréquence
cardiaque (le NV droit innerve le cceur au niveau du nceud de Keith et Flack) (figure 15). Le
stimulateur est programmable et permet de délivrer une stimulation avec des parameétres précis

(intensité, fréquence, et cycle ON/OFF sont programmables).
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Figure 15 : schéma d’implantation de I’électrode de stimulation et du stimulateur (d’apres Mayo Foundation
for Medical Education and Research).

La premiere implantation d’électrodes de stimulation pour la NSV a été réalisée en 1988 aux
USA pour le traitement de certaines formes d’épilepsie réfractaires aux traitements. La NSV a ensuite
été approuvée en 1994 en Europe et en juillet 1997 par la «Food and Drug Administration» (FDA) aux
Etats-Unis pour le traitement des épilepsies réfractaires (Groves and Brown 2005). Ce traitement est
réservé aux patients atteints d’épilepsie résistante aux traitements et ne pouvant pas subir de
chirurgie (Ben-Menachem 2002 ; Heck et al. 2002). Les résultats des études de suivis des patients
recevant la NSV comme traitement montrent une efficacité importante. En effet, environ 20% des
patients n’ont plus ou presque plus de crises, et environ 50% des patients ont une amélioration de
leur état général avec une baisse de la fréquence des crises (Bao et al. 2011; Wheeler et al. 2011). Le
mécanisme d’action de la NSV dans le contrdle des crises d’épilepsie n’est pas encore parfaitement
élucidé. Une désynchronisation de I'activité synaptique ainsi qu’une diminution de I'activité des
structures limbiques accompagnées d’une sécrétion de norépinephrine pourrait étre impliquées dans
le mécanisme d’action de la NSV (Casazza et al. 2006). Il a été démontré par immuno-marquage de la
protéine nucléaire Fos (exprimée dans des conditions d’activation neuronale) de plusieurs régions
cérébrales chez le rat qu’apres NSV gauche, 'amygdale, I’hypothalamus et le cortex cingulaire étaient
activés (Naritoku et al. 1995). Dans une autre étude, une augmentation de la norépinéphrine dans le
cortex et I'hippocampe a également été mise en évidence (Roosevelt et al. 2006). De plus, il a été
démontré que l'effet de la NSV sur le contréle du nombre de crises augmente avec la durée du

traitement (Boon et al. 2009 ; Colicchio et al. 2010; Labar 2004).
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La NSV s’applique également au traitement de certaines formes de dépression pharmaco-
résistante. En effet, il a été observé dans les années 1990 que les patients épileptiques traités par
NSV ressentaient une amélioration de leurs humeurs (Handforth et al. 1998). Aprés des études
précliniques, le traitement par la NSV de la dépression pharmaco-résistante a été accepté en mars
2001 en Europe et en juillet 2005 aux Etats-Unis (Groves and Brown 2005). Le suivi des résultats des
patients a démontré que I'effet positif de la NSV s’amplifie avec la longueur du traitement (Rizvi et al.
2011). En effet, apres un an de NSV, 53% des patients traités ressentent une amélioration et 33%
sont en rémission totale contre respectivement 37% et 17% apres trois mois de traitement
(Schlaepfer et al. 2008).

Pour le traitement de ces deux pathologies, les fréquences de stimulation utilisées sont entre
20 et 30Hz afin d’avoir un effet sur le SNC par stimulation des afférences vagales et d’obtenir un effet
thérapeutique. Peu d’effets secondaires sont répertoriés, aucun retentissement sur la fréquence
cardiaque n’est observé, par contre un enrouement temporaire de la voix, une toux, un
essoufflement, des picotements sont ressentis au début du traitement et s’estompent avec le temps

(tableau 2) (Bao et al. 2011).

Effets secondaires 0-3 mois (n=232) 9-12 mois (n=209)
Altération de la voix 135 (58,2%) 113 (54,1%)
Toux 55 (23,7%) 13 (6,2%)
Douleur dans le cou 38 (16,4%) 27 (12,9%)
Dyspnée 33(14,2%) 34 (16,3%)
Dysphagie 31 (13,4%) 9 (4,3%)
Paresthésie 26 (11,2%) 9 (4,3%)

Tableau 2 : effets secondaires associés a la NSV de 0-3 mois et de 9-12 mois aprés implantation (d’apres
Summary Information- VNS therapy system,U.S. Food and Drug Administration 2005).

Aujourd’hui environ 60 000 patients a travers le monde ont bénéficié de la NSV comme
traitement. Elle pourrait étre appliquée a d’autres pathologies telles que I'anxiété, la migraine
(Groves and Brown 2005) ou l'obésité (Pardo et al. 2007), et également aux pathologies
inflammatoires comme les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin (MICI) et la polyarthrite
rhumatoide. En effet cette technique stimule et active la voie anti-inflammatoire cholinergique
(Borovikova et al. 2000b). En outre, ce traitement serait tres intéressant pour les MICI de par son
faible colit comparé a celui des traitements pharmacologiques et par son innocuité : il existe tres peu

d’effets secondaires qui s’estompent avec le temps. Il permettrait également d’éviter les probléemes
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d’observance qui sont important dans les MICI, environ 30 a 50% des patients ne prennent pas

correctement leurs traitements.

3. Le systeme immunitaire

Le systeme immunitaire (SI) maintient I'intégrité de I'organisme en le défendant contre le
non-soi (bactéries, virus) ou contre les cellules tumorales et en reconnaissant et tolérant le soi. Lors
d’une infection, I'organisme met en place une réponse du systeme immunitaire afin d’éliminer les
pathogénes. Il existe une réponse immunitaire innée (ou non spécifique) et une réponse immunitaire
adaptative (spécifique). L'immunité innée constitue la premiere ligne de défense contre les
organismes étrangers, elle est rapide. Elle met en jeu des substances humorales, des cascades
protéolytiques (protéines de complément) et des composants cellulaires : les cellules phagocytaires
(monocytes/macrophages, polynucléaires neutrophiles).

L'immunité adaptative comprend un ensemble de réponses cellulaires et humorales
spécifiques de I'antigene, elle constitue la deuxieme ligne de défense de I'organisme. Elle demande
plus de temps que l'immunité innée pour se mettre en place. Elle a pour but d’éliminer
spécifiguement le pathogene mais également de développer une mémoire de ce pathogene afin de
pouvoir répondre plus rapidement et plus efficacement lorsqu’il apparaitra a nouveau.

L'immunité innée et I'immunité acquise coopérent afin de produire une immunité plus

efficace. Les deux systémes travaillent ensemble pour I'élimination d’un pathogéne.

3.1 Les cellules du systeme immunitaire

La majorité des cellules immunitaires proviennent de cellules souches hématopoiétiques
multipotentes dans la moelle osseuse. Ces cellules souches se différencient par la suite en cellules
progénitrices lymphoides ou myéloides. A leur tour ces cellules se différencient pour donner
différentes cellules matures. Les étapes de prolifération et de maturation se font dans la moelle
osseuse a l'exception des lymphocytes T qui effectuent leur étape de maturation dans le thymus

(figure 16).
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Figure 16 : les étapes de ’lhématopoiése. DC : cellules dendritiques, NK : natural killer, LB : lymphocytes B, LT:
lymphocytes T, NKT: natural killer T.

3.1.1 Les cellules lymphoides

Les cellules lymphoides sont a I'origine des lymphocytes, divisés en deux types cellulaires :

- les grands lymphocytes granuleux : les lymphocytes NK (natural killer) participant a la
réponse immune innée,

- les petits lymphocytes lisses : les lymphocytes B et T qui font partie de la réponse immune
adaptative. A I'état de base, ils sont localisés dans les tissus lymphoides.

Les lymphocytes NK sont localisés dans tous les tissus. lls représentent 5 a 15% des

lymphocytes circulants humains. lls n’expriment pas de récepteur spécifique de I'antigéne a leur
surface. Ce sont des cellules de I'immunité innée qui jouent un réle important dans la réponse anti-
infectieuse et anti-tumorale. lls reconnaissent et lysent les cellules qui expriment des molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité 1 (CMH-1) comportant des anomalies (cellules infectées et

tumeurs).

Les lymphocytes T (LT) représentent 75% des lymphocytes circulants chez I’humain. lls sont

responsables de I'immunité cellulaire. Ces lymphocytes proviennent également de la moelle osseuse,
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mais ils migrent dans le thymus afin d’effectuer leur maturation. Lors de la maturation, les LT

viennent a exprimer a leur surface une molécule de liaison a I'antigene (Ag) spécifique : le TCR

(récepteur des cellules T). Le TCR est associé aux protéines du corécepteur CD3 (cluster de

différenciation 3). Le TCR est un hétérodimere qui peut étre constitué d’'une chaine a associée a une

chaine B. Les lymphocytes portant un TCR af} représentent 95% des LT et sont différenciés en deux

sous-populations :

(0]

Lymphocytes T CD4 +: ils expriment a leur surface le marqueur CDA4. lls sont

également appelés T auxiliaires ou T helper (Th) ou les T régulateurs pour ceux

exprimant également le FoxP3 (T reg) et ont pour fonction de moduler I'activité

des autres cellules immunitaires. Il existe différentes sous-populations de Th

classées selon les cytokines qu’ils sécretent :

Lymphocytes Th1 : favorisent I'immunité cellulaire, sécretent I'IL-8, I'IL-2,
le TNF-a et I'INF-y, favorisant I'inflammation ;

Lymphocytes Th2 : favorisent I'immunité humorale, sécretent I'lL-4, I'IL-5,
I'IL-13 et I'IL-10 (Mosmann et al. 1991);

Lymphocytes Th17: favorisent linflammation et I'auto-immunité,
sécretent de I'lL-17 (Corvaisier-Chiron and Beauvillain 2010 ; Langrish et
al. 2005) ;

Lymphocytes Treg : nécessaires au maintien de la tolérance. Capables
d’inhiber I'activation des autres lymphocytes T, sécretent de I'lL-10 et du
TGF-B (transforming growth factor B). lls expriment le CD4, le CD25 et le
facteur de transcription FOXP3 (forkhead box P3) (Chatila 2005).

Des modifications au niveau de la balance Th1/Th2 et Treg/Th17 ont été répertoriées

dans des maladies inflammatoires auto-immunes ou dans des cas de colites

(Corvaisier-Chiron and Beauvillain 2010 ; Sanchez-Munoz et al. 2008).

(0]

Lymphocytes T CD8+ : ils expriment a leur surface le marqueur CD8. Ce sont les

lymphocytes T cytotoxiques (Tc). Leur fonction est de lyser les cellules exprimant

les antigénes spécifiques.

Les lymphocytes T peuvent également exprimer un TCR constitué d’une chaine y associée a

une chaine 6. lls représentent seulement 5% des lymphocytes circulants de I’"humain ; ils assurent la

surveillance des épithéliums ou ils sont plus abondants (10 a 30%). lls sont capables de reconnaitre

directement les Ag entiers par leur TCR et les cellules en état de stress; ils répondent en lysant

directement la cellule cible ou modulent I’activité d’autres cellules immunitaires.
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Les lymphocytes NKT, contrairement aux cellules NK, expriment un TCR et le CD3 a leur

surface, mais elles ne présentent ni le CD4 ni le CD8 (Lees et al. 2001). lls représentent moins de 1%
des LT circulants humains. Ils sont capables de reconnaitre les lipides et les glycolipides présentés par
des molécules proches des molécules du CMH-1 : le CD1d exprimé par les cellules présentatrices d’Ag
(CPA). Les NKT activent la différenciation des monocytes en cellules dendritiques au cours de la
réaction inflammatoire. lls possedent des propriétés immunorégulatrices (Bendelac et al. 2007; Wu
and Van Kaer 2009; Wu and Van Kaer 2011).

Les lymphocytes B représentent 5 a 15 % des cellules lymphoides circulantes. lls arrivent a

maturation dans la moelle osseuse. Lorsqu’ils quittent celle-ci ils expriment a leur surface un
récepteur de liaison a I'antigene : le BCR (récepteur des cellules B) qui est une immunoglobuline
capable de reconnaitre I’Ag directement contrairement aux TCR qui ne peuvent reconnaitre I’Ag que
lorsque ce dernier est lié a des molécules du CMH des cellules présentatrices d’antigenes (CPA).
Lorsqu’ils sont activés par la reconnaissance de leur Ag spécifique ils se différencient en plasmocytes

qui ont pour fonction la synthese d’immunoglobulines. Ils jouent également le réle de CPA.

3.1.2 Les cellules myéloides

Les cellules myéloides participent toutes a I'immunité innée. Elles produisent les cellules
myélocytaires (lignée des polynucléaires ou granulocytes) et les cellules monocytaires (monocytes,
macrophages et cellules dendritiques) au cours de ’hématopoiese.

Les polynucléaires ou granulocytes sont réparties en plusieurs sous-familles :

0 les polynucléaires neutrophiles qui représentent 90% des polynucléaires. Ce sont
les premieres cellules a intervenir lors d’une infection. lls contiennent différents
granules (tels que la myélopéroxydase (MPOQ), des lysozymes) synthétisés au
cours de leur différenciation et qui leur permet d’éliminer le non-soi et d’activer
la migration de nouveaux neutrophiles.

0 les polynucléaires éosinophiles : ils sont localisés dans les tissus. lls contiennent
également des granules qui leur permettent d’intervenir dans la défense anti-
parasitaire.

0 les polynucléaires basophiles : ils sont les moins nombreux et jouent un réle
important dans l'allergie. Ils possédent de nombreux granules qu’ils libérent
lorsqu’ils sont activés. De I'histamine et d’autres médiateurs chimiques sont

retrouvés dans les granules qui sont a I'origine de la réponse inflammatoire.
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0 les mastocytes: ils sont abondants dans les tissus en contact avec
I’environnement tels que les muqueuses ou la peau. lls jouent également un réle
primordial dans I'allergie. lls contiennent de nombreux granules et expriment a
leur surface des récepteurs de haute affinité de I'immunoglobuline E (IgE).
Lorsqu’ils sont activés ils libérent de I'histamine (réle primordial dans les

allergies) et d’autres médiateurs chimiques a lorigine de la réponse

inflammatoire.

Les phagocytes mononucléés regroupent toutes les cellules issues des monocytes.

0 Les monocytes: ce sont des cellules retrouvées uniquement dans le sang. lls
circulent dans le sang puis migrent dans les tissus ou ils se différencient en
macrophages ou en cellules dendritiques résidentes participant a la surveillance
de ces tissus.

O Les macrophages: ce sont des cellules phagocytaires provenant de la
différenciation des monocytes. Ills sont ubiquitaires et présentent des formes
variées en fonction du tissu dans lequel ils résident et portent des noms
différents (dans le foie : cellules de Kiippfer, dans les poumons : macrophages
alvéolaires, dans les tissus nerveux: cellules microgliales). Elles peuvent
également jouer le role de CPA.

0 Les cellules dendritiques : ces cellules présentent des expansions cytoplasmiques
appelées dendrites. Elles expriment a leur surface de nombreux récepteurs
reconnaissant des molécules de pathogenes (PRR) ainsi que le CD4 et les
molécules du CMH-1 et CMH-2. Elles sont présentes dans tous les tissus de
I'organisme. Elles jouent le réle de cellules phagocytaires mais également de
CPA. Elles ont pour fonction d’activer les lymphocytes T. Une fois I’Ag phagocyté,
elles migrent dans les vaisseaux lymphatiques afin d’atteindre les organes
lymphoides secondaires pour présenter les antigénes aux lymphocytes T. Elles
jouent également un réle important au niveau du thymus dans le maintien de la
tolérance du soi.

Ces différentes cellules immunitaires expriment a leur surface des molécules membranaires
permettant de les distinguer les unes des autres et également de distinguer les étapes de maturation
des lymphocytes. Ces molécules sont aussi appelées : cluster de différenciation (CD), et sont utilisés

pour caractériser les sous-types cellulaires. Ces CD sont reconnus par des anticorps monoclonaux qui
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peuvent étre utilisés lors d’expériences en cytométrie en flux (tableau 3). Certains marqueurs sont

différents entre ’'Homme et le rat.

Cluster de Cluster de différenciation

. L. F i llul
différenciation rat Homme onction Cellules

D3 D3 Elément de transduction du T

signal du récepteur des TCR

Molécule d’adhésion se liant aux
CcD4 Cb4 molécules de classe Il du CMH ; LTh
transduction du signal

Molécule d’adhésion se liant aux
CD8 CD8 molécules de classe | du CMH ; LTc
transduction du signal

Lymphocytes activés
et
LTreg

Sous-unité a du récepteur de la

D2 D2
b25 €b25 cytokine IL-2

CD28 CD28 Recepteu'r de Ia'molecule B7 de LTh et LTc
co-stimulation des CPA

CD45RA CD19 Transduction du signal LB

cD161a CD56 et CD16 Moc%ul‘ajtlon de la cytotoxicité NK
médiée par les cellules NK

CD3 et CD161 a CD3, CD56 et CD16 NKT

Tableau 3 : clusters de différenciation chez le rat et 'THomme des populations lymphocytaires. CD : cluster de
différenciation ; Th : lymphocyte T helper ou auxiliaire ; Tc : lymphocyte T cytotoxique ; Treg : lymphcoytes T
régulateurs ; NK : cellule natural killer ; NKT : cellule natural killer T.

Lors d’'une infection, I'organisme répond dans un premier temps avec I'immunité innée
jusqu’a atteindre le seuil d’activation de la réponse immunitaire adaptative. Les lymphocytes T ne
peuvent pas reconnaitre un antigéne directement avec leur TCR. Il faut que cet antigene soit tout
d’abord phagocyté par une CPA comme les cellules dendritiques qui présentent alors des fragments
protéolysés de I’Ag lié a des protéines de la membrane du CMH-1. Lorsque le LT naif rencontre I'Ag
couplé a une molécule de CMH-1 a la surface d’une CPA, le LT prolifére et se différencie en cellules T

effectrices et en LT mémoires. Ces T effectrices vont sécréter divers facteurs comme les cytokines qui
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jouent un réle primordial dans I'activation des lymphocytes B, des LTc, des macrophages et des
autres cellules participant a la réponse immunitaire.

L'activation des lymphocytes T requiert deux signaux : la reconnaissance antigénique par le TCR et un
signal de co-stimulation passant par le CD28 exprimé sur le LT qui se lie au récepteur B7 de la CPA

(figure 17). Si le signal de co-stimulation n’est pas réalisé, le lymphocyte T reste en anergie.

Figure 17 : La synapse immunologique : activation d’un lymphocyte T. CPA : cellule présentatrice d’antigene ;

T : lymphocyte T.

3.1.3 La réaction inflammatoire

La réaction inflammatoire est déclenchée dans I'organisme par la détection d’une agression.
Elle est caractérisée par des symptomes locaux : la rougeur, le gonflement, la chaleur et la douleur.
Lorsqu’elle est controlée et limitée dans le temps, elle met fin a I'agression en assurant la réparation
des tissus lésés et en éliminant I’Ag. Dans ce cas, la réaction inflammatoire est considérée comme
aigué. Par contre, lorsque la réaction inflammatoire se prolonge elle est dite chronique et devient a
ce moment-la délétere pour I'organisme (Libert 2003; Nathan 2002).
La réaction inflammatoire consiste en plusieurs étapes :

- Activation des cellules immunitaires résidentes. Les cellules agressées sécretent des
médiateurs (cytokines, HSP (Heat Shock Protein), enzymes) percus par les cellules immunitaires
résidentes : les macrophages, les cellules dendritiques et les mastocytes. Ces cellules vont alors
sécréter des facteurs solubles permettant le recrutement de cellules immunitaires sur le site de
I'inflammation. Ces facteurs solubles sont des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNF-a, IL-6, IL-12,
IL-18), des substances vasodilatatrices (oxyde nitrique (NO), prostaglandines), des leucotriénes, et
également des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B) afin de réguler la réaction inflammatoire

(de Waal Malefyt et al. 1991 ; Huston and Tracey 2011).
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- Exsudation plasmatique sur le site de lI'inflammation. Elle est provoquée par la
vasodilatation des capillaires ainsi que par la perméabilité de I'endothélium. Ceci permet I'arrivée de
nombreuses molécules antimicrobiennes directement sur le site de l'inflammation (le complément,
les lectines, la lactoferrine).

- Extravasation ou diapédese des leucocytes. Les leucocytes sanguins sont recrutés sur
le site de l'inflammation. Les leucocytes atteignent les tissus inflammés grace a des facteurs
chimiotactiques.

Toutes les cellules recrutées interagissent afin d’optimiser leur action antimicrobienne et orientent la
réaction inflammatoire adaptative.

- L'arrét de la réaction inflammatoire est provoqué lorsque I’Ag ayant provoqué
I'agression est éliminé. La réparation des tissus endommagés est alors engagée. Pour cela des
médiateurs sont sécrétés tels que des cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B, IL-13, IL-4)
(tableau 4) inhibant I'activation des cellules et la production de cytokines pro-inflammatoires, ainsi
que l'activation de cellules permettant la réparation tissulaire : cellules endothéliales, kératinocytes,
fibroblastes. Cet arrét est également contrélé par I'action des lymphocytes Treg de fagon a éviter une

réponse immunitaire exacerbée et les dommages tissulaires qu’elle provoquerait (Chatila 2005).
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Cytokines

Cellules sécrétrices

Fonction

IL-1

IL-2

IL-6

TNF-a

IL-12

IL-17

IFN-y

HMGB-1

TGF-B

IL-4

IL-10

Monocytes, macrophages, granulocytes, LT, LB,
NK, cellules endothéliales, fibroblastes,
kératinocytes, cellules musculaires lisses,
astrocytes

Lymphocytes T, lymphocytes B, NK

Monocytes, macrophages, fibroblastes, LT, LB,
granulocytes, éosinophiles, cellules musculaires
lisses, mastocytes, cellules gliales, kératinocytes

Monocytes, macrophages, neutrophiles, LT, NK,
granulocytes, astrocytes, microglie,
fibroblastes, cellules musculaires lisses

LB, LT

LT CD4+

LB, LT, NK

Monocytes, macrophages

Macrophages, lymphocytes, kératinocytes,
cellules endothéliales, plaquettes

Th2, mastocytes

LT, Th2, monocytes, LB, kératinocytes,
mastocytes

Pro-inflammatoire ; provoque la fiévre

Pro-inflammatoire ; prolifération des
lymphocytes T et lymphocytes B

Pro-inflammatoire ; provoque I'immunité
innée et I'élimination des pathogenes

Pro-inflammatoire ; provoque I'immunité
innée et I'élimination des pathogénes

Pro-inflammatoire ; stimule la prolifération
des NK et cellules Th1 activés ; induit la
différenciation en LTc

Pro-inflammatoire ; maintient
I'inflammation

Pro-inflammatoire ; augmente I'activité
des macrophages ; inhibe la prolifération
de LTh2

Pro-inflammatoire

Anti-inflammatoire ; inhibe la prolifération
des cellules épithéliales, lymphoides
limitant la réponse inflammatoire et

favorisant la cicatrisation

Anti-inflammatoire ; stimule la
prolifération des LB, induit la prolifération
des LT, augmente 'activité phagocytaire

Anti-inflammatoire ; réduit la production
de cytokines par les LTh1

Tableau 4 : récapitulatif des cytokines principales jouant un réle dans la réaction inflammatoire.
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3.2 Régulation du systeme immunitaire par le SNC

Le controle de la réponse immunitaire peut s’effectuer par I'intermédiaire de I'innervation
directe des organes lymphoides périphériques. En effet, les terminaisons nerveuses sécretent des
neuromédiateurs pouvant moduler le fonctionnement des cellules du SI. De plus, le SI communique
avec le SNC par voie nerveuse et humorale (cytokines), impliquant les voies sensorielles afférentes

(afférences vagales et nociceptives).

3.2.1 Récepteurs de neuromédiateurs sur les cellules immunitaires

La présence de récepteurs neuroendocriniens a la surface des cellules immunocompétentes
est nécessaire pour la communication et la régulation du SNC sur le Sl. En effet, il a été démontré que
les leucocytes expriment a leur surface une large variété de récepteurs, notamment des récepteurs
aux glucocorticoides et des récepteurs a I’ACh retrouvés sur les lymphocytes T et B, les monocytes et
macrophages et sur les neutrophiles pour les récepteurs aux glucocorticoides uniquement.

La réponse de I'immunité innée pendant une infection ou une blessure est primordiale pour
la protection de l'organisme contre une infection généralisée tel que le choc septique. La réponse
inflammatoire déclenchée en réponse doit étre contrélée pour avoir un effet bénéfique pour
I’organisme. La production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1, HMGB1, IL-6) est bénéfique
et favorise la coagulation et la réparation des tissus endommagés. Toutefois, si la production de ces
cytokines est trop abondante et non contrblée, cela engendre de graves problémes au niveau des
tissus et peut aller jusqu’au choc septique ou des pathologies inflammatoires (Hotchkiss and Karl
2003 ; Nathan 2002 ; Ulloa and Tracey 2005). Des thérapies visant a neutraliser ces cytokines ont été
développées comme le traitement utilisant des anticorps monoclonaux anti-TNF pour la maladie de
Crohn (Van Assche and Rutgeerts 2000), toutefois ces traitements provoquent de nombreux effets
secondaires. A I'état de base, des médiateurs anti-inflammatoires tels que I'IL-10, le TGF-B ou les
glucocorticoides, sont sécrétés afin de contréler la réponse inflammatoire et d’éviter des réponses
inflammatoires excessives. Ceci est contrélé par I'action du SNC a travers le nerf vague et la voie anti-
inflammatoire cholinergique décrite précédemment. Toutefois, un maillon supplémentaire peut étre
ajouté a la voie anti-inflammatoire cholinergique : la rate.

Il a été démontré que la rate, organe lymphoide secondaire, joue un réle primordial dans la

régulation de I'inflammation par la voie anti-inflammatoire cholinergique (Huston et al. 2006).
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3.2.2 Anatomie de la rate

La rate est située dans I’hypocondre gauche, elle mesure environ 12 cm de long chez I'adulte.
Elle repose sur I'angle colique gauche. Elle présente deux faces, deux bords et deux poles :

- la face ventro-médiale ou face gastrique est en regard de I'estomac ; au centre de cette face
le hile ou pédicule vasculaire est retrouvé. En avant du hile, se trouve la facette gastrique et en arriere
la facette rénale ;

- la face dorso-latérale ou face diaphragmatique est face au diaphragme ;

- un pole cranial arrondi ;

- un pole caudal aplati : la facette colique ;

- un bord dorsal régulier et arrondi ;

- un bord ventral crénelé (figure 18).
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Figure 18 : la surface viscérale de la rate (d’apres Gray, Henry. Anatomy of the Human Body. Philadelphia:
Lea & Febiger, 1918)

La rate est entourée de péritoine, puis d’'une capsule conjonctive envoyant des travées qui
s’étendent dans le parenchyme. Trois parties peuvent étre distinguées dans le parenchyme : la pulpe
rouge , la pulpe blanche et la zone marginale :

- la pulpe rouge est plus étendue, c’est un réseau de sinus veineux et de cordons cellulaires (cordons
de Billroth). Les cordons contiennent des plasmocytes, des macrophages, des globules blancs, des
globules rouges et des plaquettes. Les cordons s’étendent entre les sinus. C'est dans la pulpe rouge

que les érythrocytes trop agés ou anormaux sont éliminés.
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- La pulpe blanche regroupe les tissus lymphoides sous forme d’amas (corpuscules de Malpighi)
autour des rameaux artériels. Les lymphocytes T sont majoritaires dans la pulpe blanche.
- La zone marginale est a la jonction de la pulpe rouge et blanche. Elle contient des macrophages, des

cellules dendritiques et des lymphocytes B formant des follicules (figure 19).

Capsule
Tra?'ées Follicule primaire
Sinus
vasculaire %:o:.;-,n.:,
Zonc B Pulpe blanche
Zone
Périartériolaire

Lone 1

Pulpe rouge Centre germinatif

Artére

Figure 19 : Coupe transversale de la rate.

La rate est considérée comme le plus important des filtres du sang de I'organisme. Elle a deux
roles principaux, le premier consistant a retirer de la circulation sanguine et de détruire les
érythrocytes trop agés ou anormaux ainsi que les débris cellulaires et les microorganismes (Kraal
1992 ; Steiniger and Barth 2000); le deuxieme est la participation a la réponse immunitaire de
I’organisme.

Elle recoit une grande quantité de sang par 'artere splénique et elle est drainée par la veine
splénique dans le systeme porte. Sa structure permet l'existence de contacts étroits entre la
circulation sanguine et les cellules immunitaires. La rate est un lieu important pour la capture d’Ag, la
pulpe rouge est un filtre a Ag et la pulpe blanche sert a la réponse immunitaire. Ainsi elle peut
répondre a des infections systémiques. Les Ag sont amenés a la rate par l'artére splénique, ils
pénetrent dans celle-ci par les ramifications de I'artere jusqu’aux manchons périartériels. lls entrent
en contact avec des CPA, les cellules dendritiques. Ces derniéres vont présenter I’Ag aux lymphocytes
T (Attanavanich and Kearney 2004), ou aux lymphocytes B par le biais des cellules dendritiques
folliculaires de la zone marginale et vont ainsi permettre la production de plasmocytes (Mebius and
Kraal 2005). La répartition tissulaire des populations lymphoctaires dans la rate humaine est la
suivante : 30-40% lymphocytes T, 50-60% lymphocytes B, 1-5% lymphocytes NK.

C'est également un organe effectuant beaucoup de phagocytose de part I'activité des

macrophages spléniques capturant les antigénes circulants dans le sang. La rate permet de
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déclencher deux types de réponse immunitaire : une réponse innée ou une réponse adaptative. La
pulpe blanche est impliquée uniquement dans la réponse immune adaptative, alors que la zone
marginale peut déclencher les deux types de réponses (présence de macrophages et de lymphocytes
B).

Le role crucial de la rate dans la détection des antigenes et la protection de I'organisme a été
démontré dans des études de splénectomie sur I'animal ou des études cliniques chez 'Homme. Sans
rate, I'organisme répond de maniere moins appropriée a I'antigéne ce qui rend les personnes plus

susceptibles aux infections.

3.2.3 Réle de la rate dans l'inflammation

La rate est innervée par le nerf splénique qui contient une majorité de fibres nerveuses
sympathiques. L'innervation postganglionnaire noradrénergique prend naissance dans le ganglion
mésentérique cceliaque. Ces fibres nerveuses entrent dans la rate autour de I'artére splénique, elles
sont retrouvées dans les zones lymphoides T et B.

L'innervation parasympathique de la rate reste un point de controverse (Brandon and Rand
1961). Certaines études démontrent I'innervation directe de la rate par le NV (Buijs et al. 2008; Chen
et al. 1996) pendant que d’autres décrivent une innervation indirecte (Bellinger et al. 1993 ; Nance
and Sanders 2007 ; Rosas-Ballina et al. 2008). L’étude de Rosas-Ballina et al. propose une innervation
indirecte de la rate par le NV qui modulerait le fonctionnement du nerf splénique par les récepteurs
nicotiniques sur le ganglion mésentérique cceliaque supérieur (Rosas-Ballina et al. 2008). Ceci
induirait la stimulation des récepteurs adrénergiques se trouvant a la surface des cellules
immunitaires spléniques. Les travaux de Bellinger et al. montrent que les fibres nerveuses du NV
atteignent le ganglion cceliaque ou se trouvent les corps cellulaires des axones du nerf splénique et
ou les fibres du NV forment des synapses (Bellinger et al. 1993 ; Berthoud and Powley 1993;
Berthoud and Powley 1996). Les fibres du nerf splénique maitrisent alors la réponse immunitaire de
la rate sous le contréle du NV.

Dans I’étude réalisée par Buijs et al., il a été démontré, en utilisant une technique de traceur
rétrograde injecté dans la rate et une analyse des neurones positifs au virus au niveau du SNC et
notamment au niveau des neurones parasympathiques du noyau moteur dorsal du vague (DMNV),
que la rate est innervée directement (Buijs et al. 2008).

Cependant, méme si I'innervation du NV a la rate n’est pas encore déterminée de maniere
slre, le NV est capable de moduler I'activité immunitaire de la rate. En effet, lorsque la voie anti-

inflammatoire cholinergique est activée, il a été démontré que les potentiels d’actions sont transmis
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du NV au ganglion cceliaque et finalement au nerf splénique, permettant ainsi d’obtenir un effet anti-
inflammatoire (Huston et al. 2006 ; Rosas-Ballina et al. 2008)

Les travaux de Huston et al. ont montré que la splénectomie chez des rats présentant une
endotoxémie létale supprime complétement la diminution de sécrétion de TNF-a apres NSV (Huston
et al. 2006). Ces travaux ont également permis de mettre en évidence que lorsqu’une vagotomie de
la branche cceliaque est réalisée, la NSV ne permet plus d’induire la diminution du TNF-a splénique
et sérique. L'effet de la voie anti-inflammatoire cholinergique sur la rate est également dépendant de
I’expression du récepteur a7nAChR. En effet, la NSV n’induit plus la diminution de TNF-a dans la rate
chez des souris déficientes pour le récepteur a7nAChR. La rate fait donc partie intégrante de la voie
anti-inflammatoire cholinergique (figure 20). La connexion entre le SNC, le NV et la rate permet une
modulation de la réponse immunitaire rapide et précise. Celle-ci donne la possibilité de réguler
I'inflammation en périphérie notamment au niveau intestinal (de Jonge and Ulloa 2007) (figure 21).
Les macrophages ont été identifiés comme étant une source majeure de TNF-a et sont considérés
comme étant la cible principale de la voie anti-inflammatoire cholinergique ; cependant d’autres
cellules immunitaires sécrétent des cytokines pro-inflammatoires (les lymphocytes, les cellules
dendritiques) et le NV pourrait également moduler le fonctionnement de ces cellules. Effectivement,
une étude récente (Huston et al. 2009) a mis en évidence qu’une activation pharmacologique par de
la nicotine de la voie anti-inflammatoire cholinergique induit une diminution de maniere dose
dépendante de CD11b (molécule d’adhésion cellulaire et de chimiotactisme des leucocytes)
exprimée a la surface de neutrophiles. La stimulation du NV peut avoir cet effet seulement si la rate
est innervée. Une étude plus récente, (Karimi et al. 2010) a confirmé que I’effet du NV ne semble pas
limité a son action sur les macrophages mais peut également avoir un role sur les lymphocytes
spléniques. Cette étude met en avant le fait que le NV a un effet inhibiteur sur I'activité des
lymphocytes T CD4+ spléniques. La vagotomie provoque une augmentation importante dans la
prolifération et la production de cytokines pro-inflammatoires (IFN-y, TNF-a, IL-6) des lymphocytes T
CD4+ en culture cellulaire aprés stimulation (CD3/CD28) par rapport aux lymphocytes provenant des
animaux non vagotomisés. Ces travaux ont également montré que I'effet du NV sur les lymphocytes
est également médié par les récepteurs nicotiniques. La nicotine induisait une atténuation de la
prolifération et de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires apres vagotomie ; néanmoins il
semblerait que le récepteur a7nAChR ne soit pas primordial, un autre récepteur nicotinique pourrait
étre impliqué. Il a été décrit ultérieurement que le NV pouvait également provoquer I'effet anti-
inflammatoire par le récepteur nicotinique a4p2 présent sur les macrophages et les lymphocytes

(Matsunaga et al. 2001 ; van der Zanden et al. 2009).
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Figure 20 : relations entre la rate et le SNC dans la régulation de I'inflammation (d’aprés (Tracey 2009)). NTS :
noyau du tractus solitaire ; NA : noyau ambigu ; RVLM : rostral ventrolateral medullary.
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Figure 21 : les interactions du NV avec le TD (d’apres (de Jonge and Ulloa 2007)). 1 : pendant la digestion :
activation des afférences vagales afin de transmettre I'information au SNC. 2 : pendant une infection :
activation de la voie anti-inflammatoire cholinergique, 3 : les afférences signalent la présence de I'infection au
SNC, 4 : les efférences vagales controlent la réponse inflammatoire impliquant la présence de la rate.
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4. Les maladies inflammatoires chroniques de I’intestin (MICI)

Les MICI sont représentées par deux pathologies principales : la maladie de Crohn (MC) et la
rectocolite hémorragique (RCH). La prévalence des MICI en France s’éléve a environ 1/1000
habitants. Les MICI représentent un probléme de santé publique.

Ce sont des pathologies inflammatoires chroniques du tube digestif. Elles peuvent se
déclencher a tout age. Elles évoluent par phases de poussées inflammatoires entrecoupées de
phases de rémission. L'étiopathogénie des MICI reste mal connue et multifactorielle : génétique,
environnementale (stress) (Gareau et al. 2008) et immunitaire (Fiocchi 1998). Un déséquilibre entre
le systeme parasympathique et sympathique a été démontré chez les patients atteints de MICI
(Sharma et al. 2009; Taylor and Keely 2007). Une dysautonomie sympathique est retrouvée dans la
MC et vagale dans la RCH (Pellissier et al. 2010).

Les MICI provoquent une diminution de la tolérance immunitaire face aux molécules du soi
(bactéries de la flore intestinale) qui induit une réponse immunitaire démesurée et non régulée
(Fiocchi 1998 ; Sartor 2006). Cette réponse immunitaire inadaptée attaque la muqueuse intestinale
et provoque une inflammation (Haroon et al. 2012). Cette réaction provient d’un déséquilibre de la
balance Th1/Th2 et Th17/Treg (Veltkamp et al. 2011). Dans le cas de la MC il a été démontré qu’un
excés de Th1/Th17 est présent alors que, pour la RCH, c’est un excés de Th2 qui est observé
(Sanchez-Munoz et al. 2008).

Des études ont mis en évidence le rble de I'environnement dans le déclenchement des MICI,
une forte augmentation des MICI ayant pu étre observée dans les pays industrialisés et nouvellement
industrialisés (Pang et al. 2007). Le stress est révélé comme facteur de risque de la pathogénie des
MICI (Bernstein 2010; Collins 2001 ; Reber et al. 2006 ; Tang et al. 2008).

Une prédisposition génétique existe, le géne NOD2/CARD15 ayant été identifié comme géne
de susceptibilité (Fritz et al. 2011; Van Limbergen et al. 2009). Toutefois, seulement un patient sur
cing ayant cette susceptibilité génétique est atteint de MC «familiale». Ce géne est exprimé par de
nombreuses cellules : les cellules immunitaires ainsi que les cellules de Paneth et les cellules

épithéliales. Le role exact de ce geéne reste encore mal connu (Berrebi et al. 2003).

4.1 Atteintes digestives

Dans la MC, I'inflammation peut toucher I'ensemble du TD (en particulier I'intestin gréle et le

colon) ; elle s’étend a travers toutes les couches de la paroi intestinale, elle est dite transpariétale

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

65



(Freeman 2003). La muqueuse est infiltrée par des monocytes et des LT principalement.
Contrairement a la MC, la RCH est localisée au niveau du rectum et/ou du cdlon et I'atteinte de la
paroi intestinale est plus superficielle (Jonsson et al. 2007). La muqueuse présente une infiltration de
neutrophiles, particulierement dans les cryptes (Nikolaus and Schreiber 2007). La perméabilité
intestinale est augmentée chez les patients atteint de MC (Wyatt et al. 1997). Les MICI sont des
facteurs a risque pour le développement de cancers colorectaux. En effet il a été démontré que les
cellules infiltrantes (neutrophiles, monocytes, lymphocyte T) activées sécrétent des médiateurs a
I'origine de dommages de I’ADN induisant le développement de cancers (Eaden et al. 2001). La
prévention du cancer colique chez les patients atteint de MICI releve d’un dépistage protocolisé. Un
regain d’intérét concernant la cicatrisation rapide de la muqueuse apparait car si la muqueuse est

cicatrisée rapidement le risque de cancer est diminué.

4.2 Symptomes

Les symptOomes intestinaux les plus fréquents sont la diarrhée causée par I'inflammation de la
mugqueuse intestinale et la douleur. Concernant la RCH les diarrhées sont souvent hémorragiques ce
qui est trés peu fréquent pour la MC. Des complications peuvent accompagner ces symptomes tels
gue des abces, des fistules, des sténoses ou des occlusions dans la MC. Elles peuvent étre révélatrices
de la maladie. Une perte de poids importante, un retard staturo-pondéral chez I'enfant ainsi que de

I'anémie sont également observées.

4.3 Traitements

De nos jours les traitements sont soit pharmacologiques soit chirurgicaux. Les traitements
pharmacologiques sont répartis en quatre groupes principaux: les salicylés tels que les 5-
aminosalicylés en premier lieu ; puis les corticoides lorsque la pathologie évolue (par exemple en
période de poussées séveres); les immunosuppresseurs sont ensuite utilisés couramment dans le
traitement d’entretien de la MC et plus rarement de la RCH ; et finalement les biothérapies anti-TNF-
a sont administrées en cas d’échec thérapeutique ou pour les formes séveres (effets secondaires
assez importants, notamment des infections) (Banovic et al. 2009 ; Larauche et al. 2011). C’est la
stratégie appelée «step-up», la question actuelle est le «top-down» c'est-a-dire commencer par des
traitements plus forts afin de favoriser une cicatrisation plus rapide et de limiter I'’évolution vers des

formes compliquées.
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Le traitement chirurgical est réservé aux patients ayant développé des complications ou des
cancers et aux formes réfractaires au traitement. Par contre ce traitement est suspensif, en effet il
provoque un soulagement rapide mais n’empéche pas I'atteinte d’autres parties du tube digestif.
Environ 90% des patients atteint de MC sont opérés au moins une fois. La chirurgie est plus rare pour

la RCH, elle est réalisée pour les formes suraigués.

4.4 Modeles expérimentaux d’inflammation colique

Afin d’étudier les MICI et des nouvelles cibles thérapeutiques, des modeles d’inflammation
digestive ont été élaborés depuis plusieurs décennies.

Plusieurs modeles ont été développés, différents agents chimiques peuvent étre administré
(DSS (dextran sulfate de sodium), TNBS (acide trinitrobenzéne sulfonique), acide acétique,
sensibilisation par E. coli) afin de provoquer une inflammation digestive (Alex et al. 2008; Strober et
al. 2002 ; Wirtz et al. 2007). Des modifications génétiques (KO) permettant d’invalider un gene
codant pour des cytokines telles que I'll-2 ou I'lL-10 ou des protéines de signalisation cellulaire telle
que STAT4 ont également été développées chez des souris permettant d’obtenir des modeles de

colites (Schultz et al. 1999 ; Strober et al. 2002; Wirtz et al. 1999).

Pour ce travail nous avons choisi d’utiliser un modele d’inflammation digestive aigué
couramment utilisé et reconnu comme modele animal représentant la MC. Ce modeéle consiste en
I'injection intra-colique d’un agent chimique dénaturant, le TNBS (acide trinitrobenzene sulfonique).
Cet hapténe, est mélangé avec de I'éthanol afin de faciliter sa diffusion a travers la muqueuse
(Meregnani et al. 2011; Tateishi et al. 1997). Le TNBS provoque des modifications des protéines de
I’'hGte et ainsi entraine une attaque des tissus digestifs par la réponse inflammatoire induite (Miceli
and Jacobson 2003; Morris et al. 1989) . Les lésions ainsi provoquées sont tres proches des Iésions

retrouvées chez les patients atteints de MC, elles sont transpariétales et intenses.
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lll. PARTIE 1 : ETUDE DES EFFETS CENTRAUX
DE LA NEUROSTIMULATION VAGALE SUR UN
MODELE DE RAT SAIN ANESTHESIE
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1. Résumé de I'étude 1 : étude des effets centraux de la NSV sur un modele

de rat sain anesthésié

1.1 Objectif de I’étude

Cette premiere étude a consisté en I'analyse du retentissement de la NSV basse fréquence
(5 Hz) sur le SNC. Cette étude a été réalisée par imagerie par résonance magnétique fonctionnelle
(IRMf) afin de visualiser en temps réel les effets de la NSV. L'objectif était de mettre en évidence le
mécanisme d’action de la NSV basse fréquence afin d’étudier si I'effet anti-inflammatoire obtenu
suite a la NSV est consécutif a une action directe ou bien indirecte médiée par le SNC. En effet, la NSV
basse fréquence est reconnue pour stimuler préférentiellement les efférences vagales ; cependant la
question initiale de cette étude était de savoir si la NSV basse fréquence ne stimulerait pas

également les afférences vagales et aurait donc un effet sur le SNC.

1.2 Matériels et méthodes

L'étude a été réalisée sur des rats Sprague-Dawley males. L’électrode de stimulation était
placée sous anesthésie gazeuse (isoflurane) au niveau de la partie cervicale du nerf vague gauche.
Les parametres de stimulation utilisés étaient les suivants: 1 mA; 5 Hz; 0,5 msec; périodes ON : 9
sec/min pendant 10 min. Les acquisitions d’IRMf ont été réalisées avec un systéme Briiker 4,7 Tesla,
sur des rats sédatés par du Dexdomitor (arrét de I'anesthésie gazeuse). Pour mettre en évidence les
activations BOLD liées a des modifications cardiovasculaires un contréle a été réalisé : injection
d’éphédrine (vasoconstricteur). Afin d’évaluer les roles respectifs des afférences et des efférences

vagales des vagotomies cervicales (au-dessus ou en dessous de I'électrode) ont été effectuées.

1.3 Résultats

Les déactivations les plus significatives ont été observées aprés NSV au niveau des structures
sous-corticales telles que la partie antérieure du noyau du tractus solitaire, du locus coeruleus, des
noyaux parabrachial et vestibulaire, du coliculus inférieur ou du cervelet.

Aucune variation significative du signal BOLD ou des parametres cardio-respiratoires n’a été
mesurée apres stimulation des efférences vagales. A l'inverse, la stimulation des afférences a induit

les mémes cartes de déactivations que celles obtenues chez les rats non vagotomisées.
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En présence d’éphédrine, I'augmentation de la fréquence cardiaque est associée a une activation
du signal BOLD, principalement localisée dans le locus coeruleus, la substance grise périaqueducale,
le cervelet, le thalamus, I'insula et le cortex cingulaire.

La superposition des différentes cartes d’activations/déactivations a mis en évidence des
structures déactivées uniquement par la NSV : le NTS, la partie antérieure du septum, la partie

antérieure du cortex moteur, la partie postérieure et basale du cervelet.

1.4 Conclusion

Ces données montrent que certaines structures du SNC sont modulées par les afférences
vagales lors de la NSV 5 Hz et pourraient indirectement participer a la régulation de I'inflammation
digestive. L'effet anti-inflammatoire périphérique induit par la NSV 5 Hz ne serait donc pas
uniquement dd a I'activation des efférences vagales lors de la NSV mais également a I'action des

afférences vagales et du SNC.

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

70



2. Objectif de I’étude

Cette premiére étude a consisté a analyser les effets de la NSV basse fréquence (5 Hz) au niveau
du systéme nerveux central (SNC) du rat. Elle a été réalisée afin de déterminer si la NSV basse
fréquence, qui est déja reconnue pour avoir un effet anti-inflammatoire périphérique en activant
préférentiellement les efférences vagales (Bernik et al. 2002a; Borovikova et al. 2000b; Tracey 2007)
n’activerait pas également les afférences vagales et aurait donc un role sur le SNC. Afin de visualiser
en temps réel les effets de la NSV, la technique d’imagerie par résonance magnétique fonctionnelle a
été utilisée. Cette expérimentation a fait I'objet d’'une publication dans Neuroimage, en octobre
2010, «Dynamic Causal Modelling and physiological confounds: a functional MRI study of vagus nerve

stimulation» (Picq et al. 2010).

3. Matériels et méthodes

3.1 Animaux

L’expérimentation a été réalisée sur 30 rats Sprague-Dawley males de 250 a 300g (Charles River,
France). De nombreuses études sur la NSV (Bernik et al. 2002b ; Borovikova et al. 2000b ; de Jonge et
al. 2005 ; Guarini et al. 2003; Meregnani et al. 2011) ainsi que sur I'inflammation colique (Miceli and
Jacobson 2003; Morris et al. 1989) ont été effectuées chez le rat, modéle de référence pour ce genre
d’investigation. C'est pourquoi nous avons choisi cette espece animale pour les différentes
expérimentations.
Avant toute manipulation, les animaux ont eu une période d’acclimatation a leur environnement de
7 jours.

lIs étaient hébergés dans des conditions de stabulation contrélées :

- Température: 22 +1°C,

- Hygrométrie : 50 £ 10%,

- Cycle nycthéméral : 12 h/12 h, lumiére de 8 h a 20 h, obscurité de 20ha 8 h,
- Litiére : copeaux de bois, changée 3 fois par semaine,

- Nourriture et eau : ad libitum.
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3.2 Anesthésie

Les rats étaient anesthésiés par anesthésie gazeuse (systeme Minerve®, France). La phase
d’induction était réalisée avec un mélange mixte : 3,5% d’isoflurane et 3I/min d’oxygeéne; lorsque
I’animal était bien endormi (fréquence respiratoire d’environ 60/min) il était ensuite déplacé sur la
table opératoire qui permet également de maintenir I'anesthésie (2,5% d’isoflurane et 1l/min

d’oxygene).

3.3 Chirurgie

Tout au long de la chirurgie, la fréquence cardiaque et la saturation en oxygene étaient
surveillées (systéme Nonnin - France). La température de I'animal était également maintenue a 37°C
grace a une couverture chauffante reliée a une sonde rectale (Homeothermic Blanket Control Unit,
Harvard).

La phase chirurgicale a consisté en la mise en place de I'électrode de stimulation vagale
(électrode animale bipolaire, Cyberonics®, France) (figure22) au niveau de la portion cervicale du nerf
vague (NV) (gauche ou droit) avec la technique d’'implantation validée auparavant (Meregnani et al.
2011). U'implantation était effectuée sur les rats anesthésiés. Les animaux étaient préalablement
rasés au niveau du triangle cervico-scapulaire ventral. Une incision au scalpel de la peau entre la
machoire et la clavicule (1,5 cm) (figure 23 A) était réalisée pour permettre I'abord et la dilacération
des muscles peauciers du cou. Puis, aprés avoir récliné les glandes salivaires (figure 23 B), le muscle
sterno-cléido-mastoidien était dilacéré dans le sens des fibres (figure 23 C) afin de dégager la loge
carotidienne. Apres l'isolement du paquet vasculo-nerveux (figure 23 D), I'électrode était placée
autour de ce dernier (p6le positif : inférieur et pble négatif : supérieur) (figure 23 E). L’électrode était
ensuite fixée par un point sur le muscle (Soie F736, Ethicon, Neuchéatel, Suisse) (figure 23 F) et

finalement la plaie était suturée par trois points cutanés simples (Vicryl JV452, Ethicon).
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Figure 22 : schéma d’implantation de I'électrode de stimulation (Cyberonics) du nerf vague gauche.

Figure 23 : les différentes phases chirurgicales de la mise en place de I'électrode de stimulation.

3.4 Controles réalisés pour cette expérimentation

3.4.1 Effets de la NSV sur la fréquence cardiaque

Lors d’une étude préliminaire a I'étude par IRM fonctionnelle, I'électrocardiogramme de
plusieurs rats anesthésiés (n=12) a été enregistré afin d’étudier I'effet de la NSV sur la fréquence
cardiaque : a cet effet, trois aiguilles tres fines (Vycon, 0,4 mm de diamétre) ont été placées en
position sous-cutanée : une en regard de la pointe du cceur, une en position sous-claviculaire (droite)
et la derniére sur la patte inférieure droite (type de dérivation DII). Ces aiguilles étaient reliées a un
systeme d’acquisition Biopac MP150 (Cerom) comportant un amplificateur ECG 100C. Le logiciel
AcgKnowledge® version 3.8.2 permet la visualisation, I'enregistrement du signal ECG (fréquence
d’échantillonnage 2 kHz), et le calcul en temps réel de la fréquence cardiaque. Une voie permettait
également de visualiser et d’enregistrer simultanément le signal de stimulation. Les rats, pendant
cette étude sur la fréquence cardiaque, ont été stimulés selon deux protocoles différents : 1°) une
stimulation avec une intensité de 1 mA, a fréquences croissantes (5 Hz, 10 Hz, 20 Hz), 3 min ON et 10
min OFF (n=6) du NV gauche puis du NV droit (ou inversement), ou 2°) trois heures de stimulation du

NV gauche avec les parametres de stimulation suivants : 1 mA, 5 Hz, 10 s ON et 90 s OFF (n=6).
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3.4.2 Vagotomie

Lors de I'expérimentation par IRM fonctionnelle, afin d’évaluer I'effet de la stimulation des
afférences ou des efférences vagales uniquement au niveau du SNC, une série de vagotomies
cervicales a été effectuée. Pour procéder a la vagotomie, une fois I'électrode de stimulation placée
sur le paquet vasculo-nerveux, le nerf vague était dissocié de la carotide et sectionné soit au-dessus
de I'électrode (n=2) de stimulation afin de stimuler uniquement les efférences vagales ou en dessous

de I'électrode (n=2) afin de stimuler uniquement les afférences vagales (figure 24).
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Figure 24 : vagotomies sélectives. A : nerf vague intact, B : vagotomie au-dessus de I'électrode, C : vagotomie
en dessous de I'électrode.

3.4.3 Activation pharmacologique du systéeme cardiovasculaire

Afin de modifier la pression sanguine et de visualiser cet effet au niveau du SNC, des rats
(n=7) ont recu une injection de 0,05 ml d’éphédrine (10 mg/kg) dans la veine de la queue.
L'éphédrine est une amine sympathicomimétique qui agit au niveau du SNC en augmentant la
sécrétion de noradrénaline des neurones sympathiques. Ces derniers vont alors stimuler les
récepteurs alpha et beta adrénergiques cardiaques. L'éphédrine augmente donc la fréquence
cardiaque mais provoque également une vasoconstriction périphérique qui induit une augmentation

importante de la pression sanguine (Avois et al. 2006).
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3.5 Stimulation vagale

La chaine de neurostimulation (Grass®) est constituée d’un stimulateur double S88, qui
permet de régler le délai, la durée d’une impulsion élémentaire, ainsi que la fréquence et la durée
des trains de stimulation. Chacune des deux voies de sortie du stimulateur (voies S1 et S2) est reliée
en série a une unité d’isolement SIU5 et a une unité de courant constant CCU1. Les deux sorties R et
B des deux unités CCU1 sont reliées en parallele et le montage ainsi réalisé (figure 25) a permis
d’effectuer une stimulation biphasique (figure 26) a courant constant par l'intermédiaire de

I’électrode de stimulation bipolaire.

R R R
s1 @ S ccut
Stimulateur B B B
S88
R R R Electrodede
s2@ SlUs ccul stimulation
B B B

Figure 25 : schéma de la chaine de stimulation (manuel d’instructions Grass Instrument Division).

Figure 26 : visualisation a I'oscilloscope du signal de stimulation biphasique.

La figure représente le signal biphasique observé aux bornes d’une résistance de 5 KQ
simulant I'électrode, traversée par un courant de 1 mA, avec une durée d’'impulsion élémentaire de
500 ps.

Les parameétres de stimulation, connus pour activer préférentiellement les efférences
vagales, adaptés aux séquences d’acquisition de I'IRM, ont été choisis a partir de plusieurs études
(Bernik et al. 2002b; Borovikova et al. 2000b; Meregnani et al. 2011; Miceli and Jacobson 2003;

Naritoku et al. 1995) et sont les suivants :
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- Intensité : 1 mA,
- Fréquence : 5 Hz,
- Durée de pulse : 500 ps,

- Trains de stimulation : 9 secondes ON et 51 secondes OFF pendant 10 minutes.

3.6 Préparation de I’animal pour I'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf)

Une fois I"électrode de stimulation mise en place, les animaux (n= 8) ont recu 0,5 ml/kg d’un
sédatif, le Dexdomitor® (Pfizer) par voie intra-musculaire lente, 'anesthésie gazeuse était alors
immédiatement arrétée. Ceci permet de maximiser la spécificité des activations Blood Oxygenation
Level Dependent (BOLD) (Weber et al. 2006) et d’avoir des animaux sédatés pendant les acquisitions
dans I'aimant.

Les animaux ont été alors installés dans un berceau (Bruker, Allemagne) et immobilisés dans
un cadre stéréotaxique pour éviter tout mouvement pendant I'examen. La température, la fréquence
cardiaque ainsi que la fréquence respiratoire étaient monitorées. Pour maintenir la température de
I’animal a 37°C, une couverture chauffante avec de I'eau circulant a I'intérieur reliée a une sonde
rectale était glissée sous le rat dans le berceau. Des électrodes étaient placées sur la patte avant
droite et arriere gauche de I'animal avec du gel conducteur afin d’enregistrer I'électrocardiogramme
(ECG). Ces données physiologiques étaient visualisées par un systéme de monitoring pour petit
animal, compatible avec I'imagerie par résonance magnétique. (Modele 1025, SA Instruments Inc.,
New York, USA).

Les animaux étaient ensuite placés dans I'aimant. lls respiraient librement un mélange
d’air/O, pendant les expériences qui ne dépassaient pas une heure. A la fin de 'expérience, les
animaux étaient de nouveau anesthésiés a l'isoflurane et euthanasiés par une injection de

pentobarbital (Dolethal®, 200mg/kg) par voie intra-cardiaque, avant de retirer I'électrode.

3.7 Paramétres de I'imagerie par résonance magnétique

Les expériences ont été réalisées sur un scanner horizontal pour animal 4,7 Tesla Bruker
Avance lll, équipé d’un systeme de gradient de 21 cm. La transmission radiofréquence est faite par

une bobine de volume de 12 cm de diamétre, et le signal de résonance est regu avec une bobine de
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surface placée sur la téte de I'animal pour permettre un enregistrement optimal du cerveau et du
tronc cérébral. Les deux bobines sont découplées I'une de I'autre.

Afin que I'animal soit positionné au centre de I'aimant, des coupes FLASH (Fast Low Angle
Shot) dans trois directions ont été réalisées. Des images anatomiques étaient réalisées pour la
normalisation du cerveau en utilisant une séquence RARE (Rapid Acquisition with Relaxation
Enhancement) (figure 27). TE (temps d’écho) = 13,125 ms, TR (temps de répétition) = 5800 ms,
facteur RARE = 8, temps d’acquisition = 3 min 30 s.

Une fois que tous les parametres physiologiques étaient stabilisés, trois sessions d’IRMf de
10 minutes chacune étaient réalisées. Les signaux BOLD étaient obtenus en utilisant des multi-coupes
coronales a écho de gradient (EPI) avec les parameétres suivants : TE =30 ms, TR =3's, BW = 200 kHz,
angle de bascule : 75, 25 coupes consécutives de 1 mm d’épaisseur ; FOV (champ de vue) = 25,6 x
25,6 mm ; matrice de 64 x 64 pixels, donnant une résolution spatiale de 0,4 x 0,4 x 1 mm.

Un protocole de type block a été utilisé permettant d’alterner les périodes ON et OFF de NSV.
La durée de chaque session était de 10 minutes. Les animaux avaient un temps de récupération de

7 minutes entre chaque session.

Figure 27 : images anatomiques. Vue des différentes coupes A : coupe coronale B : coupe sagittale, C : coupe
axiale.
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3.8 Analyse des données d’'IRMf

L’analyse standard des données d’IRMf a été réalisée sur SPM5 (www.fil.ion.ucl.a.uk/spm,

Statistical Parametric Mapping, Wellcome Department of Imaging Neuroscience, Functional Imaging
Laboratory, Londres, UK). Certains aspects de ce logiciel ont été adaptés a I'imagerie du rat en accord
avec (Schweinhardt et al. 2003). Les analyses de DCM (Dynamic Causal Modelling) ont été réalisées
sur SPM8.

Pour chaque session, les volumes EPI étaient d’abord réalignés permettant ainsi de faire une
correction du mouvement. Toutes les images étaient normalisées par rapport a un modéle avec les
coordonnées choisies d’apres I'atlas rat de Paxinos et Watson avec I'origine placée au niveau du

bregma (Paxinos et Watson, 1997). Un modéle T2 fourni par (Schweinhardt et al. 2003) a été utilisé.

3.9 Analyses statistiques des signaux BOLD

Les analyses statistiques des signaux BOLD ont été réalisées sur les images EPI lissées,
normalisées et réalignées. Le régresseur d’intérét a été obtenu en associant le paradigme NSV et la
fonction réponse hémodynamique fournie par SPM5. Pour chaque animal les cartes d’activations
statistiques t étaient obtenues. Les activations au niveau du groupe étaient obtenues en utilisant une
analyse a effet fixe suivant les recommandations fournies par (Friston et al. 1999). La décision de
faire une analyse a effet fixe a été prise en fonction de deux critéres : un effectif réduit de rats pour
chaque condition (trop faible pour réaliser une analyse a effet aléatoire) et une bonne

reproductibilité au niveau des activations entre chaque animal.

3.10 La Dynamic Causal Modelling (DCM)

La DCM a été utilisée pour estimer les connectivités neuronales a partir des images obtenues
par IRMf en utilisant un modeéle biophysique qui lie I'activité synaptique aux processus
hémodynamiques. La DCM en IRMf est une équation bilinéaire qui définit la connectivité entre des
régions cérébrales (Friston et al. 2003). L’activité synaptique est alors transformée en signaux BOLD
en utilisant un modeéle hémodynamique. La DCM va procéder a une estimation conjointe des signaux
BOLD, de la connectivité neuronale ainsi que des paramétres hémodynamiques. Pour estimer si les
activations de la NSV pouvaient étre expliquées par la propagation de I'activité neuronale du noyau
du tractus solitaire (NTS, noyau d’entrée des afférences du nerf vague dans le systeme nerveux

central), les données temporelles acquises des régions déactivées par la NSV étaient extraites.
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Ensuite, en accord avec les déactivations observées, cing régions d’intérét ont été délimitées d’apres
I'atlas rat de Paxinos et Watson 1997. Les régions d’intérét étaient les suivantes : le noyau du tractus
solitaire (NTS), le cortex cingulaire (Cg), le cortex rétrosplénial granulaire (RSG), I'hippocampe
antérieur (CA1l), et I'insula (Al). Différents modeéles avec ces cing régions d’intérét ont ensuite été
comparés les uns aux autres en utilisant comme premier critére le fait que le NTS soit la premiere
région d’intérét a étre activée par la NSV, puis qu’il y ait des activations bidirectionnelles entre ces

régions d’intérét.
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4. Résultats

4.1 Modulation de la fréquence cardiaque par la NSV

Une étude sur I'impact de la NSV basse fréquence sur la fréquence cardiaque a été réalisée.
Différents parametres de stimulation ont été testés dans le but de déterminer les mieux adaptés
permettant de provoquer un minimum de variations de la fréquence cardiaque et d’avoir le moins

d’effets physiologiques possibles lors des acquisitions des signaux BOLD dans I'IRM.

4.1.1 Stimulation discontinue (3 minutes ON, 10 minutes OFF) a fréquences croissantes

Les rats (n=6) ont été stimulés a fréquences croissantes (5 Hz, 10 Hz, 20 Hz) sur le NV gauche
puis sur le nerf vague droit (ou inversement). Les stimulations duraient 3 minutes et étaient
entrecoupées de pauses de 10 minutes. Les données obtenues ont montré un effet direct de la NSV
sur la fréquence cardiaque qui se traduit par une diminution de celle-ci (bradycardie). La moyenne de
la fréquence cardiaque a été calculée sur une période de 3 minutes lors de la phase témoin (juste
avant la premiére stimulation), pendant les stimulations a 5 Hz, 10 Hz ou 20 Hz. Pour le NV droit il
existe une relation entre la fréquence de stimulation et la diminution de la fréquence cardiaque
observée (témoin = 404 BPM, 5 Hz = 373 BPM, 10 Hz =363 BPM, 20 Hz = 347 BPM) (figure 28). En
effet la fréquence cardiaque diminuait d’autant plus que la fréquence de stimulation augmentait.
Alors que pour le NV gauche, un effet plus faible a été observé (témoin = 407 BPM, 5Hz = 393 BPM,
10 Hz = 393 BPM, 20 Hz = 394 BPM) (figure 29) (la bradycardie induite par la NSV du NV droit a 5Hz
était de 19% alors qu’elle n’était que de 6% pour le NV gauche) ainsi qu’une absence de corrélation
entre la fréquence de stimulation et la bradycardie provoquée. La stimulation a plus haute fréquence
(10 ou 20 Hz) provoquait des effets non-désirés sur la majorité des rats : de longues apnées ou de
multiples pauses respiratoires. Ces effets respiratoires n’étaient pas retrouvés pendant la NSV 5 Hz.
Pour notre étude, il était important de minimiser les effets cardiovasculaires c’est pourquoi la NSV du
NV gauche a la fréquence de 5Hz a été choisie comme paramétre de stimulation pour la suite des
expériences. Ceci nous a permis de valider les paramétres de stimulation initialement choisis a partir

de données bibliographiques (5 Hz, 1 mA, 500 usecondes).
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Relation entre la frequence de stimulation du X droit
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Figure 28 : effet de différentes fréquences de stimulation (5, 10 et 20 Hz) du NV droit (X) sur la fréquence
cardiaque moyenne (en battements par minutes) calculée sur une période de 3 min. n=1.
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Figure 29 : effet de différentes fréquences de stimulation (5, 10 et 20 Hz) du NV gauche (X) sur la fréquence
cardiaque moyenne (en battements par minutes) calculée sur une période de 3 min. n=1.

4.1.2 Stimulation continue pendant 3 heures du nerf vague gauche

Une stimulation pendant 3 heures a la fréquence de 5Hz du nerf vague gauche a ensuite été
réalisée sur un second groupe de rats (n=6) afin d’étudier les effets de la NSV continue sur la
fréquence cardiaque durant une plus longue période. Les moyennes de la fréquence cardiaque
étaient calculées sur 4 cycles de stimulations (400 sec) en phase témoin (avant la premiére
stimulation), dés le début de la stimulation, 1 heure aprés le début de la stimulation, 2 heures apres,
3 heures aprés et finalement 10 minutes aprés la fin de la stimulation (figure 30). Une faible

diminution de 6% était observée dés le début de la stimulation. Le maximum de la baisse de la
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fréquence cardiaque était atteint apres 1 heure de stimulation (- 11%). Puis une phase de
stabilisation était observée durant les 2 heures suivantes. La diminution de la fréquence cardiaque
était significative (p<0,05) a partir de 1 heure apres le début de la stimulation jusqu’aux 10 minutes
post stimulation (test non paramétrique Wilcoxon). Ces données nous ont confortés dans le choix de
stimuler le NV gauche plut6t que le droit pendant des petites périodes (9 sec) pour étudier les effets
centraux de la NSV par IRMf afin de limiter les effets cardio-vasculaires et donc des variations

retrouvées au niveau des signaux BOLD lors des acquisitions dans I'IRM.

Evolution de la FC pendant une stimulation de 3h du X
gauche a la frequence de 5 Hz
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Figure 30 : variation de la moyenne de la fréquence cardiaque en fonction du temps : avant (T0), pendant
(T1h, T2h et T3h) et apres (T3h+10min) stimulation 5 Hz du nerf vague gauche.

4.2 Signaux BOLD lors de la NSV 5Hz

De nombreuses déactivations induites par la NSV (p<0,001, FWE (Family Wise Error Rate)
corrigé) étaient observées au niveau de chaque animal séparément et retrouvées lors de I'analyse de
tous les animaux confondus (n=8) (figure 31). Par contre aucune activation significative n’était
retrouvée, ni au niveau de I'animal ni au niveau du groupe. Lors de I'analyse de groupe il était
observé que la plus grande partie du cerveau était déactivée, toutefois les plus fortes déactivations
étaient retrouvées principalement dans les structures sous-corticales tel que le noyau du tractus
solitaire (NTS) antérieur, le locus coeruleus, le noyau parabrachial et le noyau vestibulaire, dans

I’hippocampe antérieur, dans les colliculi inférieur et supérieur, ou dans le cervelet. Les déactivations
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corticales les plus significatives se trouvaient dans le cortex rétrosplénial, le prélimbique,

I'infralimbique, I'antérieur cingulaire ainsi que 'insulaire agranulaire.
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Figure 31: déactivations induites par NSV 5Hz, étude de groupe (n=8). Gauche: cartes statistiques t de
déactivations (p<0,001 FWE (Family Wise Error Rate) corrigé). En haut a droite : moyenne de groupe de la
variation des signaux BOLD dans le NTS (bleu) superposé au régresseur d’intérét (rouge) obtenu aprés
convolution de la fonction réponse hémodynamique avec la stimulation (noir). En bas a droite : moyenne de
toutes les stimulations.

Afin de déterminer si les déactivations observées étaient provoquées par un changement
hémodynamique d a une diminution de la fréquence cardiaque entrainant donc une variation du
signal BOLD ou également a une activité neuronale induite par la NSV basse fréquence, différents
controles ont été également réalisés: des vagotomies cervicales sélectives et une activation

pharmacologique du systéme cardiovasculaire.

4.2.1 Vagotomies

Deux types de vagotomies cervicales ont été réalisées : vagotomie au-dessus de I'électrode
de stimulation (donc stimulation des efférences vagales uniquement) ou vagotomie en dessous de
I’électrode (stimulation des afférences vagales uniquement). Lorsque la NSV était appliquée aux
efférences du nerf vague gauche (vagotomie au-dessus de |’électrode) (n=2), aucune modification

n’était observée au niveau des signaux BOLD ni au niveau de I'activité cardiaque et respiratoire. A
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I'inverse, lorsque la NSV était appliquée aux afférences vagales (vagotomie en dessous de I’électrode)
(n=2), les cartes d’activations neuronales ainsi que la fréquence cardiaque étaient modifiées comme

observé chez les animaux non vagotomisés (figure 32).

[+4.5 +50 +55

Figure 32: déactivations induites par la stimulation des afférences vagales du NV gauche (n=2, cartes
statistiques t, p<0,001, FWE corrigé) (vagotomie en dessous de |'électrode).

4.2.2 Activation pharmacologique du systéme cardiovasculaire

Afin de provoquer un changement de fréquence cardiaque important, une injection en i.v.
d’éphédrine (vasoconstricteur) a été réalisée pour observer les répercussions de I'augmentation de la
fréquence cardiaque au niveau des signaux BOLD et pouvoir les comparer avec les signaux BOLD
obtenus pendant la NSV chez des rats non vagotomisés. Entre 1 et 2 minutes aprés l'injection
d’éphédrine, une augmentation de la fréquence cardiaque d’environ 20% par rapport aux valeurs
basales était observée. La fréquence cardiaque diminuait ensuite progressivement pour atteindre
10% de la valeur basale a la fin des acquisitions d’IRMf (i.e. 5 minutes apres I'injection). Aucun effet

sur la respiration lors de I'injection d’éphédrine n’était constaté. L'augmentation de la fréquence
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cardiaque était corrélée a des activations BOLD trés répandues, principalement situées dans le locus

coeruleus, la substance grise périaqueducale (SGPA), le cervelet, le thalamus, et le cortex insulaire et

cingulaire (figure 33).
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Figure 33 : activations induites par injection en i.v. d’éphédrine (gauche) (n=7, cartes statistiques t, p<0.001,
FWE corrigé). Droite : Variations des données temporelles acquises de la fréquence cardiaque (rouge) et le

signal BOLD moyenné sur tous les voxels du cerveau activés (bleu) pour un rat. Une excellente corrélation entre

les deux variables est observée.

4.2.3 Superposition des cartes d’activations d’IRMf

Afin de comparer les différentes régions activées ou déactivées observées pendant les
acquisitions des différents controles, les cartes d’activations/déactivations ont été superposées. De
nombreuses zones d’activations/déactivations neuronales ont été obtenues selon les différentes
conditions (NSV sur rats non vagotomisés, NSV des efférences vagales ou des afférences vagales
(vagotomies), activation par injection d’éphédrine) et se superposaient lors de I'analyse de groupe.
Toutefois, des zones spécifiquement déactivées par la NSV ont été retrouvées (en bleu sur I'image ci-
dessous) dans la partie supérieure du bulbe rachidien (région du NTS), dans la partie antérieure du

septum, dans la partie antérieure du cortex moteur, et dans la partie postérieure et basale du

cervelet (figure 34).
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Figure 34 : superposition des différentes cartes d’activations neuronales. Ces cartes binaires sont obtenues
d’apres les cartes statistiques t (p<0.001, FWE corrigé). La superposition des différentes conditions est codée
en couleurs primaires. Les déactivations induites spécifiquement par la NSV sont en bleu (NSV sur rats non
vagotomisés), vert (NSV sur rats vagotomisés), en cyan pour les deux conditions.
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Figure 35 : schéma des aires déactivées par la NSV. NTS : noyau du tractus solitaire ; PB : parabrachial, A5 :
groupes de neurones noradrénergiques; VPpc: noyau ventropostérieur parvocellulaire de I'hypothalamus,
LHA : aire latérale postérieure hypothalamique ; PVH : groupes cellulaire tubérales hypothalamiques (incluant
les noyaux paraventriculaires et dorsomédians) ; Av3v : aire antéroventrale du troisieme ventricule ; Pir : cortex
piriforme ; ILC :cortex infra limbique ; Cg : cortex cingulaire ; CPu : noyau caudé et putamen.

4.3 Analyse par la Dynamic Causal Modelling (DCM)

Afin d’analyser la connectivité entre les réseaux neuronaux déactivés et déterminer si les
déactivations observées apres NSV pouvaient étre expliquées par une propagation de I'activité
neuronale du NTS, une analyse DCM a été réalisée. Les régions d’'intérét ont été choisies
préalablement, de la maniere suivante : les acquisitions en temps réel des régions déactivées par la
NSV étaient extraites, puis cing régions d’intérét étaient choisies d’aprés l'atlas rat Paxinos et
Watson : le noyau du tractus solitaire (NTS), le cortex cingulaire (Cg), le cortex rétrosplénial
granulaire (RSG), I’hippocampe antérieur, et I'insula (Al). Trois rats ont été retirés de I’'analyse DCM
car le rapport signal/bruit était trop faible dans les régions d’intérét prédéfinies. L’analyse était donc
réalisée sur les enregistrements des signaux BOLD des données temporelles acquises pendant la NSV
du nerf vague gauche de 5 animaux. Une sélection Bayésienne des modeles a été faite au niveau de
I"analyse de groupe sur des familles de modeles afin de tester les deux caractéristiques suivantes : 1)
I’entrée du signal se fait par le NTS et 2) la DCM doit détecter des connectivités bilatérales entre les
différentes régions neuronales. 410 modeles de DCM sont générés :

- 205 modéles concernant la structure d’entrée du signal induit par la NSV ont été générés : 5
régions d’intéréts ont été définies, il existait 41 modeéles possibles qui connectaient de maniére
unidirectionnelle la région d’intérét 1 aux autres (avec la région d’intérét 1 comme point d’entrée du
signal). En supposant que toutes les régions d’intéréts pouvaient étre le point d’entrée du signal
NSV : 41 x 5 = 205 modeles unidirectionnels. Cing familles de modeles ont donc été définies d’apres

le nom de la structure d’entrée du signal.
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- De plus, 205 modeles bidirectionnels ont également été générés d’apres les 205 modeles
unidirectionnels afin de pouvoir étudier si les connectivités inter régions étaient bidirectionnelles ou
non. Deux familles de modeles ont été définies : 1) connections unidirectionnelles ou 2) connections
bidirectionnelles.

Dans un premier temps nous avons déterminé quelle structure était le point d’entrée du
signal lors de la NSV. Pour cela 41 modéles ont été comparés. Le modele présentant le NTS comme
structure recevant les afférences vagales et donc le signal d’entrée lors de la NSV était le plus
plausible comparé aux autres régions d’intérét (analyse a effet fixe FFX: Al=0, CA1=0,Cg=0, NTS=
1, RSG = 0 ; analyse a effet aléatoire RFX : Al = 0,0003, CA1 = 0,0002, Cg = 0,1474, NTS = 0,8493, RSG
= 0,0028). Les résultats montraient que le NTS était le noyau d’entrée le plus probable. Le cortex
cingulaire (Cg) venait en deuxieme position, et les probabilités étaient tres faibles pour les autres
scénarios (figure 36 A et C). Deuxiemement, nous avons étudié quel type de connectivité reliait les
régions d’intéréts. Nous avons vérifié si la DCM pouvait retrouver la présence de connectivité
bilatérale en comparant les 210 modeles avec des connections unilatérales (ou directionnelles) et les
210 autres modeles avec des connections bilatérales (ou bidirectionnelles) (analyse a effet fixe FFX :
unilatérale = 0, bilatérale = 1 ; analyse a effet aléatoire : unilatérale = 0, bilatérale = 1) (figure 36 B et
D). Les données montraient clairement I'existence de connections neuronales bidirectionnelles. Le
modele le plus robuste était donc celui présentant des connectivités bidirectionnelles entre les
régions d’intérét plutot qu’unidirectionnelles. Le modele le plus probable était donc celui combinant
ces deux caractéristiques : le NTS comme noyau d’entrée avec des liaisons bidirectionnelles entre les

différentes régions d’intéréts (figure 36 E).
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Figure 36 : analyse de groupe (n=5) sélection Bayésienne des groupes de 410 modeles testés. En haut (A et B):
analyse a effet fixe (FFX) avec une analyse de probabilité postérieure. En bas (C et D) : analyse a effet aléatoire
(RFX) avec une analyse de probabilité par dépassement. A gauche (A et C): les familles sont réalisées pour
estimer le point d’entrée de la NSV (le nom de chaque groupe représente la structure d’entrée). A droite (B et
D) : les familles sont regroupées par modeles représentant un type de connectivité entre les différentes régions
soit unidirectionnelle ou bidirectionnelle. Au centre (E) : le modele le plus représentatif choisi parmi les 410
modeles. Al : insula ; CA1 : hippocampe antérieur ; Cg : cortex cingulaire ; RSG : cortex rétrosplénial granulaire
(RSG), NTS : noyau du tractus solitaire.
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5. Discussion

Trés peu d’études ont été effectuées sur les effets centraux de la NSV a basse fréquence. Une
étude par IRMf de la NSV a été réalisée sur des patients atteints de dépression (Lomarev et al. 2002).
Lors de cette étude, différentes fréquences de stimulation (5 Hz ou 20 Hz) étaient testées afin
d’étudier leur répercussion sur le SNC. Aucune activation significative n’était observée lors de la NSV
5 Hz alors que la NSV 20 Hz induisait des activations bilatérales dans la partie postérieure du cortex
orbitofrontal, dans I’hypothalamus ainsi que dans le globus pallidus. Toutefois les auteurs exposent
les limitations de cette étude et les précautions a prendre pour I'analyse des résultats. En effet
I’étude a été réalisée sur un petit nombre de patients (n=6). Ces patients étaient tous sous plusieurs
traitements différents et présentaient des réponses cliniques divergentes ainsi que des temps de
stimulation et des parameétres de NSV différents. Une autre expérimentation (Osharina et al. 2006)
plus récente a été réalisée pour étudier I'activation neuronale lors de la NSV basse fréquence sur un
modele de rat. Cette expérimentation reposait sur la quantification de la protéine Fos (marqueur
d’activation neuronale non spécifique) par méthode d’'immunohistochimie dans le noyau du tractus
solitaire (NTS) apres NSV a différentes fréquences (1 Hz ou 10 Hz) afin de déterminer si la fréquence
de stimulation avait un effet sur I'activation neuronale. Cette étude a démontré que I'augmentation
de la fréquence de stimulation avait une grande influence sur la réponse cardio-respiratoire (apnées
et diminution de la fréquence cardiaque plus importantes a 10 Hz qu’a 1 Hz) et sur la quantité de
neurones activés dans des parties du NTS jouant un réle dans le contrdle cardio-respiratoire. Une
augmentation importante de I'expression de Fos est observée lors d’'une NSV 10 Hz par rapport a
1 Hz. Une forte expression de la protéine Fos est observée dans le NTS. Celle-ci n’est pas retrouvée
de maniére homogene dans les différentes parties du NTS mais préférentiellement dans les noyaux
jouant un réle dans le controle cardio-respiratoire (noyaux ventrolatérale, dorsomédiale, et
commissurale).

Notre expérimentation est la premiere réalisée par IRMf sur les effets de la NSV aigué chez le
rat. Lors des acquisitions, de fortes diminutions du signal BOLD, ou déactivations, ont été observées
pendant la stimulation du NV gauche. L’étude sur les répercussions de la NSV sur la fréquence
cardiaque a démontré que la stimulation du NV gauche a 5 Hz provoquait une faible bradycardie. Ces
parameétres de stimulation sont ceux provoquant le moins de variations au niveau cardio-
respiratoire. Toutefois, cette légere diminution de la fréquence cardiaque induite lors de la NSV était
répercutée au niveau du signal BOLD. Il était donc important de savoir si les déactivations,
correspondant a une diminution du débit sanguin, retrouvées au niveau du SNC pendant la NSV

provenaient uniqguement d’'un changement hémodynamique induit par la bradycardie ou s’il y avait
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également une activité neuronale. La zone de déactivation la plus importante se trouvait au niveau
du noyau d’entrée du NV dans le SNC, c'est-a-dire dans le NTS. Les autres régions de déactivations
importantes étaient dans les structures reliées au NTS tel que le noyau parabrachial (NPB), le locus
coeruleus, 'hippocampe et le cervelet (Xu and Frazier 1995).

Les déactivations tres étendues et nombreuses que nous avons obtenues lors de notre étude
sont différentes des données trouvées dans une autre étude sur la NSV utilisant la neuro-imagerie
fonctionnelle ol le métabolisme du glucose est mesuré par FDG-PET (2-[*®F]-fluoro-2-deoxy-D-
glucose — tomographie par émission de positrons) (Dedeurwaerdere et al. 2005). Dans cette étude,
les changements du métabolisme pendant une NSV aigué sont retrouvés au niveau de I’hippocampe
(diminution) et du bulbe olfactif.

Les données des études sur des patients pendant une NSV aigué montrent des activations et
déactivations localisées dans des structures différentes. Dans I'étude de Lomarev et al. les auteurs
réalisent une expérience par IRMf sur des patients atteints de dépression majeur. La NSV 5 Hz
pendant 13 secondes ne provoque aucune activation significative, par contre la NSV 20 Hz induit des
activations significatives bilatérales au niveau de la partie postérieure du cortex orbito-frontal, dans
I’hypothalamus, dans le globus pallidus et également de maniere moins importante dans le thalamus
(Lomarev et al. 2002). Une étude similaire portant sur des patients atteints de dépression et traités
par NSV 20 Hz montrent une déactivation au niveau du cortex préfrontal ventro-médian et une
activation au niveau de l'insula droit pour les patients présentant un degré de dépression plus
important (Nahas et al. 2007). Toutefois, le travail de Bohning et al. réalisé par IRMf et effectué
également sur des patients atteints de dépression et traités par NSV montre une activation au niveau
du cortex orbito-frontal, pariéto-occipitale, temporal, de I'hypothalamus et de I'amygdale (Bohning
et al. 2001). Une autre étude d'IRMf, menée sur des patients épileptiques avec une NSV de 30Hz
pendant 30 secondes, met en évidence des activations au niveau des lobes frontaux et occipitaux,
dans le lobe pariétal, dans le gyrus cingulaire et temporal, dans l'insula et le thalamus et dans le
cervelet (Liu et al. 2003). L’étude de Sucholeiki et al., également réalisée par IRMf sur des patients
épileptiques traités par NSV 30 Hz, montre des activations au niveau du gyrus temporal supérieur
gauche, du gyrus frontal inférieur bilatérale et du gyrus frontal moyen bilatérale (Sucholeiki et al.
2002). Un travail supplémentaire portant sur des patients épileptiques traités par NSV 30 Hz a
montré, par IRMf, des activations au niveau du thalamus et des cortex insulaires (Narayanan et al.
2002). L'étude par IRMf de Dietrich et al. sur la NSV transcutanée a 25 Hz réalisée sur des adultes
sains montre des activations significatives au niveau du tronc cérébral (dans le locus coeruleus), dans
le thalamus, dans le cortex préfrontal gauche, dans l'insula, dans le gyrus cingulaire postérieur

gauche. Des déactivations sont également retrouvées au niveau du noyau accumbens gauche et
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I'hémisphere cérébelleux droit (Dietrich et al. 2008). Les nombreuses différences au niveau des
données obtenues peuvent étre expliquées par plusieurs facteurs : changement des parameétres et
des protocoles de stimulation, études réalisées sur I'animal ou 'Homme, I'état de santé du patient
ainsi que les traitements pris par le patient, I'anesthésie utilisée pour les études sur I'animal,
I'utilisation de traceurs ou d’agents de contrastes, les divergences au niveau des protocoles des
scans, ou la méthode d’analyse utilisée (PET (tomographie par émission de positrons), SPECT
(tomographie computée a émission de photon unique) ou IRMf). Il est également difficile de
comparer des résultats obtenus chez le rat et chez 'Homme.

Nos données montrent un effet important de la composante cardio-respiratoire sur les effets
centraux pendant la NSV. En effet, nous avons observé que les déactivations au niveau du SNC
étaient concomitantes avec la diminution de la fréquence cardiaque induite par la NSV. Nous avons
également remarqué que les régions les plus déactivées dans le cerveau lors de la NSV appartenaient
au systéme de régulation central du systeme nerveux autonome (Saper 2004). Les différents
controles réalisés (vagotomies orientées et injection d’éphédrine) nous ont permis de mettre en
évidence non seulement 'effet de la composante cardio-respiratoire mais également un effet de
I"activité neuronale sur les réponses BOLD obtenues.

1) Les vagotomies cervicales sélectives ont permis de voir les roles respectifs des efférences et
afférences vagales lors de la NSV. En effet, il n’y avait aucune activation neuronale centrale lorsque
les afférences vagales étaient coupées (stimulation des efférences uniquement), alors que les mémes
cartes de déactivations étaient obtenues lorsque les efférences vagales étaient sectionnées et que
seules les afférences vagales étaient stimulées. Ces vagotomies permettent de montrer un réle
majeur des afférences vagales et suggérent la nécessité d’activation des noyaux de régulation du
mésencéphale pour expliquer les réponses BOLD obtenues lors de la NSV et non pas I'activation des
récepteurs cardiaques.

2) Lors de l'injection i.v. d’éphédrine, une augmentation de la fréquence cardiaque était observée
chez les animaux et cette augmentation était corrélée aux changements de signaux BOLD
(activations) dans beaucoup de régions également déactivées lors de la NSV. Nous avons observé
uniquement des activations lors de linjection d’éphédrine, a l'inverse de la NSV ou seules des
déactivations ont été observées. Les principales régions d’activation BOLD étaient localisées dans la
SGPA, le thalamus, le cervelet, I'hippocampe, l'insula et le cortex cingulaire. La plupart de ces
structures appartiennent au systeme autonomique central (Saper 2004), au systeme
sérotoninergique (Harding 2004) et au systeme noradrénergique (Aston-Jones 2004). L’activation de
ces structures concorde avec la notion d’activation du systéme de régulation central du systeme

nerveux autonome. La comparaison des résultats obtenus lors de la NSV et lors de l'injection
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d’éphédrine nous permet d’émettre I’hypothése suivante : les déactivations obtenues lors de la NSV
sont une réponse a la baisse de la fréquence cardiaque qui se traduit par une diminution du débit
sanguin qui se répercute sur le signal BOLD. Au contraire, le fait d’augmenter la fréquence cardiaque,
lors de l'injection d’éphédrine, augmente le débit sanguin et ceci se traduit par des activations au
niveau des signaux BOLD. Ces résultats montrent qu’il est possible qu’'une importante partie des
déactivations observées pendant la NSV corresponde a des réponses physiologiques indirectes.

Comme la NSV est accompagnée d’une faible bradycardie qui influence la réponse BOLD, il
est difficile de distinguer les effets neuronaux des effets cardio-respiratoires qui influencent
fortement les signaux BOLD. En effet plusieurs études réalisées par IRMf ont mis en évidence
I'importance des effets cardiovasculaires contaminants les signaux BOLD (méme a I’état de repos) et
surtout la difficulté de reconnaitre les activations neuronales pures des effets physiologiques cardio-
respiratoires (Birn et al. 2006 ; Dagli et al. 1999 ; de Munck et al. 2008; Gray et al. 2009; Wise et al.
2004). L'utilisation de la DCM dans notre étude a permis d’établir la présence d’une composante
neuronale dans les signaux IRMf enregistrés malgré la composante physiologique (diminution de la
fréquence cardiaque pendant la NSV) influengant les signaux BOLD. La DCM repose sur des
connaissances neuroanatomiques établies. Dans notre expérimentation, si les connectivités
neuronales obtenues lors de la NSV 5 Hz étaient en accord avec les voies neuronales du NV connues,
c'est-a-dire : le NTS recoit les afférences vagales, alors ceci était une démonstration indirecte de la
composante neuronale dans les signaux BOLD observés. Afin d’étudier si les connectivités neuronales
obtenues lors de I'expérimentation étaient comparables aux voies neuronales du NV connues, une
comparaison de différents modeéles a été effectuée. La comparaison de modeles au niveau du groupe
a montré que le NTS était bien la région la plus susceptible de recevoir les afférences vagales par
rapport aux quatre autres structures d’intérét (le cortex cingulaire, I'hippocampe (CA1), I'insula et le
cortex retrosplénial granulaire), ce qui est en accord avec les connaissances neuroanatomiques du
NV. De plus, les résultats de I'analyse DCM étaient renforcés par le fait que la famille des modeles
présentant des connectivités bidirectionnelles était plus plausible que celle présentant des
connectivités unidirectionnelles entre les différentes structures d’intérét, ce qui est en accord avec
les résultats d’études neuroanatomiques. Le meilleur modele au niveau du groupe (figure 36) montre
des connections directes et rapides du NTS vers les autres régions cérébrales. Ces données vont dans
le sens ol le NTS est reconnu comme étant un point d’entrée dans le SNC, servant de «hub» et
assurant la redistribution des signaux. La NSV 5 Hz active préférentiellement le systeme de régulation
central du systéme nerveux autonome.

La NSV basse fréquence a été décrite comme recrutant principalement les efférences vagales

afin de provoquer I'effet anti-inflammatoire périphérique (Bernik et al. 2002b; Borovikova et al.
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2000b ; Naritoku et al. 1995). Les résultats de notre étude montrent que la NSV a la fréquence de
5 Hz active également les fibres afférentes et induit une activité neuronale. Le fait que la NSV a cette
fréquence active des réseaux neuronaux est intéressant car cette stimulation pourrait, en plus
d’activer les efférences vagales et la voie classique anti-inflammatoire cholinergique, activer I'axe
anti-inflammatoire hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien et provoquer un «double» effet anti-
inflammatoire (voie humorale versus voie nerveuse). Cependant, le cortisol qui est un reflet de
I'activation de I'axe HPA n’a pas été dosé dans cette étude. L'utilisation de I'IRMf pour cette étude
s’est montrée complexe en raison de la présence d’une forte composante physiologique induite par
la NSV a prendre en compte. L'utilisation de la DCM a permis de mettre en évidence I'activité et la

connectivité neuronale en se basant sur les connaissances neuroanatomiques de ces réseaux.
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V. PARTIE 2 : ETUDE DES EFFETS
PERIPHERIQUES DE LA NSV COUPLEE A
DIFFERENTS ANESTHESIQUES SUR UN
MODELE DE RAT SAIN
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1. Résumé de I'étude 2 : étude des effets périphériques de la NSV couplée a

différents anesthésiques sur un modele de rat sain

1.1 Objectif de I’étude

Cette étude a été réalisée afin d’analyser les effets périphériques de la NSV sur les différentes
sous-populations lymphocytaires spléniques chez le rat sain. Elle a également été effectuée pour
étudier l'influence de différents anesthésiques (isoflurane ou pentobarbital) sur les effets

périphériques de la NSV sur la rate.

1.2 Matériel et méthodes

Les rats males Sprague-Dawley ne présentant pas d’inflammation digestive étaient répartis
en cing groupes expérimentaux anesthésiés a l'isoflurane (anesthésie gazeuse) et cing groupes
expérimentaux anesthésiés au pentobarbital (injection intrapéritonéale). Les groupes expérimentaux
étaient :

- groupe contréle (rats anesthésiés et euthanasiés),

- groupe NSV 20 min (rats anesthésiées et stimulés 20 min),

- groupe Sham 20 min (rats anesthésiés, opérés mais non stimulés),

- groupe NSV 3h,

- groupe Sham 3h.

La rate était prélevée apres sacrifice (Dolethal, 1ml intra-cardiaque) afin d’étudier les sous-

populations lymphocytaires spléniques par cytométrie en flux.

1.3 Résultats

Une différence de résultats a été observée entres les rats anesthésiés a l'isoflurane et au
pentobarbital. Les rats anesthésiés a l'isoflurane et stimulés 3h, comparés au groupe Sham 3h,
présentaient une diminution de la cellularité totale splénique, du nombre de lymphocytes et de
toutes les autres sous-populations lymphocytaires spléniques. Ce résultat n’était pas retrouvé pour
les rats anesthésiés au pentobarbital.

L'utilisation du pentobarbital a mis en évidence un effet de la chirurgie et/ou de I'anesthésie :
diminution du nombre de lymphocytes T pour tous les groupes opérés comparé au groupe
contrdle ainsi qu’une augmentation de I'activation lymphocytaire pour le groupe Sham 3h comparé
au groupe controle.

Une diminution de I'activation lymphocytaire a été observée pour le groupe NSV 3h comparé au

groupe Sham 3h ainsi qu’une diminution du pourcentage de NKT par rapport aux lymphocytes T pour
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le groupe NSV 3h comparé au groupe Sham 3h. Ces résultats sont en faveur d’un réle de la NSV 3h
qui permettrait d’inhiber I'activation lymphocytaire et de jouer un réle sur des cellules aux propriétés
immunorégulatrices.

La NSV 20 min n’induisait pas d’effet au niveau des sous-populations lymphocytaires spléniques
guel que soit I'anesthésique utilisé.

Le dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture pendant 48h a mis en évidence
une différence importante de sécrétion de TNF-a entre les splénocytes issus de rats anesthésiés a
I'isoflurane ou au pentobarbital. L'isoflurane inhiberait la sécrétion de TNF-a par les splénocytes en
culture par rapport aux splénocytes issus de rats anesthésiés au pentobarbital. Ce résultat renforce

I’'argument selon lequel I'isoflurane posséde des propriétés anti-inflammatoires.

1.4 Conclusion

Le choix de I'anesthésique en expérimentation animale est primordial et délicat surtout dans le
cas d’études touchant a l'inflammation. L’utilisation du pentobarbital semble plus adaptée pour
I’étude de phénomeénes pro- ou anti-inflammatoires que l'isoflurane qui semble présenter des
interférences avec la NSV et posséder des propriétés anti-inflammatoires.

Les données obtenues sur les animaux «sains» montrent un effet inhibiteur de la NSV 3h au
niveau de l'activation lymphocytaire et une action sur les cellules immunorégulatrices (NKT)
spléniques. Ces données permettent d’avoir des informations sur le mécanisme d’action de la NSV
chez un modele de rat en état non-inflammé et pourront étre comparées aux données obtenues lors
de I'étude 3 réalisée chez un modeéle de rat présentant une inflammation digestive (colite

expérimentale).
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2. Objectif de I’étude

Classiqguement, I'effet anti-inflammatoire périphérique obtenu aprés NSV est reconnu comme
étant d a une action directe de I'acétylcholine sécrétée par les afférences vagales sur les récepteurs
nicotiniques exprimés a la surface des macrophages. Cette fixation provoque alors I'inhibition du
facteur de transcription NF-kB induisant la diminution de la production de cytokines pro-
inflammatoires. Toutefois, ce mécanisme d’action semble trop limité pour expliquer I'effet anti-
inflammatoire périphérique provoqué par la NSV.

Cette étude a été réalisée afin de mettre en évidence les effets périphériques de la NSV sur le
systeme immunitaire, plus particulierement au niveau des populations lymphocytaires spléniques. En
effet, il a été récemment démontré que la rate joue un réle primordial dansla voie anti-
inflammatoire cholinergique. En effet, la splénectomie inhibe la modulation de I'inflammation par la
voie anti-inflammatoire cholinergique dans un modele d’inflammation systémique (Huston et al.
2006 ; Huston et al. 2009 ; Karimi et al. 2010; Rosas-Ballina et al. 2008).

L'hypothese de cette étude était que I'effet anti-inflammatoire obtenu au niveau digestif aprées
NSV basse fréquence pourrait, en plus de la voie classique sur les macrophages, étre également
induit par une action du NV sur la rate mettant en jeu une sous-population lymphocytaire splénique
particuliére.

Nous avons choisi de travailler dans un premier temps sur un modéle de rat «sain» ne
présentant pas d’inflammation périphérique afin d’étudier le mécanisme d’action de la NSV dans un
état basal sans avoir de perturbation induite par la présence d’une inflammation périphérique. Dans
un deuxieme temps (cf. partie 3) I'étude a été menée sur un modele de rat présentant une colite
expérimentale.

Cette étude a également été effectuée pour évaluer l'influence de différents anesthésiques

(isoflurane ou pentobarbital) sur les effets périphériques de la NSV sur la rate.
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3. Matériels et méthodes

3.1 Animaux

L’expérimentation a été réalisée sur des rats Spragues-Dawley males de 260 a 280g (Janvier, Le
Genest St Isle, France). Avant toute manipulation, les animaux ont été acclimatés a leur
environnement pendant au minimum 7 jours. L'ensemble des expériences a été effectué pendant
des créneaux horaires identiques afin de limiter I'influence des variations circadiennes : 'anesthésie
commencait a 9h00 du matin, suivie de la phase de chirurgie et NSV, les animaux étaient euthanasiés
et prélevés en début d’apres-midi, puis I'étude de cytométrie en flux commencait des que les
prélevements étaient effectués.

Les rats étaient hébergés dans des conditions de stabulation controélées :

- Température : 22 £ 1°C,

- Hygrométrie : 50 + 10%,

Cycle nycthéméral : 12h/12h, lumiére de 8h a 20h, obscurité de 20h a 8h,

Litiere (copeaux de bois), changée 3 fois par semaine,

Nourriture et eau ad libitum.

Les expériences étaient réalisées en deux temps sur des animaux anesthésiés :

- Une phase chirurgicale permettant la mise en place de I'électrode de stimulation,

- Une phase de stimulation du nerf vague gauche.

Le chronogramme suivant présente le déroulement de I'expérience :

) Anesthesie Implantation de Stimulation Nerf Vague Futhanasie
isoflurane ou Félectrade —_ — a
])entoharl)ital SHz - 0. 5ma - 20 minou 3h - Prélevements
- - tissulaires
Enregistrement ECG ~Cytométrie
-PCR

Figure 37 : chronogramme de I'expérimentation animale.
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3.2 Anesthésie

Deux protocoles d’anesthésie ont été évalués :
- Anesthésie gazeuse (systeme Minerve®, France) a l'isoflurane (de la méme maniere que
pour I'étude des effets centraux de la NSV vu précédemment), ou
- Injection intrapéritonéale (IP) de pentobarbital (125ul/100g).

Lors des expériences, la durée totale d’anesthésie était de 1h20 ou 4 h selon le protocole de
stimulation utilisé (20min ou 3h de stimulation). Pendant toute la durée de l'anesthésie, la
température de I'animal était maintenue a 37°C au moyen d’une couverture chauffante reliée a une
sonde rectale (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard Apparatus, Les Ulis, France). Un suivi de
la saturation en oxygéne et de la fréquence cardiaque pendant I'expérimentation était assuré par un
capteur optique placé sur une des pattes inférieures de I'animal (systéme Nonnin - France).
L’électrocardiogramme des rats était également enregistré grace a trois aiguilles trés fines (Vycon,
0,4mm de diametre) placées en position sous-cutanée: une a la pointe du coeur, une sous-
claviculaire et la derniere sur la patte inférieure droite (type de dérivation DIl) de la méme maniere

que pour I'expérimentation précédente sur les effets centraux de la NSV.

3.3 Chirurgie

La phase chirurgicale consiste a mettre en place I'électrode de stimulation vagale qui n’était
plus une électrode de stimulation Cyberonics comme pour la premiére étude (par manque de
matériel) mais une électrode animale bipolaire rigide, Harvard Apparatus (Les Ulis, France) (ref : PY8
73-0336) (figure 38) au niveau de la portion cervicale du nerf vague gauche. L'implantation était
réalisée sur les rats anesthésiés (isoflurane ou pentobarbital) de la méme maniére que
précédemment décrit dans I'étude 1 sur les effets centraux de la NSV. Toutefois, I'électrode de
stimulation Harvard n’était pas placée autour du paquet vasculo-nerveux comme pour I'électrode de
stimulation Cyberonics. En effet, I'électrode Harvard était placée directement sur le nerf vague
gauche. Pour ce faire, il était donc nécessaire de rajouter une étape de chirurgie : une fois le paquet
vasculo-nerveux isolé, le nerf vague était repéré et dissocié de la carotide. Le nerf vague gauche était

alors placé dans I'électrode de stimulation (figure 39).
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— < Electrodes

Machoire coulissante

Figure 39 : dissociation du nerf vague gauche et mise en place de I'électrode de stimulation Harvard.

3.4 Stimulation vagale

La chaine de neurostimulation (Grass®) reste la méme que celle précédemment utilisée pour
I'analyse des effets centraux de la NSV. Toutefois certains paramétres de stimulation sont différents
car I'électrode n’est pas la méme et nous n’avons pas la contrainte du temps des séquences
d’acquisitions de I'aimant (modifications en gras):

Intensité : 0,5mA (I'intensité est diminuée car ici seul le NV est stimulé et non pas le

paquet vasculo-nerveux comme dans I'étude précédente),

- Fréquence : 5 Hz,

Durée de pulse : 500us,

Trains de stimulation : 30s ON, 5min OFF,

Stimulation pendant 20 minutes ou 3 heures.

Le profil de la stimulation est schématisé sur la figure 40 :

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble 101



Intensité
(m&)
4 e 5Hz
05 m
; . P S OFF o
0 V. com—— -
[ I |
11
4 )
| L
Hsec ON "
"Temps

Figure 40 : parameétres de la stimulation électrique.

3.5 Groupes d’animaux

5 groupes d’animaux, avec 10 animaux par groupe, ont été utilisés pour chaque anesthésique
(isoflurane ou pentobarbital) lors de cette expérimentation:
- groupe controle: pas de chirurgie, ni de stimulation, seulement [Ianesthésie
immédiatement suivie de I'euthanasie,
- groupe NSV 20 min : stimulation vagale pendant 20 min,
- groupe NSV 3h : stimulation vagale pendant 3h,
- groupe Sham 20 min : anesthésie poursuivie pendant 20 min aprés la mise en place de

I’électrode, sans stimulation,

- groupe Sham 3h : anesthésie poursuivie pendant 3h aprés la mise en place de I'électrode,

sans stimulation.

3.6 Euthanasie et prélevements

Trente minutes aprés la fin de la stimulation, les rats étaient euthanasiés par une injection
intracardiaque massive de pentobarbital (Dolethal®, 200mg/kg). Une laparotomie était pratiquée et
la rate était prélevée pour étre dissociée afin de réaliser I'analyse des sous-populations
lymphocytaires spléniques par cytométrie en flux, ainsi que différents dosages par ELISA (enzyme-
linked immunosorbent assay) ou RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction)

quantitative.
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3.7 Analyse par cytométrie en flux

3.7.1 Préparation des cellules

Une fois la rate prélevée, cette derniere a été immédiatement placée dans un tube Falcon
contenant 10ml de tampon phosphate (Phosphate Buffer Saline : PBS) supplémenté en albumine
sérique bovine a 1% (Bovin Serum Albumin : BSA) froid. La rate était ensuite placée sur un filtre en
nylon (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) de 100 um pour en dissocier mécaniquement les
cellules a I'aide d’un piston de seringue. Les cellules isolées ont été diluées avec 20 ml de tampon de
lyse (lyse hypotonique au chlorure d’ammonium, dilution au 1/10°™ de la solution mére dans I'eau)
permettant I’élimination des érythrocytes. Aprés centrifugation, les cellules ont été lavées avec du
PBS et filtrées a nouveau sur un tamis de 40 um pour éliminer les agrégats. Aprées un dernier lavage
au PBS, le culot était repris dans 10 ml de PBS BSA 1%. Une numération au bleu trypan en cellule de

Malassez a été réalisée afin de connaitre le nombre de cellules isolées par rate.

3.7.2 Immunomarquage des cellules

Chaque marquage a été réalisé sur 1 million de cellules. Les cellules ont été incubées pendant 45
min dans des tubes contenant un volume final de 300 pl de PBS BSA 1% et un mélange d’anticorps
(tableau 5) a 4°C. Pour chacun de ces marquages, des controles isotypiques ont été réalisés afin de
déterminer le seuil de positivité d’expression des antigénes selon la stratégie «Fluorescence Minus

One - FMO» (Roederer 2001).

Anticorps Fournisseur Clone Fluorochromes
CD3 BD Biosciences 1F4 APC
CD4 BD Biosciences 0OX-35 PE-Cy5
CD8 BD Biosciences OX-8 FITC
CD25 BD Biosciences OX-39 PE
CD45RA BD Biosciences OX-33 PE
CD161a BD Biosciences 10/78 FITC
TCR alpha —beta BD Biosciences R73 PerCP
TCR gamma-delta BD Biosciences V65 PE

Tableau 5: liste des anticorps utilisés pour les immunomarquages. APC: allophycocyanine, FITC:
isothiocyanate de fluorescéine, PE: phycoérythrine, PE-Cy5: tandem phycoérythrine-cyanine 5, PerCP:
peridinin chlorophyll protein.

A la fin du temps d’incubation, les cellules ont été lavées au PBS (3ml/tube), puis centrifugées

a 400 g pendant 10 min a 4°C. Le surnageant a été éliminé et les culots étaient resuspendus dans
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500 ul de PBS + 5 pg/ml de Hoechst 33258 (Sigma). Cette sonde fluorescente permet le marquage

des cellules mortes et ainsi d’apprécier la viabilité cellulaire.

3.7.3 Analyse des cellules

Les cellules ont été analysées sur un FACS LSRII (BD Biosciences). L’APC est excité par un laser
rouge (633nm), le Hoechst est excité par un laser UV (351nm), les autres fluorochromes sont excités
par un laser bleu (488nm). Les doublets ont été éliminés de I'analyse ainsi que les cellules mortes
(marquage positif au Hoechst 33258). Les données de cytométrie ont été interprétées avec le logiciel

Flowjo (Tree Star, Ashland, OR, USA) (figure 41).
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Figure 41 : histogrammes biparamétriques représentant les stratégies de fenétrage pour les différentes sous-
populations lymphocytaires spléniques.

Chloé Picq / Thése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

105



3.7.4 Culture cellulaire

Afin d’induire une activation des lymphocytes in vitro, 1.10° cellules non immunomarquées,
préalablement dissociées, ont été mises en culture dans des plaques 96 puits. Il y avait 10 puits par
animal (5 puits dans lesquels les cellules étaient activées et 5 autres ol elles ne I'étaient pas). Les
puits dans lesquels les cellules étaient activées étaient coatés pendant 48h avec de I'anticorps anti-
CD3 en solution (clone : 1F4, AbD serotec, Oxford, UK). Aprés 48h, les puits étaient lavés avec 200ul
de PBS et remplis avec du milieu de culture RPMI (Roswell Park Memorial Institute Medium), du
sérum de veau feetal (10%) (SVF) ainsi que de I'anticorps anti-CD28 en solution (2ul/ml) (clone :
11319, AbD serotec, Oxford, UK). Les cellules témoin « non-activées » étaient cultivées dans des puits
non coatés contenant du milieu de culture RPMI et du SVF sans I'anticorps anti-CD28. Les plaques
étaient ensuite placées dans une étuve a 37°C et 5% de CO, pendant 48h. A la fin de ces 48 heures,
les surnageants étaient récupérés et conservés a -80°C afin de doser les cytokines sécrétées par les

splénocytes en culture par la technique CBA (Cytometric Beads Array).

3.7.5 Dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture

Ce dosage a été réalisé avec le kit CBA Rat Soluble Protein Flex Sets (BD Biosciences, France).
Cette technique est apparentée a un dosage ELISA classique, mais elle permet de doser plusieurs
cytokines simultanément par cytométrie en flux en utilisant un minimum de surnageant issu des
cultures cellulaires de splénocytes activés ou non-activés. Cette technique repose sur I'utilisation
d’un mélange de billes en latex présentant a leur surface un anticorps de capture spécifique d’une
protéine. Les billes ont des intensités de fluorescence intrinséques différentes permettant de les
distinguer les unes des autres et de les identifier en fonction de leur spécificité. Une troisieme
fluorescence correspond a la quantité de protéine détectée grice a un deuxiéme anticorps. Ces
parametres de fluorescence sont analysés par cytométrie en flux. Les cytokines dosées étaient :
I'interleukine-4 (IL-4), le facteur de nécrose tumorale o (TNF-a), l'interleukine-1 o (IL-1 a),

I'interféron-y (IFN-y), I'interleukine-10 (IL10) et I'interleukine-6 (IL-6).
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3.8 Quantification des ARNm par PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR)

La PCR est une amplification exponentielle, cyclique et ciblée de I’ADN. Les caractéres
exponentiel et cyclique lui conferent respectivement une grande sensibilité et une importante

reproductibilité. L’amplification de I’ADNc (ADN complémentaire) est régie par I'équation:

N=NO(1+¢)°

ou N est le nombre de molécules amplifiées, NO est le nombre initial de molécules, € est I'efficacité
d’amplification et c le nombre de cycles. Plus la quantité d’ADNc (ADN complémentaire) initiale est
importante plus le seuil de détection de la fluorescence est atteint rapidement. Ce seuil de détection
(CP : Crossing Point ou CT : Cycle Threshold) est utilisé pour la quantification.

La g RT-PCR nécessite quatre étapes : broyage, extraction d’ARN, reverse transcription afin
de synthétiser de I'ADNc, et quantification par PCR en temps réel sur LightCycler (LighCycler
Instrument, Roche Applied Science).

L'amplification par PCR est suivie en temps réel par un intercalant fluorescent le SYBR Green
(intercalant dont le rendement quantique de fluorescence est fortement augmenté une fois lié de
maniere non spécifique a I’ADN double brin). La fluorescence est proportionnelle a la quantité d’ADN
amplifié. Le but de cette expérience est de quantifier les ARNm cibles présents dans les splénocytes
(un million par rat) obtenus aprés dissociation mécanique de la rate et qui ont été directement placés
et conservés dans 350ul de solution de tampon de lyse (tampon RLT) (Qiagen, Courtaboeuf,France) a
-80°C.

La quantification des ARN donne une information intéressante car ils représentent la réponse
d’une cellule a un stimulus tel qu’une inflammation, une agression, une stimulation. Cette réponse
est faite en fonction de I'état de la cellule et de son environnement. Cette information que fournit
’ARNm est en amont au niveau de la régulation cellulaire et représente donc une réponse
relativement pure et aisée a quantifier. Toutefois la g RT PCR nous permet d’analyser des variations
de quantité d’ARNm qui ne sont pas obligatoirement équivalentes aux quantités de protéines. Cette
technique présente donc des limites notamment au niveau de la quantité initiale d’ARNm a doser.
Lorsque la quantité initiale n’est pas assez importante la quantification de I'expression des génes
cibles ne sera pas réalisable. Cette limitation oblige donc a éliminer certains genes cibles selon la
quantité d’ARNm présente. Une autre limitation de cette technique est qu’il n’est pas possible de
déterminer si la variation de ’ARNm quantifié provient d’une augmentation de la synthése ou d’une

diminution de la dégradation de cet ARNm.
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3.8.1 Extraction des ARN

L'extraction des ARN a été réalisée sur I'automate Qiacube (Qiagen) en utilisant le kit RNeasy
mini kit Animal Cells (Qiagen) sur colonne. La purification d’ARN a été effectuée en plusieurs étapes.
Tout d’abord les cellules étaient lysées et homogénéisées en présence du tampon de lyse RLT
fortement concentré en thiocyanate de guanidine inactivant les RNases afin de purifier des ARN
intacts. Puis de I'éthanol a été ajouté pour assurer une bonne fixation de I’ARN sur la membrane
silicatée de la colonne. Ensuite, I’échantillon était placé sur une RNeasy Mini spin colonne ou I’ARN
total se fixe sur la membrane silicatée de la colonne et les contaminants sont retirés par une

succession de lavages. Les ARN étaient alors élués dans de I'eau.

3.8.2 Vérification de la qualité et de la concentration des éluats

Les éluats d’ARN totaux ont ensuite été dosés (2 pl) a l'aide du spectrophotometre
NanoDrop® ND1000 (NanoDrop Technologies Inc., USA) pour déterminer la concentration et la
pureté des ARN élués de chaque échantillon. Les ARN ont été congelés a — 80°C en attendant |'étape

de transcription inverse.

3.8.3 Transcription inverse

La transcription inverse des ARN totaux en ADNc a été réalisée grace a I'’enzyme Sensiscript
Transcriptase inverse (Qiagen) qui est une enzyme recombinante hétérodimérique exprimée dans
E.coli, adaptée a la transcription inverse des faibles concentrations d’ARN (ici <50ng/ul). La réaction a
été réalisée a partir d’'un volume de 50 ng d’ARN dans 20 ul final avec 50 uM d’amorce oligo (dT), un

mélange de dNTP a 5 mM et un inhibiteur de RNase 20 U/pl.

3.8.4 PCR quantitative en temps réel sur LightCycler

La PCR a été réalisée avec le kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche Applied
Science) sur un automate LightCycler (LighCycler Instrument, Roche Applied Science). Apres
dénaturation, I'amplification se déroule en trois étapes pendant 50 cycles :

- Ladénaturation : I’ADNc est chauffé a 95°C pendant 10 minutes.

- L’hybridation : la température est définie selon la nature des amorces. Elle est descendue
d’environ 5°C en dessous de la température de fusion (Tm). Cette baisse va permettre aux
amorces de se fixer de facon spécifique sur les séquences complémentaires des fragments
d’ADN dénaturé.

- L’élongation : la température est a 72°C pendant 8 secondes ou la Taq polymérase synthétise

le brin complémentaire de I’ADN par polymérisation de désoxyribonucléotides.

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

108



3.8.5 Génes cibles étudiés

Chaque amorce a été dessinée (MacVector) et optimisée lors d’'une étude préliminaire selon les
conditions détaillées dans le tableau suivant (Peinnequin et al. 2004). La PCR a été optimisée sur un
pool de la totalité des échantillons. Aprés amplification, une courbe de fusion était réalisée pour
vérifier la spécificité de la PCR.

Les génes cibles étudiés sont des génes jouant un réle important dans I'inflammation et donnant

des informations sur I'état inflammatoire de la cellule (tableau 6).
- ARNm de cytokines: - cytokines pro-inflammatoires : TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-2 et IL-2ra
(récepteur a de I'lL-2) ;
- cytokines anti-inflammatoires : IL-10, IL-4.

- ARNm de la protéine modulatrice de voie intracellulaire de signalisation : NFkBia (inhibiteur
du facteur de transcription NFkB). Il présente une signification fonctionnelle car
I"augmentation de son ARNm montre qu’il a été utilisé et dégradé et que la cellule est en
train d’en reconstituer.

- ARNm du marqueur exprimé de lymphocytes T régulateurs : FoxP3.

Le niveau d’expression de I'lL-17, I'IL-10, I'lL-4 et I'IFN-y s’est avéré trop faiblement exprimé ne

nous permettant donc pas de les quantifier.
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Geénes Amorces T°H Réf. GenBank  NC

Sens F1: 5-CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG-3’
ARBP 54°C NM_022402 50
Antisens R1: 5-CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG-3’
Sens F3 : 5’-GGCGACCTGGAAGTCCAACTA-3’
ARBP 54°C NM_022402 50
Antisens R3: 5’-CATGCGGATCTGCTGCATCT-3’
Sens F3: 5-GGCAAATGCTGGACCAAACAC-3’
CYCA 56°C NM_017101 50

Antisens R3: 5’-CTTCCCAAAGACCACATGCTTG-3’

Sens F1: 5-CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC-3’
HPRT 60°C NM_012583 50
Antisens R1:5-GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC-3’

Sens F2: 5'-AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG-3’
NFkBia 55°C NM_001105720 50
Antisens  R2:5’-CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG-3’

Sens F4 :5-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC-3’

TNF-a 58°C NM_012675 50
Antisens R4 : 5’-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
Sens F2 :5-CACACGCATGTTCGCCTACTTC-3’
FoxP3 57°C NM_001108250 50
Antisens R2 :5’-TCCACTCGCACAAAGCACTTG-3’
Sens F2: 5'- TTCACTTGGAAGACGCTGGAAA-3’
IL-2 56°C NM_053836 50
Antisens R2:5’- ACCACAGTTGCTGGCTCATCAT-3’
Sens F2:5'- GTGGGTTCACCTGGCAACATAG-3’
IL-2ra 54°C NM_013163 50
Antisens R2:5’- CCCTTGGGCTCCAACTGTTC-3’
Sens F1: 5'-AAGTGTCATCGAATCGCACCTG-3’
IFNy 60°C NM_005106 50

Antisens R1: 5’-CAGCTTTGTGCTGGATTGTGG-3’

Tableau 6 : amorces et conditions de PCR. En rouge : les génes rapporteurs ; TH : température d’hybridation ;
NC: nombre de cycles; ARBP : acidic ribosomal phosphoprotein ; CycA : cyclophylin A ; HPRT : hypoxantine
guanine phosphoribosiltransferase ; NFkBia : nuclear factor of k light chain gene enhancer in B-cells inhibitor a ;
TNF-a: tumor necrosis factor; FoxP3: Forkhead box P3; IL-2: interleukine-2; IL-2ra: chaine alpha du
récepteur de I'lL-2 ; IFN-y : interféron y.

3.8.6 Traitement et normalisation des données

La quantification est basée sur la détermination du Crossing Point (CP) en utilisant la
méthode du maximum de la dérivée seconde (LightCycler Software v.3.1). Le CP correspond a la
quantité d’ADN maximale en limite de la phase exponentielle.

La normalisation est réalisée par moyenne géométrique de trois génes en utilisant le logiciel
Genorm. Les trois genes de référence utilisés et validés dans cette étude étaient: le gene de la
Cyclophiline A (CYCA), celui de I’hypoxanthine-guanine phosphorybosyl transférase (HPRT), et celui
de la phosphoprotéine ribosomale acide (ARBP). Ces trois génes ont donc été utilisés pour normaliser

les quantités respectives de chacun des marqueurs étudiés. La normalisation est utilisée afin
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d’atténuer les différences de rendements obtenus lors des différentes étapes réalisées pour arriver a
la quantification des ARNm.
La quantification a été effectuée par la méthode de comparaison des cycles de sorties (2"

avec la correction d’efficacité de PCR.

3.9 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le programme GraphPad Prism version 5.00
(GraphPad Software, San Diego, Californie, USA). L'ensemble des résultats a été analysé avec un test
non-paramétriqgue Mann-Whitney. Les données étaient considérées comme statistiquement
significatives lorsque p<0,05. Les résultats sont présentés de la maniéere suivante : moyenne + erreur

standard.
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4. Résultats

4.1 Etude des effets de la NSV chez le rat anesthésié a l'isoflurane

4.1.1 Analyse des sous-populations lymphocytaires spléniques par cytométrie en flux

Afin d’étudier I'implication des différentes populations du systeme immunitaire de la rate
dans l'effet anti-inflammatoire du nerf vague, différentes sous-populations lymphocytaires
spléniques provenant d’un modele de rat anesthésié a I'isoflurane ont été analysées par cytométrie
en flux. Cing groupes expérimentaux étaient étudiés : controle, sham 3h ou 20min (rats anesthésiés,
opérés mais non stimulés), NSV 3h ou 20min (rats anesthésiés, opérés et stimulés). Les valeurs
moyennes des différentes populations étudiées sont répertoriées dans le tableau suivant tout

d’abord sous forme de pourcentage par rapport a une population donnée puis en valeur absolue

(nombre de cellules x1000 par rate dissociée).

_Controle Sham 20 min Sham 3hisoflurane NSV 20 min NSV 3h isoflurane
isoflurane isoflurane isoflurane
moyenne | +SEM moyenne +SEM moyenne +SEM moyenne +SEM moyenne +SEM
% lymphocytes totaux/ cellules totales 82.2 1.2 80.3 1.7 82.1 1.2 83.3 1.3 83.9 1.3
% lymphocytes T/ lymphocytes 35.4 2.3 35.5 1.7 40.5 2.4 36.2 2.0 38.9 2.0
% lymphcoytes T CD4/ CD3 70.4 2.2 68.4 4.0 75.1 1.6 70.6 2.5 74.5 1.6
% CD25/ CD4 10.5 1.1 9.9 0.5 8.9 0.5 9.7 0.4 8.8 0.3
% lypmphocytes T CD8/ CD3 21.3 2.5 23.7 3.6 18.4 1.5 22.1 2.3 18.5 1.4
balance CD4/CD8 0.3 0.0 0.4 0.1 0.2 0.0 0.3 0.0 0.3 0.0
double positif CD4 CD8/ CD3 2.4 0.2 2.2 0.2 2.1 0.1 2.3 0.1 2.5 0.1
% lymphocytes B/ lymphocytes 37.1 3.1 37.5 2.5 38.6 2.4 38.3 2.7 37.2 2.5
% NK / lymphocytes 2.7 0.3 2.3 0.3 2.4 0.2 3.2 0.5 2.4 0.5
% NKT / lymphocytes T 9.2 0.7 8.3 0.7 7.9 0.6 8.7 0.3 10.4 3.5
% TCRa8/ CD3 93.2 0.5 93.2 0.5 94.6 0.6 93.4 0.4 94.8 0.5
% TCRy6/ CD3 5.8 0.5 5.7 0.5 4.6 0.5 5.7 0.3 4.2 0.5
% TCRa8/ NKT 65.9 2.7 65.5 2.5 68.4 2.7 65.2 2.2 711 2.4
% TCRyS/ NKT 28.5 2.6 29.8 2.6 25.6 2.4 30.9 2.1 25.0 2.2
cellularité totale 806.8 68.5 706.6 98.1 847.2 89.0 799.6 62.0 629.6 64.7
nombre de lymphocytes totaux 664.7 58.3 566.6 77.5 697.9 76.3 668.8 57.4 530.7 61.0
nombre de lymphocytes T 233.9 23.4 204.0 33.5 274.1 20.8 239.2 18.8 202.7 19.2
nombre de lymphocytes T CD4 163.9 16.1 143.2 27.6 205.1 14.6 169.0 15.1 151.0 14.8
nombre de lymphocytes T CD4 CD25+ 16.8 1.9 13.4 2.3 18.1 1.5 16.1 1.2 13.1 13
nombre de lymphocytes T CD8 50.8 8.9 44.9 7.8 50.8 6.4 52.8 7.0 37.4 4.0
nombre de lymphocytes B 241.6 28.4 209.4 28.8 280.7 49.6 259.4 32.3 198.1 25.4
nombre de NK 18.1 2.5 12.4 1.8 17.4 2.8 21.4 3.3 13.7 4.0
nombre de NKT 26.7 3.1 21.0 3.4 26.2 3.6 28.2 2.4 26.6 9.7
nombre de LT avec TCRa8 250.7 26.7 225.1 36.8 284.8 25.4 281.8 27.1 222.4 33.4
nombre de LT avec TCRyé 15.1 1.5 12.7 1.7 14.0 2.9 16.8 1.4 9.9 1.7
nombre de NKT avec TCRa8 17.5 2.0 13.9 2.5 17.5 2.1 18.4 1.8 19.9 8.0
nombre de NKT avec TCRyS 7.7 1.2 6.1 1.1 7.0 1.6 8.7 0.9 5.8 1.6

Tableau 7 : valeurs moyennes des différentes sous-populations lymphocytaires obtenues par cytométrie en
flux pour les rats anesthésiés a I'isoflurane. Données présentées sous forme de pourcentage par rapport a une
population cellulaire parente donnée, puis en valeur absolue (nombre de cellules x1000 par rate dissociée).
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Parmi ces différents groupes, des variations en nombre de cellule ont pu étre observées.
- Tout d’abord une diminution significative de la cellularité totale splénique a été observée
chez le groupe NSV 3h comparé au groupe Sham 3h (diminution d’environ 25% ; p<0,05) de
méme que pour le groupe NSV 3h comparé au groupe contréle (diminution d’environ 22% ;

p<0,05) (figure 42 A).

- Cette diminution significative pour le groupe NSV 3h a été retrouvée pour d’autres sous-

types cellulaires :

0 lymphocytes totaux (diminution d’environ 24% entre NSV 3h et Sham 3h; p<0,05)
(figure 42 B),

0 lymphocytes T (diminution d’environ 26% entre NSV 3h et Sham 3h ; p<0,05) (figure
42 C),

0 lymphocytes T CD4 (diminution d’environ 26% entre NSV3h et Sham 3h; p<0,05)
(figure 42 D),

0 lymphocytes T CD4 activés (CD4 CD25+) (diminution d’environ 27% entre NSV3h et
Sham 3h; p<0,05) (figure 42 E).

- Un effet de la NSV sur les cellules T possédant le récepteur TCR y& était également observé.
La NSV induisait une diminution significative du nombre de cellules TCR y& pour le groupe

NSV 3h comparé au groupe Sham 3h (diminution d’environ 29%; p<0,05) (figure 42 F).

- Une diminution, bien que non significative, était aussi observée pour le groupe NSV 3h

comparé au groupe Sham 3h pour les sous-populations suivantes :
0 lymphocytes T CD8 (diminution d’environ 26% entre NSV 3h et Sham 3h),
0 lymphocytes B (diminution d’environ 29% entre NSV 3h et Sham3h),
0 cellules NK (diminution d’environ 21% entre NSV 3h et Sham 3h),

Les données obtenues montrent également que la NSV 20 min n’avait pas d’effet significatif sur les

sous-populations lymphocytaires spléniques.
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Figure 42 : nombre de cellules des différentes sous-populations lymphocytaires spléniques par rate (A:
cellularité totale, B: nombre de lymphocytes totaux, C: nombre de lymphocytes T CD3, D: nombre de
lymphocytes T CD4, E : nombre de lymphocytes T CD4 CD25+, F : Nombre de lymphocytes CD3 TCRy®) issue de
rats anesthésiés a l'isoflurane, apres dissociation. Cadre vert : groupe NSV 3h ; cadre orange : groupe Sham 3h.

(* : p<0,05).
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Les différences de cellularité entre le groupe NSV 3h et Sham 3h ont été retrouvées pour la
tres grande majorité des sous-populations étudiées. Ces résultats suggerent un effet global de la NSV
sur toutes les sous-populations lymphocytaires spléniques, non-spécifique a une sous-population

donnée.

4.1.2 Dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture

Afin d’approfondir I'étude et de déterminer les répercussions de la NSV sur la fonctionnalité
des splénocytes, un dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture a été réalisé. Le
dosage CBA des cytokines suivantes: IFN-y, IL-4, IL-1, IL-6, TNF-a et IL-10 a été effectué sur les
surnageants de culture de 48 heures des splénocytes activés (co-activation CD3 CD28) ou non
activés. Les valeurs moyennes des concentrations des cytokines dosées (en pg/ml) sont récapitulées

dans les tableaux suivants.

Controle activé Sham 20 min Sham 3h activé NSV 20 min activé
isoflurane activé isoflurane isoflurane activé isoflurane isoflurane
moyenne | £SEM | moyenne | +SEM moyenne | +SEM | moyenne | +SEM | moyenne +SEM

IFN-y | 10713.9 [2304.1] 9547.9 | 1944.0 [ 10439.6 [2401.5 7431.9 | 1624.5| 14078.1 | 1798.8

IL-6 253.3 53.9 220.7 31.8 166.5 14.0 | 153.6 7.5 206.8 16.0

IL-1 81.3 5.7 75.9 3.7 70.9 1.4 75.3 2.1 78.9 3.8

TNF-a 662.6 90.8 600.5 80.0 568.9 73.9 573.4 59.5 775.2 190.2

IL-10 688.6 180.0 | 433.6 85.6 492.8 97.0 [ 558.3 58.0 695.3 97.3

IL-4 91.2 11.1 79.0 6.7 82.3 7.8 91.8 10.5 103.3 15.2
Controle NA Sham 20 min NA Sham 3h NA NSV 20 min NA NA
isoflurane isoflurane isoflurane isoflurane isoflurane
moyenne | +*SEM | moyenne | +SEM moyenne | +SEM | moyenne | +SEM moyenne +SEM
IFN-y 170.0 0.5 170.3 0.6 171.3 1.6 170.0 1.2 169.3 0.7
IL-6 160.3 18.9 154.9 7.0 135.2 8.5 160.9 14.7 184.7 16.1
IL-1 67.1 1.4 68.2 1.1 65.5 1.1 64.9 1.7 65.5 2.1
TNF-a 266.1 22.2 237.2 10.6 205.7 7.0 232.8 8.9 209.9 7.0
IL-10 691.5 236.1 | 775.2 160.0 760.0 129.1| 838.2 | 166.3 1079.9 237.4
IL-4 49.2 0.6 50.4 0.6 49.2 0.8 49.5 0.7 50.1 1.0

Tableau 8 : valeurs moyennes des concentrations en pg/ml des différentes cytokines dosées dans les
surnageants de culture de splénocytes préalablement activés ou non activés (NA).

Les sécrétions de cytokines ne sont considérées comme quantifiables que lorsqu’une
différence significative est observée entre les cellules activées et non-activées. Bien que cette
augmentation significative ait été observée pour, I'IFN-y et I'IL-4, aucune variation significative n’a
été retrouvée entre les différents groupes expérimentaux.

Les résultats obtenus lors de cette étude sur le rat anesthésié a l'isoflurane sont en

contradiction avec notre hypothese de départ. En effet, d’apres la littérature (Karimi et al. 2010)
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nous nous attendions a obtenir un effet spécifique de la NSV sur une sous-population lymphocytaire
splénique particuliére : les lymphocytes T CD4, plutot qu’un effet général touchant toutes les sous-
populations lymphocytaires. Nous avons remis en cause |’utilisation de I'isoflurane, et en effet il a été
décrit dans la littérature que cet anesthésique posséde des propriétés anti-inflammatoires (Boost et
al. 2009; Flondor et al. 2008 ; Hofstetter et al. 2007). Pour s’affranchir des effets non-désirés de cet
anesthésique, nous avons alors renouvelé la méme expérience en utilisant un autre anesthésique, le
pentobarbital, décrit comme n’agissant pas sur l'inflammation. Celui-ci est utilisé comme
anesthésique «controle» dans les différents articles étudiant les effets des anesthésiques sur
I'inflammation (Hofstetter et al. 2005; Lee et al. 2004 ; Plachinta et al. 2003).

7 o7

4.2 Etude des effets de la NSV chez le rat anesthésié au pentobarbital

4.2.1 Analyse des sous-populations lymphocytaires spléniques par cytométrie en flux
Les valeurs moyennes acquises lors de I'analyse par cytométrie en flux des différentes
populations étudiées sont répertoriées dans le tableau suivant de la méme maniere que pour

I’expérience précédente sur les rats anesthésiés a I'isoflurane.

Controle Sham 20 min Sham 3h NSV 20 min NSV 3h
pentobarbital pentobarbital pentobarbital pentobarbital pentobarbital

moyenne | + SEM moyenne +SEM moyenne +SEM moyenne +SEM moyenne +SEM
% lymphocytes totaux/ cellules totales 80.0 1.5 81.1 1.2 81.1 1.0 80.4 1.0 81.5 0.7
% lymphocytes T/ lymphocytes 36.8 2.4 30.8 3.7 27.0 1.0 29.6 2.2 30.5 1.6
% lymphcoytes T CD4/ CD3 70.6 1.8 68.1 3.3 70.4 1.3 71.6 3.2 71.7 2.6
% CD25/ CD4 9.6 0.4 10.6 0.8 12.2 0.6 10.9 0.3 10.5 0.5
% lypmphocytes T CD8/ CD3 21.7 1.9 22.9 3.2 21.2 1.1 19.8 3.1 20.8 2.4
balance CD4/CD8 0.3 0.0 0.4 0.1 0.3 0.0 0.3 0.1 0.3 0.0
double positif CD4 CD8/ CD3 2.2 0.1 2.5 0.3 2.5 0.2 2.3 0.1 2.2 0.1
% lymphocytes B/ lymphocytes 40.1 3.5 39.8 2.3 45.2 2.1 41.2 2.7 44.3 2.3
% NK / lymphocytes 2.0 0.3 2.9 0.3 2.5 0.3 2.5 0.2 2.2 0.4
% NKT / lymphocytes T 8.6 0.4 11.8 0.8 12.3 0.8 11.2 1.0 9.4 0.7
% TCRa6/ CD3 93.8 0.8 91.2 1.0 91.0 0.7 91.2 1.2 93.1 0.5
% TCRyS/ CD3 4.6 0.4 6.7 0.7 7.3 0.6 6.5 0.6 5.5 0.5
% TCRaB/ NKT 67.1 4.2 58.9 3.8 60.2 3.3 60.5 3.3 65.4 2.4
% TCRy6/ NKT 23.5 1.4 30.0 2.3 30.9 2.8 28.1 2.1 25.6 2.3
cellularité totale 925.6 67.0 840.8 54.5 885.2 115.3 841.6 55.4 767.8 86.4
nombre de lymphocytes totaux 742.1 58.6 681.3 44.9 719.6 94.6 675.2 43.1 625.1 69.5
nombre de lymphocytes T 274.9 30.8 212.7 30.8 196.8 29.4 202.1 24.3 190.0 22.9
nombre de lymphocytes T CD4 194.8 22.8 142.3 19.2 138.8 21.2 144.3 17.6 137.9 19.6
nombre de lymphocytes T CD4 CD25+ 18.8 2.5 14.4 1.7 17.2 3.2 15.6 1.8 14.4 2.0
nombre de lymphocytes T CD8 60.5 8.5 52.1 12.5 41.7 6.5 41.5 10.1 38.1 5.0
nombre de lymphocytes B 305.2 47.9 268.5 18.9 326.8 48.9 277.9 24.9 275.4 32.4
nombre de NK 14.4 1.7 19.0 1.9 18.8 3.7 17.1 1.8 12.7 2.1
nombre de NKT 29.8 3.6 32.6 3.5 32.5 4.6 29.9 3.4 22.5 2.8
nombre de LT avec TCRa8 297.1 34.0 228.2 26.3 214.4 28.8 220.9 25.8 203.5 24.6
nombre de LT TCRyS 14.6 2.6 15.6 0.9 17.9 3.5 15.2 1.7 11.9 1.4
nombre de NKT avec TCRa8 19.9 2.6 19.1 2.1 19.5 2.9 18.1 2.3 15.0 2.3
nombre de NKT avec TCRyé 7.1 1.2 9.4 0.7 10.3 1.8 8.3 1.2 5.6 0.8

Tableau 9 : valeurs moyennes des différentes sous-populations lymphocytaires obtenues par cytométrie en
flux pour les rats anesthésiés au pentobarbital. Données présentées sous forme de pourcentage par rapport a
une population cellulaire donnée, puis en valeur absolue (nombre de cellules x1000 par rate dissociée).

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble 116



Tout d’abord aucune diminution significative de la cellularité splénique totale n’a été

observée comme cela a pu étre le cas lors de |'utilisation de I'isoflurane (figure 43).
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Figure 43: cellularité totale splénique pour les différentes conditions (Contréle, Sham 20min ou 3h,
NSV 20min ou 3h) et selon I'anesthésique utilisé (i : isoflurane, p : pentobarbital). Cadre vert : groupe NSV 3h
isoflurane ; cadre rouge : goupe Sham 3h isoflurane. (* : p<0,05).

4.2.1.1 Effet de la NSV sur les sous-populations lymphocytaires spléniques

Une hausse significative (environ 27% ; p<0,05) de I'activation lymphocytaire (pourcentage
de CD25+ dans la population des lymphocytes T CD4) pour le groupe Sham 3h comparé au groupe
Controle a été observée (figure 44 A), celle-ci pourrait étre causée par I'inflammation provoquée par
la chirurgie. Toutefois, un effet de la NSV est distingué car I'activation lymphocytaire était diminuée
significativement (diminution d’environ 14%, p<0,05) pour le groupe NSV 3h par rapport au groupe
Sham 3h.

L'effet de la NSV se retrouve également au niveau de la population des NKT, une diminution
significative (environ 19% ; p<0,05) du pourcentage de NKT par rapport aux lymphocytes T a été
observée pour le groupe NVS 3h comparé au groupe Sham 3h. Cet effet n’était pas retrouvé lors de

I'utilisation de I'isoflurane (figure 44 B).
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Figure 44 : effets de la NSV sur les lymphocytes T et les NKT spléniques. A : pourcentage de CD25 + parmi la
population des LT CD4 représentant I'activation lymphocytaire en fonction des différentes conditions (Contréle,
Sham 20 min ou 3h, NSV 20 min ou 3h) et de I'anesthésique utilisé (i : isoflurane, p : pentobarbital). Cadre
rouge : groupe Sham 3h ; cadre jaune : groupe Contrdle ; cadre vert : groupe NSV 3h. B : pourcentage de NKT
parmi les lymphocytes T spléniques chez des rats anesthésiés au pentobarbital en fonction des groupes
expérimentaux. Cadre jaune : groupe contrble ; cadre rouge : groupe Sham 3h; cadre vert: groupe NSV 3h.
(*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001).

4.2.1.2 Effet de I'anesthésie et/ou de la chirurgie sur les sous-populations lymphocytaires
spléniques

Un effet sur tous les groupes d’animaux opérés par rapport au groupe Contréle (anesthésié
et euthanasié sans opération) a été observé. En effet, pour tous les animaux ayant eu la chirurgie
permettant la mise en place de I'électrode de stimulation, une diminution d’environ 27% du nombre
de lymphocytes T CD3 (groupes NSV 3h, Sham 3h et NSV 20 min par rapport au contréle ; p<0,05)
était observée (figure 45 A). Cette baisse était également observée pour la population de
lymphocytes T CD4 (diminution significative d’environ 29% pour les groupes NSV 3h et Sham 3h par
rapport au groupe contrdle; p< 0,05 ; et diminution non significative pour les groupes Sham 20min et
NSV 20min d’environ 26 % par rapport au groupe controle) (figure 45 B). Ces variations en nombre de
cellules pourraient étre le résultat d’une réaction inflammatoire précoce induite par la chirurgie au

niveau du site de I'implantation de I’électrode.
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Figure 45: effet de I'anesthésie et/ou de la chirurgie sur les lymphocytes T spléniques. Nombre de
lymphocytes T (A) et de lymphocytes T CD4 (B) spléniques aprés dissociation de la rate issue de rats
anesthésiés au pentobarbital. Cadre jaune : groupe contrdle. (* : p <0,05).

L'utilisation du pentobarbital, répertorié comme n’ayant pas d’effet sur I'inflammation, a
permis d’obtenir des données différentes sur I'analyse des sous-populations lymphocytaires
spléniques.

Toutefois, les résultats concernant la NSV 20min sont les mémes que pour I'étude chez les
rats anesthésiés a l'isoflurane : pas d’effet de la NSV 20min sur les sous-populations lymphocytaires
spléniques. Ceci pourrait s’expliquer par le fait que la NSV ne dure pas assez longtemps pour induire

des changements au niveau splénique.

4.2.2 Dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture issus des rats anesthésiés au
pentobarbital
Un dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture a été réalisé comme

précédemment sur les rats anesthésiés a l'isoflurane. Les valeurs moyennes des concentrations

dosées des différentes cytokines sont récapitulées dans le tableau suivant.

Controle activé Sham 3h activé activé Controle NA Sham 3h NA NA
pentobarbital pentobarbital pentobarbital pentobarbital pentobarbital pentobarbital
moyenne | +SEM | moyenne +SEM moyenne | +SEM | moyenne +SEM moyenne | +SEM | moyenne | *SEM
IFN-y 8029.1 |1697.5| 5322.3 1176.7 6417.5 [1230.8 93.0 0.7 95.1 1.7 92.6 0.9
IL-6 110.4 29.9 102.2 34.2 89.7 20.2 78.5 24.2 103.3 18.1 77.8 22.1
IL-1 61.9 2.8 57.6 2.1 55.9 2.2 47.4 1.2 46.1 0.6 44.6 0.8
TNF-a 2736.0 436.2 1635.6 349.5 1634.2 | 164.9 487.5 94.9 333.6 37.4 | 256.2 29.2
IL-10 593.9 81.6 533.5 78.1 593.9 65.2 1135.1 199.5 1212.0 |211.7| 1821.6 | 217.6
IL-4 6.9 13.0 7.4 15.5 4.3 12.2 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Tableau 10: valeurs moyennes des concentrations en pg/ml des différentes cytokines dosées dans les
surnageants de culture de splénocytes préalablement activés ou non activés (NA).n.d: non détectable.
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Un nombre plus important de cytokines était quantifiable (différence significative observée
entre les cellules activées et non-activées) avec les rats anesthésiés au pentobarbital qu’a
I'isoflurane : I'lFN-y, I'IL-4, I'IL-10, I'IL-1 et le TNF-a. Aucun effet significatif de la NSV sur la sécrétion
de ces cytokines (tout comme avec I'utilisation de I'isoflurane) n’a été retrouvé.

Il est a noter que la sécrétion d’IL-10 est plus importante pour les splénocytes non-activés
que pour les activés. Ce résultat est présent pour I'étude précédente pour les rats anesthésiés a
I'isoflurane mais statistiquement non significatif. Le fait que la sécrétion d’IL-10 soit plus importante
chez les splénocytes non-activés peut s’expliquer par le fait que I'lL-10 est sécrétée par les
lymphocytes mais également par les monocytes (présents a hauteur de 50% dans la rate), les
mastocytes et les lymphocytes B. Les lymphocytes ont besoin d’étre préalablement activés (CD3
CD28) pour sécréter de I'lL-10. Les monocytes et mastocytes spléniques sont donc probablement les
cellules sécrétrices d’IL-10 retrouvée dans le surnageant des cultures de splénocytes non-activés. Le
niveau d’IL-10 est plus bas pour les splénocytes activés car I'activation des lymphocytes va également
permettre la sécrétion d’autres cytokines telles que I'IFN-y. Cette derniére est reconnue pour inhiber
la sécrétion d’IL-10, ceci pourrait donc expliquer le plus faible niveau d’IL-10 retrouvé pour les

splénocytes totaux activés comparés aux non-activés (Chomarat et al. 1993).

D’autre part, des différences importantes de niveau de sécrétion de TNF-a ont pu étre mises
en évidence en fonction de I'anesthésique utilisé. La sécrétion moyenne de TNF-a des splénocytes
activés issus des rats anesthésiés a l'isoflurane était de 600 pg/ml alors qu’elle était de 2000 pg/ml
pour les rats anesthésiés au pentobarbital (figure 46). L'utilisation de l'isoflurane inhiberait la
sécrétion de TNF-a des splénocytes en culture et activés (CD3 CD28) pendant 48h. Cet effet n’a pas
été retrouvé avec le pentobarbital. Ce point est un argument supplémentaire démontrant I'effet anti-

inflammatoire qu’exerce l'isoflurane en inhibant la sécrétion de cytokine pro-inflammatoire.
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Figure 46 : concentrations de TNF-a sécrété par les splénocytes en culture (activés : CD3 CD28 ou non activés :
NA). A: splénocytes issus de rats anesthésiés a l'isoflurane (i: isoflurane). B: splénocytes issus de rats
anesthésiés au pentobarbital (p : pentobarbital). La moyenne de sécrétion des splénocytes activés (cadre
orange) pour les rats anesthésiés a I'isoflurane est de 600pg/ml et de 2000pg/ml pour les rats anesthésiés au

pentobarbital.

Ces différents effets obtenus avec [l'utilisation du pentobarbital lors de I'analyse en

cytométrie en flux et des dosages CBA des sécrétions des cytokines des splénocytes en culture n’ont

pas été retrouvés lors de I'étude avec l'isoflurane (tableau 11). Cette différence pourrait s’expliquer

par l'effet anti-inflammatoire induit par l'isoflurane qui permettrait alors de masquer ces effets

obtenus lors de I'utilisation du pentobarbital.

T activation lymphocytaire/contréle
Pentobarbital ymphocy

—» Effet chirurgie ?

Non-stimulés Stimulés 3h
4 LT/ contréle 1, LT/contréle
{ LT CD4/contréle 4 LT cD4/contréle

{ activation lymphocytaire/Sham
3h

L%NKT/LT/Sham 3h

Pas de modification

— Effet anti-inflammatoire

Isoflurane Isoflurane?

d LT et autres sous-
populations/Sham3h

Tableau 11 : résumé des effets obtenus lors de I'analyse par cytométrie en flux selon I’'anesthésique utilisé.
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4.3 Dosage des ARNm par q RT-PCR

Le dosage des ARNm par q RT-PCR a été réalisé sur les splénocytes aprés dissociation. Les ARNm
étaient détectables pour les genes d’intéréts suivants : NFkBia, IL-2, IL-2ra, TNF-a et Foxp3. Toutefois,
le niveau d’expression de I'lL-17, I'IL-10, I'IL-4 et I'I[FN-y s’est avéré trop faiblement exprimé, ne nous
permettant donc pas de les quantifier.

Le dosage des ARNm des genes cibles est exprimé en unité relative c’est a dire, la valeur de
I’ARNm du géne d’intérét par rapport a la moyenne géométrique des trois génes de référence (CYCA,
ARBP, HPRT).

Le dosage des ARNm des génes d’intéréts ne montrait pas d’effet de la NSV sur I'expression de
ces différents facteurs que ce soit pour des rats anesthésiés a I'isoflurane ou au pentobarbital (figure
47).

Par contre, des résultats différents ont été observés selon I'anesthésique utilisé. En effet, pour
les rats anesthésiés a l'isoflurane une augmentation significative de tous les groupes par rapport au
groupe contréle pour NFkBia était observée. Cet effet était retrouvé pour I'lL-2 et I'lL-2ra. Il était
visible sur les animaux opérés (stimulés ou non) ; ceci pourrait refléter un effet de la chirurgie. Ce
résultat n’a pas été retrouvé pour les animaux anesthésiés au pentobarbital (figure 48), en effet
aucun changement statistiquement significatif n’a été constaté pour les animaux anesthésiés au
pentobarbital sauf pour NfkBia ou une augmentation significative était observée pour les groupes

Sham 20 min et NSV 20 min par rapport au groupe contréle.
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Figure 47 : dosage des ARNm dans les splénocytes des rats anesthésiés a l'isoflurane (i : isoflurane). Unité
relative : ARNm du géne d’intérét/moyenne géométrique des génes de référence (ARBP, CYCA et HPRT).
(*p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001).
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Figure 48 : dosage des ARNm dans les splénocytes des rats anesthésiés au pentobarbital (p : pentobarbital).
Unité relative : ARNm du géne d’intérét/moyenne géométrique des génes de référence (ARBP, CYCA et HPRT).
(p<0,05).

Il est intéressant de noter un niveau général plus bas pour les ARNm dosés chez les animaux
anesthésiés au pentobarbital par rapport a ceux anesthésiés a I'isoflurane. Pour ’ARNm codant pour
le géne Foxp3, une baisse significative (p<0,05) pour le groupe NSV 3h pentobarbital par rapport au

groupe NSV 3h isoflurane était observée et cette tendance était retrouvée pour tous les autres
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groupes. Cette baisse était également significative pour ’ARNm codant pour I'lL-2 (p<0,05) et I'lL-2ra

(p<0,05) pour le groupe NSV 3h pentobarbital comparé au groupe NSV 3h isoflurane (figure 49).

A Foxp3

Unité relative

IL-2
2.5

Unité relative
Unité relative

Figure 49 : comparaison des ARNm dosés dans les splénocytes des rats anesthésiés a I'isoflurane et au
pentobarbital. Unité relative : ARNm du géne d’intérét/moyenne géométrique des génes de référence (ARBP,
CYCA et HPRT). | : isoflurane, P : pentobarbital. (*p<0,05 ; **p<0,01).
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5. Discussion

Cette étude a permis de mettre en évidence I'importance du choix de I'anesthésique lors
d’expérimentations sur I'animal notamment pour les études de phénomeénes pro- ou anti-
inflammatoires. Le pentobarbital, appartenant a la classe des barbituriques, présente des effets
secondaires le rendant moins facile d’utilisation que l'isoflurane notamment de par son puissant
effet dépresseur cardio-respiratoire. De plus, la dose limite entre anesthésie profonde et dose létale
est trés proche, ce qui rend son dosage relativement difficile au cours de longues anesthésies comme
dans cette étude (4h d’anesthésie) et pouvant induire une forte mortalité ; le temps de récupération
est également trés long. A l'inverse, lisoflurane présente de nombreux aspects positifs : facilité
d’utilisation, rapidité de I'endormissement et du réveil, absence du stress engendré par I'injection,
dosage modifiable tres facilement au fur et a mesure de l'intervention selon I'état de I'animal.
Toutefois, I'isoflurane possede des propriétés anti-inflammatoires qui sont sources d’interférences
lors de la réalisation d’études portant sur I'inflammation (Boost et al. 2009; Flondor et al. 2008;
Hofstetter et al. 2007; Hofstetter et al. 2005; Lee et al. 2004 ; Plachinta et al. 2003). En effet, I'étude
de Hofstetter et al. 2005, a démontré qu’un prétraitement de seulement 50 secondes d’isoflurane
avant une anesthésie au pentobarbital/fentanyl chez un modeéle de rats endotoxémiques induit une
diminution significative des cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-1B) circulantes, ainsi qu’une
diminution de la production d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages isolés (Hofstetter et al.
2005). Cette diminution de sécrétion de NO par les macrophages lors de I'utilisation d’isoflurane a
été préalablement observée dans I'étude de Tschaikowsky et al. (Tschaikowsky et al. 2000) qui
confirme I'effet anti-inflammatoire de 'isoflurane, méme lors d’une utilisation trés breve. Cet effet a
été préalablement mis en évidence par Mitsuhata et al. en 1995 et de Rossi et al. en 2004 (de Rossi
et al. 2004; Mitsuhata et al. 1995). Ces deux études ont montré que l'utilisation de l'isoflurane
diminue la production de cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B) induites par le LPS dans les
cellules mononuclées du sang en culture et dans du sang humain ex vivo.

D’apres nos résultats, I'utilisation d’isoflurane semble provoquer des interférences avec la
NSV. En effet, toutes les sous-populations lymphocytaires diminuaient pour le groupe de rats
anesthésiés a l'isoflurane et stimulés 3h alors que ce phénomeéne n’était pas observé pour les
animaux anesthésiés au pentobarbital. De plus, 'isoflurane semble inhiber la sécrétion de TNF-a par
les splénocytes en culture pendant 48h et préalablement activés, et il est constaté que le niveau
moyen de TNF-a sécrété par les splénocytes issus des rats anesthésiés au pentobarbital était environ
3 fois plus important que le niveau moyen dosé dans les surnageants de splénocytes issus des rats

anesthésiés a l'isoflurane. Ce résultat renforce notre hypothese selon laquelle les propriétés anti-
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inflammatoires que possede l'isoflurane influencent la réponse immunitaire dans notre étude. En
outre, les résultats obtenus lors de la quantification des ARNm sont différents selon I'anesthésique
utilisé. Tout d’abord une diminution de I'expression d’ARNm a été observée dans les splénocytes
provenant des rats anesthésiés au pentobarbital par rapport aux rats anesthésiés a l'isoflurane.
Ensuite, il est intéressant de noter que les dosages des ARNm des rats anesthésiés a l'isoflurane
montraient plus de variations d’expression que ceux des rats anesthésiés au pentobarbital. Une
augmentation de I'expression des ARNm codant pour le NFkBia, I'IL-2 et son récepteur I'lL-2ra était
observée pour tous les groupes opérés comparés au groupe contrdle ce qui pourrait révéler I'effet
d’une inflammation induite par la chirurgie pour I'implantation de I'électrode. Ce résultat est en
contradiction avec I'effet observé au niveau cellulaire pour les rats anesthésiés a I'isoflurane pour
lesquels aucune différence n’était observée entre le groupe contrdle et les groupe opérés.
L'augmentation de I’ARNm codant pour le NFkBia indique que les cellules en synthétisent de
nouveau suite a sa dégradation. Ceci traduit une activation de la voie de signalisation NFkB
préalablement et donc la synthése de cytokines pro-inflammatoires. Ce résultat est conforté par
I’observation de 'augmentation de I’ARNm codant pour I'lL-2 et I'lL-2ra. L'inverse était retrouvé pour
les rats anesthésiés au pentobarbital, des variations au niveau des cellules immunitaires spléniques
étaient observées ; par contre aucune modification au niveau des ARNm des génes cibles pour les
groupes Sham 20 min et NSV 20 min par rapport au groupe contrdle n’a été retrouvée sauf pour
NFkBia qui lui augmentait. Cette différence obtenue entre les deux anesthésiques pourrait étre
expliquée par le fait que l'isoflurane atténuerait I'inflammation causée par la chirurgie, ce qui nous
permet d’observer un changement au niveau des ARNm méme pour les groupes 3h. A l'inverse, pour
les rats anesthésiés au pentobarbital il n’y a pas d’effet anti-inflammatoire induit par I'anesthésique,
I'inflammation étant donc plus importante, la réponse de la cellule se réalise plus précocement ce
qui est retrouvé pour les rats des groupes 20 minutes et pas pour les groupes 3h.

Il a été démontré que I'expression d’ARNm quantifiée n’était pas directement reliée a la
quantité de protéines retrouvées suite a différents phénoménes de régulation transcriptionnelle
et/ou traductionnelle selon les genes d’intéréts (Gygi et al. 1999). Néanmoins, ces résultats
permettent d’obtenir des informations différentes, tout d’abord au niveau de I'’ARNm: une
information sur la réponse de la cellule face a la NSV et a I'utilisation de différents anesthésiques
avant les différentes étapes de régulations transcriptionnelles et traductionnelles ; puis au niveau
cellulaire : I'effet physiologique et biologique de la NSV couplée a différents anesthésiques.

L’analyse en cytométrie en flux a permis de mettre en évidence que la combinaison de la NSV
et 'utilisation de l'isoflurane induit une diminution importante de la présence de toutes les sous-

populations lymphocytaires spléniques pour le groupe NSV 3h comparé au groupe Sham 3h. Par
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contre, I'utilisation du pentobarbital a permis de mettre en évidence une diminution conséquente du
nombre de lymphocytes T et de lymphocytes T CD4 pour tous les groupes opérés par rapport au
groupe contrdéle. Une augmentation de I'activation lymphocytaire (pourcentage de CD25 parmi la
population des LT CD4) a également été observée pour le groupe Sham 3h par rapport au groupe
controle. Ces résultats peuvent étre interprétés grace a I'hypothese suivante: la chirurgie
permettant la mise en place de I'électrode au niveau cervical du nerf vague gauche induirait une
inflammation qui serait a I'origine d’une diminution de cellules immunitaires au niveau de la rate et
une augmentation de leur activation, plus particulierement de lymphocytes T. Pour expliquer la
différence entre les données obtenues selon les anesthésiques utilisés, une hypothése peut étre
anvancée : l'isoflurane, possédant des propriétés anti-inflammatoires, «dissimulerait» les variations
au niveau des populations lymphocytaires spléniques induites par la chirurgie permettant la mise en
place de I'électrode de stimulation. Au contraire, I'utilisation de pentobarbital, qui ne posséde pas de
propriétés immunomodulatrices, permettrait la mise en évidence de variations induites par la
chirurgie au niveau des cellules immunitaires spléniques.

Le pentobarbital, bien qu’il soit moins facile d’utilisation pour des anesthésies de longue
durée, semble étre plus adapté que l'isoflurane pour I'étude des phénomenes inflammatoires en
expérimentation animale. Ne possédant pas de propriétés immunorégulatrices, il est couramment
utilisé en tant qu’anesthésique contréle dans les études des effets des anesthésiques sur
I'inflammation (Kim et al. 2012; Mu et al. 2010). Le pentobarbital a donc été choisi comme
anesthésique pour la suite de ce travail.

Cette étude a également permis de répondre aux questions initiales suivantes concernant le
mécanisme d’action de la NSV basse fréquence et de ses répercussions sur le systeme immunitaire :
la NSV 5Hz a-t-elle un effet sur la rate et a-t-elle d’autres cibles que les macrophages ? La voie anti-
inflammatoire cholinergique est connue pour étre activée lors de la NSV basse fréquence permettant
d’induire I'effet anti-inflammatoire périphérique en activant la sécrétion d’ACh par les efférences
vagales (Bernik et al. 2002b ; Borovikova et al. 2000b ; Tracey 2009). L’ACh se fixe alors sur les
récepteurs nicotiniques des macrophages et permet d’inhiber la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires, notamment le TNF-a de maniére dose dépendante. Toutefois, d’autres cellules
immunitaires que les macrophages pourraient intervenir car il a été démontré que les cellules
immunitaires (LT, LB, NK) expriment des récepteurs a I’ACh (nicotiniques et muscariniques) et
possedent également les enzymes nécessaires a la production et la dégradation d’ACh (Kawashima
and Fujii 2003). De plus, I'importance de la rate dans la voie anti-inflammatoire cholinergique a
également récemment été mise en évidence. Huston et al. ont montré que la splénectomie inactivait

la voie anti-inflammatoire cholinergique lors d’un choc septique chez la souris. Dans cette étude il a
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également été démontré que le fait de léser spécifiquement les fibres nerveuses du ganglion
cceliaque supprime la diminution de TNF-a induite par la NSV mettant en évidence un lien entre la
rate et la voie anti-inflammatoire cholinergique via le NV (Huston et al. 2006). Karimi et al. ont de
plus démontré que le réle du NV dans la régulation de la réponse immunitaire n’était pas cantonné a
un réle sur le macrophage mais qu’il pouvait également agir sur les lymphocytes T CD4 spléniques. En
effet, la vagotomie sous-diaphragmatique chez la souris induit une augmentation de la prolifération
des LT CD4 spléniques et de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires aprés stimulation in vitro
(Karimi et al. 2010). Cette étude suggére que le NV pourrait avoir un role atténuateur sur les
lymphocytes spléniques. L'étude de I'effet de la NSV au niveau splénique et particulierement sur les
sous-populations lymphocytaires nous a donc semblé tres intéressante pour vérifier si cet effet sur la
rate était retrouvé dans notre modele expérimental.

Pour cela, nous avons choisi d’étudier I'effet de la NSV basse fréquence sur la rate chez un
modele de rat «sain» (ne présentant pas d’inflammation digestive) afin d’obtenir des valeurs
«contréles» sur les sous-populations lymphocytaires spléniques sans interférence induite par la
présence d’une inflammation. Les résultats de cytométrie en flux obtenus sur les rats anesthésiés au
pentobarbital ont mis en évidence un effet de la NSV sur certaines sous-populations lymphocytaires
de la rate. La NSV 5 Hz pendant trois heures induisait une diminution significative de I’activation
lymphocytaire (%CD25 dans la population des lymphocytes T CD4) par rapport au groupe Sham 3h. I
est intéressant de noter qu’une augmentation significative de I'activation lymphocytaire était
présente pour le groupe Sham 3h comparé au groupe contrble. Ceci pourrait étre expliqué par la
présence d’une inflammation induite par la chirurgie réalisée lors de la mise en place de I'électrode
de stimulation provoquant une augmentation de I'activation des lymphocytes T CD4. La NSV induisait
également une diminution significative du pourcentage de NKT parmi les lymphocytes T. Les NKT
sont des cellules immunitaires reconnues pour posséder des propriétés immunorégulatrices.

Les données obtenues au cours de cette étude mettent en évidence que les sous-populations
lymphocytaires spléniques sont affectées par la NSV basse fréquence pendant 3h, contrairement a la
NSV 20min qui ne provoque aucune modification au niveau du nombre de cellules des sous-
populations lymphocytaires spléniques. La NSV inhiberait I'activation lymphocytaire ainsi que le
potentiel de sécrétion de TNF-a des splénocytes. Ces résultats renforcent I’hypothése initiale : la NSV
a un effet sur la rate et plus particulierement sur les lymphocytes T CD4 et les NKT. Ce travail a
permis d’obtenir des valeurs de «base» chez un modeéle de rat «sain». Il semble important de
continuer I'étude des effets périphériques de la NSV 5Hz sur la rate chez un modeéle de rat présentant
une inflammation digestive afin de vérifier que les résultats obtenus lors de cette étude chez le rat

«sain» sont retrouvés lors de la phase d’initiation de I'inflammation. Il serait également intéressant
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de corréler les résultats obtenus au niveau splénique avec des mesures de |'effet anti-inflammatoire

induit par la NSV au niveau du tube digestif.
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V. PARTIE 3: ETUDE DES EFFETS
PERIPHERIQUES DE LA NSV SUR UN MODELE

DE RAT ANESTHESIE PRESENTANT UNE COLITE
EXPERIMENTALE
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1. Résumé de l'étude 3: étude des effets périphériques de la NSV sur un

modeéle de rat anesthésié atteint d’une colite expérimentale au TNBS

1.1 Objectif de I’étude
Cette derniere étude a été réalisée afin d’analyser les effets périphériques de la NSV au
niveau de la rate ainsi qu’au niveau du tube digestif lors de la phase d’initiation de I'inflammation

chez des animaux atteint d’une colite expérimentale au TNBS.

1.2 Matériels et méthodes
L'expérience a été effectuée sur cing groupes expérimentaux de rats Sprague-Dawley
males anesthésiés au pentobarbital (injection intrapéritonéale) :
- groupe contrdle (rats anesthésiés et euthanasiés),
- groupe colite — NSV 3h,
- groupe colite — non stimulé 3h,
- groupe salin — NSV 3h,
- groupe salin — non stimulé 3h.

La colite a été induite par une injection intra-colique de 250ul d’acide trinitrobenzéne
sulfonique (TNBS) (30mg/kg, 50% éthanol). Les rats des groupes salins ont recu une injection intra-
colique de 250ul de sérum physiologique.

La rate était prélevée apres sacrifice (Dolethal, 200mg/kg intra-cardiaque) afin d’étudier les
sous-populations lymphocytaires spléniques en cytométrie en flux. Les célons distaux et transverses
ont également été prélevés afin d’étudier I'effet anti-inflammatoire de la NSV par dosage ELISA et g
RT-PCR.

1.3 Résultats

Les résultats de cytométrie en flux n‘ont pas montré d’effet de la NSV pour les rats des
groupes colite ou salin. Par contre, des effets de I'anesthésie et/ou de la chirurgie ainsi que de la
colite ont été observés.

Le dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes totaux ou les lymphocytes T CD4 en
culture a permis de mettre en évidence un effet de la NSV 3h induisant une augmentation
significative de la sécrétion d’IL-10.

La quantification de la myéloperoxidase (MPO) par technique ELISA a montré que l'injection
de TNBS provoquait une augmentation importante du taux de MPO dans le coOlon distal et dans le

cOlon transverse. Dans le c6lon transverse, au-dessus de la lésion, la NSV a eu pour effet de ramener
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I'inflammation en-dessous du seuil dit de haute inflammation pour 50% des rats qui étaient au-
dessus de ce seuil.

La quantification des cytokines dans le tube digestif par technique ELISA n’a pas montré
d’effet de la NSV. Toutefois, un effet de I'anesthésie et/ou de la chirurgie a été retrouvé ainsi gu’un
effet de la colite.

La quantification des ARNm par q RT-PCR dans le cOlon transverse a mis en évidence I'effet
anti-inflammatoire de la NSV : une diminution significative de I'expression de TNF-a et de SOCS3

pour le groupe colite-NSV3h par rapport au groupe colite-non stimulé a été observée.

1.4 Conclusion

Ces données ont mis en évidence un réle de la NSV sur la fonctionnalité des lymphocytes T
CD4 spléniques : la NSV provoque une sécrétion plus importante de cytokine anti-inflammatoire (IL-
10). La NSV permettrait d’orienter la réponse immunitaire vers une réponse anti-inflammatoire en
phase d’initiation d’inflammation digestive.

De plus, I'effet anti-inflammatoire de la NSV retrouvé au niveau du tube digestif est observé

au-dessus de la zone Iésée (cOlon transverse).
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2. Objectif de I’étude

Cette derniere étude a été réalisée afin d’analyser les effets de la NSV basse fréquence sur
les populations lymphocytaires spléniques lors de la phase d’initiation d’une inflammation digestive.
Des analyses au niveau du tube digestif ont également été réalisées afin d’apprécier I'effet anti-
inflammatoire de la NSV lors de l'initiation de I'inflammation. Cette étude permet d’approfondir les
données obtenues précédemment lors de I'étude chez le rat sain. Cette expérience était effectuée
chez un modele de rat présentant une colite expérimentale induite par une injection de TNBS (acide

trinitrobenzéne sulfonique).

3. Matériels et méthodes

3.1 Animaux

L’expérimentation a été réalisée sur des rats males Spragues-Dawley de 260 a 280 g (Janvier, Le
Genest St Isle, France).

Avant toute manipulation, les animaux se sont acclimatés a leur environnement pendant au
minimum 7 jours. L’'ensemble des expériences a été effectué a des créneaux horaires identiques afin
de limiter les variations circadiennes. Les animaux étaient hébergés dans les mémes conditions que

pour I'étude précédente.

3.2 Colite au TNBS

Le modele de colite expérimentale (Miceli and Jacobson 2003; Morris et al. 1989) induit par
I'injection intra-colique d’acide trinitrobenzéne sulfonique (TNBS) (Fluka, St Quentin Fallavier,
France) a été choisi pour cette étude. En effet, ce modeéle permet une induction rapide de
I'inflammation (ce critére est important puisque les rats sont stimulés de maniére aigué pendant 3
heures), le modeéle présente des homologies au niveau lésionnelle avec la maladie de Crohn et il est
bien maitrisé dans le laboratoire (Meregnani et al. 2011; Porcher et al. 2004 ; Sinniger et al. 2005).
Nous avons utilisé les mémes conditions expérimentales d’inflammation utilisées par J. Meregnani et
al. soit une dose de 250ul de TNBS, 30mg/kg diluée dans 50% d’éthanol (Meregnani et al. 2011).

L'instillation a été réalisée sur des rats anesthésiés au pentobarbital juste avant le début de la

premiere stimulation. Une canule remontant jusqu’a I'angle colique gauche (16G, 7,5cm de longueur,
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Harvard Apparatus, Les Ulis, France) a été introduite dans le c6lon par voie intra-rectale afin de
réaliser l'instillation (250ul). Les rats ont ensuite été mis en position de décubitus ventral déclive
(abdomen surélevé) pour éviter un reflux passif du produit instillé qui pourrait minorer la colite. Les
rats des groupes Salin/non-stimulé et Salin/NSV ont recu une injection de 250ul de sérum

physiologique.

3.3 Etude cinétique de la réponse cytokinique de la colite au TNBS

Afin de choisir un temps optimal d’expérimentation, une étude cinétique de la réponse
cytokinique lors d’une colite au TNBS a été réalisée préalablement a I'expérimentation sur les effets
périphériques de la NSV sur un modele de rat présentant une colite au TNBS. L’étude cinétique de la
colite a permis d’apprécier la réponse cytokinique tissulaire au niveau du célon distal a différents

intervalles de temps apres injection de TNBS.

3.3.1 Groupes d’animaux

Cette étude a été effectuée sur 48 rats, répartis dans 8 groupes différents (6 animaux par
groupe), correspondants au temps de I'euthanasie apres initiation de la colite :

- controle (3 rats prélevés a 30 minutes et 3 rats prélevés a 3h apres injection de sérum
physiologique),

- euthanasie 30 minutes apres instillation de TNBS,

- euthanasie 1 heure et 30 minutes aprés instillation de TNBS,

- euthanasie 3 heures aprés instillation de TNBS,

- euthanasie 24 heures apres instillation de TNBS,

- euthanasie 48 heures apres instillation de TNBS,

- euthanasie 72 heures apres instillation de TNBS,

- euthanasie 96 heures apres instillation de TNBS.

La croissance pondérale des animaux était suivie quotidiennement car la colite est connue

pour entrainer une perte de poids chez les animaux (Meregnani et al. 2011).

3.3.2 Anesthésie
Les animaux étaient anesthésiés a lisoflurane, anesthésie gazeuse (systeme Minerve®,
France). La phase d’induction (dans la cage a induction) était réalisée a 3,5% d’isoflurane (3L/min

d’oxygéne). Lorsque I'animal était endormi (fréquence respiratoire a 60/min) il était déplacé sur la
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table opératoire et maintenu sous anesthésie (2,5% d’isoflurane, 1L/min d’oxygéne). Les animaux ont
recu une injection de TNBS ou de sérum physiologique (pour les contréles) intra-colique a I'aide
d’une canule, comme décrit précédemment. Les rats étaient ensuite positionnés en décubitus ventral
déclive (abdomen surélevé), puis placés dans des cages séparées et des boxes ventilés et

thermorégulés selon le temps de prélévement.

3.3.3 Euthanasie et préléevements

Pour procéder aux prélevements, les animaux étaient anesthésiés a lisoflurane, puis
euthanasiés par injection intracardiague massive de pentobarbital (Dolethal®, 200mg/kg). Une
laparotomie a été pratiquée et une portion de deux centimetres de cOlon distal a été prélevée (de 1
cm au-dessus a 1 cm en dessous du point d’injection de la canule) afin de réaliser le dosage des
cytokines : IL-1, IL-6, TNF-a. Les cOlons distaux prélevés ont été congelés dans de I'azote liquide et

conservés a -80°C pour les dosages ultérieurs des cytokines.

Le chronogramme suivant présente le déroulement de I'expérience :

| Injection TNBS
ou NaCl

Prélevements et euthanasie sous anesthésie isoflurane I

Anesthésie | Taomin U 1h30 W 3nh MW 200 MW ash W 72n H o6h a-l
isoflurane | J | L J | ]! ]! IL ]

Figure 50 : chronogramme de I'étude cinétique de la colite au TNBS.

3.3.4 Quantification par technique ELISA de I’expression de cytokines

Les cytokines IL-1, IL-6 et TNF-a ont été dosées dans les prélévements de colons distaux avec
les kits Quantikine Rat Immunoassay®, R&D Systemes, Lille, France. La purification des protéines a été
effectuée sur les prélevements préalablement homogénéisés a l'aide du systeme FastPrep ®
(FastPrep-24 Instrument Device and Lysing matrix D from MP Biomedicals, Qbiogen, lllkirch, France).
Dans une solution de PBS-EDTA (0,05mM-5mM, pH : 7,3, 4°C) contenant des inhibiteurs de protéases
(Complete Roche EDTA-free, Roche Diagnostics, Meylan, France). Les homogénats obtenus ont été
centrifugés deux fois 15min (13000 tr/min, 4°C) et les lysats ont ensuite été conservés a -80°C

jusqu’au dosage ELISA.
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3.4 Anesthésie des animaux pour I’étude des effets périphériques de la NSV sur un modéle

de rat présentant une colite

Les rats ont été anesthésiés au pentobarbital injecté par voie intrapéritonéale (125ul/100g)
de la méme maniére que préalablement décrite dans I’étude des effets périphériques de la NSV sur
un modele de rat sain. Les animaux étaient anesthésiés pendant 4 heures.

Le chronogramme suivant présente le déroulement de I'expérience :

Instillation

THBS/ Sérum Phy

v

Anesthésie Implantation de | Stimulation Nerf Vague . Euthanasie
pentobarbital Félectrode CH:- 0.SmA- 3h -Prélevements
: - tissulaires
Enregistrement ECO -Cytométrie
-PCR

Figure 51 : chronogramme de I’expérimentation animale.

3.5 Chirurgie

La phase chirurgicale était la méme que pour I'étude précédente (cf. p. 100).

3.6 Stimulation vagale

La stimulation a été réalisée de la méme maniere que pour I'étude précédente (cf. p. 101). La
stimulation débutait juste apres l'instillation de la colite et était effectuée durant 3h chez I'animal

anesthésié. Deux phases témoin de 30 min encadraient la phase de stimulation de 3h.

3.7 Groupes d’animaux
Cing groupes de 10 animaux ont été utilisés pour cette expérimentation :

- groupe contrdle : pas de chirurgie, pas de stimulation vagale, anesthésie et euthanasie

uniquement,
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- groupe Salin/NSV : injection intra-colique de sérum physiologique et stimulation vagale,

- groupe Salin/non-stimulé : injection intra-colique de sérum physiologique, pas de

stimulation vagale,

- groupe Colite/NSV : injection intra-colique de TNBS et stimulation vagale,

- groupe Colite/non-stimulé : injection intra-colique de TNBS, pas de stimulation vagale.
3.8 Euthanasie et prélevements

Trente minutes aprés la fin de la stimulation vagale, les rats ont recu une injection
intracardiaque massive de pentobarbital (Dolethal®, 200mg/kg). Une laparotomie a été pratiquée et
la rate a été prélevée afin de réaliser I'analyse des sous-populations lymphocytaires spléniques par
cytométrie en flux. Différents préléevements digestifs ont également été réalisés :

- portion de 2 cm du c6lon distal (1 cm au-dessus du point d’injection de la canule a 1 cm

en dessous de ce point),
- portion de 2 cm du c6lon transverse (4 cm au-dessus du point d’injection de la canule).

Apres ouverture longitudinale, chaque piece opératoire a été photographiée (figure 52) puis
partagée longitudinalement en cinqg parties pour les différentes analyses :

- histologie et immunohistologie (en cours),

- dosage des cytokines tissulaires par la méthode ELISA,

- semi-quantification protéique par technique western blot (en cours),
- quantification des ARNm par technique gRT-PCR,

- dosage de la myéloperoxydase (MPO).

1cm
1cm

Figure 52 : photographies de prélevements de célons distaux. A : cdlon distal prélevé sur un rat contréle, B :
cblon distal prélevé 3 h aprés I'injection de TNBS.
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3.9 Analyse par cytométrie en flux

3.9.1 Préparation des cellules
Cette étape a été réalisée de la méme maniere que ceux précédemment pour |'expérience

des effets périphériques de la NSV sur rats sains. (cf p. 103)

3.9.2 Immunomarquage des cellules
Les immunomarquages ont été les mémes que ceux précédemment utilisés pour I'expérience

des effets périphériques de la NSV sur rats sains. (cf p. 103)

3.9.3 Analyse des cellules
L'analyse s’est déroulée de la méme maniere que pour I'étude 2 (effets périphériques de la

NSV sur rats sains). (cf p. 104)

3.9.4 Culture cellulaire

Elle a été réalisée de fagon identique a I’étude 2 précédemment décrite. (cf p. 106)

3.9.5 Tri magnétique des lymphocytes T CD4

Afin d’étudier la sécrétion de cytokines spécifique des lymphocytes T CD4+, une étape de tri
cellulaire a été réalisée avec le kit Magnetic cell sorting MACS CD4 Microbeads (Miltenyi Biotec,
France). Ce kit repose sur 'utilisation d’anticorps couplés a des microbilles magnétiques qui se fixent
a la surface des cellules d’intérét, les lymphocytes CD4+. Un haut gradient de champ magnétique
permet de retenir les cellules marquées par les anticorps et ainsi de les séparer des cellules
négatives. Une partie des splénocytes préalablement dissociés au début de I'expérimentation (un
million) est placée en contact avec ces microbilles anti-CD4 aprés avoir été centrifugée et
resuspendue dans un tampon de PBS + 0,5% BSA + 2mM EDTA. Apreés l'incubation avec ces
microbilles et un lavage permettant d’éliminer I'excédent d’anticorps, la suspension cellulaire est
placée sur une colonne LS (LS Columns, Miltenyi Biotec, France), elle-méme placée sur un aimant
SuperMACS Separator (Miltenyi Biotec). Les cellules non marquées vont étre éluées tandis que les
cellules marquées magnétiquement sont retenues dans la colonne LS. Ensuite, la colonne est retirée

de I'aimant et placée sur un tube, un piston permet alors d’éluer la fraction CD4 positive.
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3.9.6 Dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture

Ce dosage a été effectué selon le méme protocole que pour I'expérimentation précédente en
utilisant le kit Cytometric Bead Array (CBA) Rat Soluble Protein Flex Sets (BD Biosciences, France) (cf.
p.106). Les cytokines dosées étaient : I'lL-4, le TNF-a, I'lL-1a, I'IFN-y, I'IL-10 et I'lL-6. Le dosage a été
réalisé sur les surnageants des splénocytes totaux mis en culture (activés ou non) et également sur
les surnageants des lymphocytes T CD4 préalablement triés et mis en culture de la méme maniere

que les splénocytes totaux (activés et non activés).

3.10 Quantification de I’expression de la myéloperoxidase

Le dosage de la myéloperoxydase (MPQO) a été réalisé sur les prélevements de tissus digestifs
(colons distal et transverse). Ce dosage est classique dans les modeéles d’inflammation (Ghia et al.
2007 ; Meregnani et al. 2011; Morris et al. 1989 ; Tateishi et al. 1997). La MPO est une enzyme
peroxydase présente dans les granules des polynucléaires neutrophiles et posséde un role
bactéricide. Le dosage de la MPO, basé sur une technique d'immunomarquage, est communément
utilisé pour mesurer I'intensité de I'inflammation.

Les prélevements de tissus digestifs ont été congelés dans de I'azote liquide et conservés a -
80°C. lls ont ensuite été homogénéisés selon la méme technique utilisée pour le dosage des
cytokines (cf. p. 136). Les lysats étaient conservés a - 80°C jusqu’au moment du dosage par technique

ELISA de la MPO. Ce dosage a été réalisé avec le kit HK105 (Hycult Biotech, Uden, The Netherlands).

3.11 Quantification de I’expression de cytokines dans le tube digestif

Les cytokines suivantes ont été dosées par technique ELISA dans les prélevements de tube
digestif (cOlons transverse et distal): TNF-a, IL-1B, IL-6, TGF-B, IL-10 avec les kits spécifiques pour
chaque cytokine, R&D Systems (Lille, France). Les prélevements de tube digestif ont été congelés
dans de l'azote liquide et conservés a -80°C. L'extraction protéique a été réalisée de la méme

maniére que pour le dosage de MPO vu précédemment.

3.12 Dosage des ARNm par PCR quantitative en temps réel (QRT-PCR)

Le dosage des ARNm a été réalisé de la méme maniere que précédemment décrite pour

I’étude des effets périphériques de la NSV sur un modele de rat sain (cf. p. 107). Toutefois, dans cette
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expérimentation, les préléevements de coOlons transverses ont également été dosés en plus des

splénocytes.

3.12.1 Pré-broyage des échantillons

Pour les prélevements de tissus digestifs des étapes de prébroyage puis de broyage ont été
effectuées préalablement a I'extraction. Le prébroyage a été réalisé sur les échantillons décongelés
et préalablement pesés. lls ont été placés dans des tubes contenant 1ml de tampon RLT (Qiagen). Les

échantillons ont alors été traités au Polytron, puis congelés a -20°C.

3.12.2 Broyage des échantillons

L'étape de broyage a été réalisée sur les échantillons décongelés, les pré-broyats ont été
transférés dans un tube Eppendorf, deux billes étaient ajoutées et les échantillons ont alors été
broyés au broyeur a billes Retsch MM301 2 fois 3 minutes a 30 Hz.

Une fois I'étape de broyage terminée, le volume de broyat correspondant a 12 mg de tissu a
été transféré dans un nouveau tube Eppendorf et le volume final ajusté a 420ul avec du tampon RLT.
Le broyat restant a été congelé a -20°C. Les tubes étaient centrifugés 10 minutes a 1000 g a
température ambiante. 350 ul de surnageant a été prélevé et transféré dans un tube Eppendorf qui

servira pour I'extraction des ARN totaux.

3.12.3 Extraction des ARN totaux
L’extraction des ARN a été réalisée de la méme maniere que précédemment pour I'étude 2,
c’est-a-dire sur I'automate Qiacube (Qiagen) en utilisant le kit RNeasy mini kit Animal Cells (Qiagen)

avec traitement a la DNAse.

3.12.4 Vérification de la qualité et de la concentration des éluats

Comme dans I'étude précédente les éluats d’ARN totaux ont été dosés (2 pl) a I'aide du
spectrophotometre NanoDrop® ND1000 (NanoDrop Technologies Inc., USA) pour déterminer la
concentration et la pureté des ARN élués de chaque échantillon. Les échantillons ayant un niveau
d’ARN trop bas ont été extraits une nouvelle fois aprés une nouvelle étape de broyages a billes. Les

ARN ont été congelés a — 80°C en attendant I’étape de transcription inverse.
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3.12.5 Transcription inverse
La transcription inverse des ARN en ADNc a été réalisée avec le kit Core Eurogentec. La
transcription inverse a été faite a partir de 300 ng d’ARN dans un volume final de 15 pl, avec 50 uM

d’amorce oligo (dT), un mélange de dNTP a 2,5 mM, un inhibiteur de RNase 20 U/pl.

3.12.6 PCR quantitative en temps réel sur LightCycler
La PCR a été réalisée de la méme maniére que dans I'étude précédente avec le kit LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche Applied Science) sur un automate LightCycler (LighCycler

Instrument, Roche Applied Science).

3.12.7 Génes cibles étudiés

Les génes étudiés jouent un réle important dans I'inflammation et la quantification de leur ARNm
renseigne sur I'état de la cellule. Dans les splénocytes la quantification d’ARNm codant pour des
cellules immunitaires a été réalisée afin d’effectuer des corrélations entre les différents ARNm et
d’étudier les relations possibles entre ces genes. Les amorces utilisées sont répertoriées dans les
tableaux suivants selon les structures dans lesquelles les ARNm ont été quantifiés (c6lons
transverses : tableau 12 et splénocytes : tableau 13).

- ARNm de cytokines : TNF-a, IL-1B, IFN-y,

- ARNm de protéines modulatrices de voie intracellulaire de signalisation: NFkBia
(inhibiteur du facteur de transcritpion NFkB) et SOCS3 (supressor of cytokine signalling 3)
connu pour interagie avec la protéine JAK2,

- ARNm de protéine d’adhérence cellulaire : ICAM1,

- ARNm de cellules immunitaires : Kirb 1a (killer cell lectin-like receptor subfamily B 1A)
marqueur des cellules NK, CD3 (cluster of differentiation 3) marqueur des lymphocytes T,
CD11b (cluster of differentiation 11b) marqueur des macrophages et des cellules

dendritiques.
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Génes Amorces T°H Réf. GenBank NC
Sens F1: 5’-CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG-3’
ARBP 57°C NM_022402 50
Antisens R1: 5’-CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG-3’
Sens F3 : 5-GGCGACCTGGAAGTCCAACTA-3’
ARBP 55°C NM_022402 50
Antisens R3 : 5’-CATGCGGATCTGCTGCATCT-3’
Sens F3: 5’-GGCAAATGCTGGACCAAACAC-3’
CYCA 56°C NM_017101 50
Antisens R3: 5’-CTTCCCAAAGACCACATGCTTG-3’
Sens F1: 5-CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC-3’ .
HPRT Antisens  R1: 5-GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC-3’ e0°c NM_012583 >0
Sens F4 : 5-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC-3’ 58°C NM 012675 50
TNF-a -
Antisens R4 : 5’-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
Sens F1:5-CACCTCTCAAGCAGAGCACAG-3’
IL-1B 58°C NM_031512 50
Antisens R1:5-GGGTTCCATGGTGAAGTCAAC-3’
Sens F2 :5'-CCTCCAGCATCTTTGTCGGAAGAC-3’
SOCS3 59°C NM_053565 50
Antisens R2 :5-TACTGGTCCAGGAACTCCCGAATG-3’

Tableau 12 : amorces et conditions de PCR utilisées dans les prélevements de colons transverses. En rouge :
les génes rapporteurs; TH: température d’hybridation; NC: nombre de cycles; ARBP : acidic ribosomal
phosphoprotein ; CycA : cyclophylin A ; HPRT : hypoxantine guanine phosphoribosiltransferase ; TNF-a : tumor

necrosis factor; IL-1B: interleukine 1-B; SOCS-3 : suppressor of cytokine signaling 3.
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Geénes Amorces T°H Réf. GenBank NC

Sens F1: 5'-CCTGCACACTCGCTTCCTAGAG-3’
ARBP 57°C NM_022402 50
Antisens R1: 5'-CAACAGTCGGGTAGCCAATCTG-3'
Sens F3 : 5-GGCGACCTGGAAGTCCAACTA-3’
ARBP 55°C NM_022402 50
Antisens R3 : 5'-CATGCGGATCTGCTGCATCT-3’
Sens F3: 5-GGCAAATGCTGGACCAAACAC-3’
CcYcA 54°C NM_017101 50
Antisens R3: 5'-CTTCCCAAAGACCACATGCTTG-3’
Sens F1: 5'-CTCATGGACTGATTATGGACAGGAC-3’
HPRT 58°C NM_012583 50
Antisens  R1:5-GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGCC-3’
Sens F4 : 5'-AAATGGGCTCCCTCTCATCAGTTC-3’ 58°C NM 012675 50
TNF-a -
Antisens R4 :5-TCTGCTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’
Sens F1: 5-AAGTGTCATCGAATCGCACCTG-3’ NM 138880 50
IFN-y 60°C -
Antisens R1: 5'-CAGCTTTGTGCTGGATCTGTGG-3’
Sens F2 : 5’-AGCTGACCCTGGAAAATCTTCAG-3’ 50
NFkBia 57°C NM_001105720
Antisens  R2:5'-CCTCCAAACACACAGTCATCGTAG-3'
Sens F1: 5-AGCCATGCCGAGTGCTTATTC-3’ 50
Kirb1A 54°C NM_001010964
Antisens R1: 5'-CGGTGTGAAAGCCAGTCTTTTG-3'
Sens  F2:5'-GCCTACAGTGAGATTGGCATGAAAG-3' 50
cDp3 58°C NM_170789
Antisens  R2:5’-GCAGTGCTGAGACCCTGGTAAAG-3’
Sens F1: 5-TGTCTGTCGCACTGAGCAGAAATCC-3’ 50
CD11b : 59°C NM_012711
Antisens  R1: 5’-TGCAGACTGCAACAGAGCAGTTCAG-3'

Tableau 13 : amorces et conditions de PCR utilisées dans les splénocytes. En rouge : les génes rapporteurs ;
TH : température d’hybridation; NC: nombre de cycles; ARBP : acidic ribosomal phosphoprotein; CycA :
cyclophylin A; HPRT : hypoxantine guanine phosphoribosiltransferase ; TNF-a : tumor necrosis factor; IFN-y
:interféron y; NfkBia: nuclear factor of k light chain gene enhancer in B-cells inhibitor o;KIrb1A: killer cell lectin-
like receptor subfamily B 1A; CD3: cluster of differentiation 3; CD11b : cluster of differentiation 11b.

3.13 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le programme GraphPad Prism version 5.00
(GraphPad Software, San Diego, Californie, USA). Les résultats de cytométrie en flux, de dosage des
cytokines sécrétées par les splénocytes en culture, ainsi que de q RT-PCR dans les splénocytes ont été
analysés avec un test non-paramétrique Mann-Whitney. Les résultats des dosages de MPO ont été
analysés avec un test non-paramétrique de Fisher. Les résultats de q RT-PCR dans le colon transverse
ont été analysés par un test de normalité Shapiro puis un test ANOVA une voie. Finalement, les
résultats de I'étude des corrélations ont été analysés avec le test de Spearman. Les données sont
considérées comme significatives lorsque p<0,05. Les résultats sont présentés de la maniere

suivante : moyenne * erreur standard.
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4. Résultats

4.1 Etude cinétique des effets du TNBS sur la sécrétion de cytokines au niveau du colon

distal

4.1.2 Variation pondérale des animaux

Une perte de poids importante est un symptéme primordial dans les inflammations
digestives. Afin de suivre I'état des rats présentant une colite au TNBS, ces derniers ont été pesés de
JO jusqu’a J4. L'injection de TNBS (JO) induit une perte de poids le lendemain (J1) d’environ -5%, et

persiste a J2 (-4,6%). La perte se stabilise a J3 et J4 avec une diminution d’environ -1,5% (figure 53).

Variation relative du poids moyen
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Figure 53 : courbe de la variation relative du poids moyen des rats atteints de colite entre JO et J4.

4.1.3 Quantification de I’expression de cytokines tissulaires dans le c6lon distal

Afin de réaliser une étude cinétique sur I'expression de cytokines (IL-6, IL-1B et TNF-a) dans
le cblon distal aprés injection de TNBS, un dosage par technique ELISA a été réalisé sur des rats
anesthésiés a l'isoflurane (6 animaux par groupe).

La figure 54 A et B montre que I'expression de I'lL-6 et de I'IL-1B est significativement plus
élevée a partir de 1h30 aprés l'injection de TNBS par rapport au groupe salin ayant recu une
administration de sérum physiologique (moyenne de I'lIL-6 pour le groupe contréle : 2,5 + 1,8 pg/mg
de protéines contre 32,4 + 6 pg/mg protéines pour le groupe TNBS a 1h30 avec p<0,01. Moyenne de
I'IL-1B pour le groupe contréle : 17,8 + 4 pg/mg de protéines contre 53,1 + 6,7 pg/mg de protéines

pour le groupe TNBS a 1h30 avec p<0,01). L’'expression de ces cytokines continue d’augmenter pour
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atteindre un pic a 24h, puis diminue progressivement jusqu’a 96h sans revenir au niveau basal. Le
TNF-a, augmente significativement et atteint son maximum a 3h apres linstillation de TNBS
(moyenne du groupe contréle: 1,1 + 0,6 pg/mg de protéines contre 4,1 + 1,2 pg/mg de protéines
pour le groupe TNBS a 3h avec p<0,05) (figure 54 C). Ensuite, son expression diminue des 24h, reste

stable jusqu’a 48h et diminue de nouveau a 72h et reste stable jusqu’a 96h.
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Figure 54 : étude cinétique des niveaux moyens de sécrétion des cytokines tissulaires IL-6 (A), IL-1B (B), et
TNF-a (C) dosées dans le colon distal de rats du groupe salin (injection de sérum physiologique) ou de rats

ayant recu une injection de TNBS et prélevés a différents intervalles de temps apres injection. (n=6, * : p<0,05 ;
¥k .
: p<0,01).

Au vu de ces résultats et compte tenu des impératifs de stimulation sur des rats anesthésiés,
le temps 3h apres administration du TNBS a été retenu comme un bon compromis entre la durée
maximale d’anesthésie possible et I'apparition des premiers phénomenes inflammatoires. Ce

parametre d’expérimentation a donc été choisi pour euthanasier et faire les prélevements sur les
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rats pour les études ultérieures sur des modeles aigus. Ainsi le modele d’expérimentation se place
dans la phase d’initiation de la réaction inflammatoire ou les niveaux de sécrétion de TNF-a, d’IL-1
et d’'IL-6 sont d’ores et déja significativement élevés. Pour cela, les animaux de I'étude suivante ont
été anesthésiés au pentobarbital, puis connaissent une période de stabilisation de 30 minutes, suivie
de l'instillation de TNBS ou de sérum physiologique correspondant au début de la NSV (ou non pour
les Sham) de 3h, et finalement une période témoin de 30 minutes avant d’étre euthanasiés. Les

prélevements ont donc lieu 3h30 apreés injection de TNBS ou de sérum physiologique.

4.2 Analyse des effets de la NSV chez le rat atteint de colite expérimentale et anesthésié

au pentobarbital

4.2.1 Analyse des sous-populations lymphocytaires spléniques par cytométrie en flux

Les sous-populations lymphocytaires spléniques ont été analysées de la méme fagon que lors
de I'étude 2 préalable sur les rats non-inflammés. Les valeurs moyennes des différentes populations
étudiées sont répertoriées sous forme de pourcentage par rapport a une population parente puis en

nombre de cellules dans le tableau suivant (tableau 14).
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Controle Salin-NSV Salin-non stimulé Colite-NSV Colite-non stimulé
moyenne | *SEM moyenne +*SEM moyenne |+ SEM| moyenne +SEM moyenne +SEM

% lymphocytes totaux/ cellules totales 68.2 1.6 69.7 1.4 71.3 1.6 64.1 1.6 65.6 0.7
% lymphocytes T/ lymphocytes 32.3 1.7 27.4 1.2 27.7 2.1 29.8 1.6 29.4 1.3
% lymphcoytes T CD4/ CD3 75.1 1.3 70.5 2.8 73.4 1.7 74.2 1.6 75.5 1.3
% CD25/ CD4 10.6 0.4 12.6 0.7 12.3 0.7 12.0 0.7 11.8 0.8
% lypmphocytes T CD8/ CD3 16.9 1.1 21.5 2.1 17.9 1.8 18.7 1.6 17.3 1.3
balance CD4/CD8 4.6 0.4 3.6 0.5 4.6 0.6 43 0.5 4.6 0.5
double positif CD4 CD8/ CD3 4.5 0.5 4.5 0.7 4.2 0.4 4.1 0.6 3.8 0.2
% lymphocytes B 40.7 3.0 46.4 3.0 41.6 2.4 44.9 2.0 42.3 2.4
% NK / lymphocytes 2.4 0.3 2.5 0.3 2.7 0.3 2.2 0.4 2.6 0.4
% NKT / lymphocytes T 10.2 0.6 12.7 0.8 12.0 0.6 10.0 0.8 10.1 0.8
% TCRaB/ CD3 93.3 0.4 93.1 0.6 93.0 0.5 93.0 0.5 93.3 0.6
% TCRy6/ CD3 6.2 0.4 6.4 0.5 6.5 0.5 6.5 0.4 6.2 0.6
% TCRaB8/ NKT 70.0 1.2 72.8 2.2 73.1 2.7 70.9 1.9 71.2 2.0
% TCRy6/ NKT 29.0 1.2 26.1 2.2 26.1 2.6 28.1 1.9 27.7 1.9
cellularité totale 902.2 46.5 774.6 88.2 762.2 63.1 745.4 71.8 666.2 67.3
nombre de lymphocytes totaux 619.0 41.5 538.4 59.0 547.8 52.9 477.3 48.7 436.9 44.5
nombre de lymphocytes T 200.7 18.8 145.7 15.1 156.3 26.9 143.9 18.9 127.0 12.1
nombre de lymphocytes T CD4 149.7 13.1 104.6 14.0 114.9 20.4 107.3 15.7 95.3 8.4
nombre de lymphocytes T CD4 CD25+ 15.6 1.2 13.0 1.8 13.5 1.7 12.2 1.0 11.2 1.2
nombre de lymphocytes T CD8 34.6 4.5 29.7 2.1 27.9 5.1 26.7 3.8 22.5 3.2
nombre de lymphocytes B 249.9 23.4 245.0 26.1 227.2 23.9 212.6 23.1 189.5 27.4
nombre de NK 15.5 2.9 13.4 2.0 15.1 2.0 10.2 2.0 11.3 1.8
nombre de NKT 22.9 1.2 24.5 3.5 23.2 2.6 16.3 1.4 16.2 1.9
nombre de LT avec TCRa8 1258.5 79.7 1015.1 96.6 1074.1 97.6 964.7 100.0 863.4 73.6
nombre de LT avec TCRyS 12.6 0.8 10.2 1.0 10.7 1.0 9.6 1.0 8.6 0.7
nombre de NKT avec TCRa8 16.0 0.9 17.9 2.7 17.2 2.4 11.5 1.1 11.6 1.5
nombre de NKT avec TCRyé 6.7 0.5 6.2 1.0 5.8 0.6 4.6 0.6 4.4 0.5

Tableau 14 : valeurs moyennes des différentes sous-populations lymphocytaires obtenues par cytométrie en
flux pour les rats présentant ou non une colite et anesthésiés au pentobarbital. Données présentées sous
forme de pourcentage par rapport a une population cellulaire donnée, puis en valeur absolue (nombre de
cellules x1000 par rate dissociée). SEM : erreur standard a la moyenne.

4.2.1.1 Effet de la NSV sur les sous-populations lymphocytaires spléniques

Aucun effet de la NSV n’a été observé au niveau des sous-populations lymphocytaires spléniques.
Les effets de la NSV observés lors de I'étude précédente sur les rats sains au niveau de I'activation
lymphocytaire (diminution du pourcentage de lymphocytes CD25+ dans la population CD4+) ainsi
que sur le pourcentage de NKT par rapport aux lymphocytes T n’ont pas été retrouvés pour les rats
présentant une colite. Ces effets n’ont pas non plus été retrouvés pour les rats des groupes Salin-non
stimulé et Salin-NSV (comme pour I'étude précédente sur des rats ne présentant pas de colite). Une
hypothése permettant d’expliquer cette différence de résultats est que les rats non colites (salins) de
cette étude ont recu une injection intra-colique de sérum physiologique contrairement aux rats sains
de I'étude 2 précédente. Le fait d’introduire une canule dans le rectum et d’injecter le sérum
physiologique peut étre a l'origine d’une légere inflammation du célon distal et expliquer cette
différence de résultats. Cette hypothése s’appuie sur le fait que I'expression de la MPO au niveau

colorectal des rats ayant recu du sérum physiologique était supérieure a celle du groupe de rats
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controles (voir paragraphe 4.3). Les rats non colites de cette étude ne sont donc pas comparables aux

rats non-colites étudiés lors de I'étude des effets périphériques sur animaux sains.

4.2.1.2 Effet de I'anesthésie et/ou de la chirurgie sur les sous-populations lymphocytaires
spléniques

Une diminution significative du nombre de lymphocytes T (diminution d’environ 29% pour tous

les groupes de rats opérés (Salin-NSV, Salin-non stimulé, Colite-NSV ou Colite-non stimulé) par

rapport au groupe controle) ainsi que du nombre de lymphocytes T CD4 (diminution d’environ 29%

pour tous les groupes de rats opérés comparé au groupe de rats contrdle) a été observé. Ceci traduit

un effet lié a la manipulation (chirurgie et/ou anesthésie) (figure 55).
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Figure 55: effet de I'anesthésie et/ou de la chirurgie sur les lymphocytes T spléniques. Nombre de
lymphocytes T (A) et nombre de lymphocyte T CD4 (B) spléniques aprés dissociation de la rate pour les
différents groupes expérimentaux anesthésiés au pentobarbital. (n=10; * : p<0,05 ; ** : p<0,01).

4.2.1.3 Effets de la colite sur les sous-populations lymphocytaires spléniques

Une diminution du pourcentage de lymphocytes totaux par rapport aux cellules totales pour
les groupes colites comparés aux groupes salins (diminution significative d’environ 8% pour le groupe
Colite-non stimulé par rapport au groupe Salin-non stimulé, p<0,01; diminution significative
d’environ 8% pour le groupe Colite-NSV par rapport au groupe Salin-NSV, p<0,05) a été observée.
Cette diminution a également été observée pour le pourcentage de NKT par rapport aux lymphocytes
T (diminution significative d’environ 16% pour le groupe Colite-non stimulé par rapport au groupe

Salin-non stimulé et 21% pour le groupe Colite-NSV comparé au groupe Salin-NSV, p<0,05) et au
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niveau du nombre de NKT (diminution significative d’environ 30% pour le groupe Colite-non stimulé
par rapport au groupe Salin-non stimulé, p<0,05; diminution significative d’environ 33% pour le

groupe Colite-NSV par rapport au groupe Salin-NSV, p<0,05). Ces données refletent un effet lié a la

colite (figure 56).
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Figure 56 : effet de la colite sur les lymphocytes et les NKT spléniques. Pourcentage de lymphocytes totaux
(A), pourcentage de NKT par rapport aux lymphocytes T (B) et nombre de NKT (C). Cadres oranges : groupes

non stimulés ; cadre rose : groupes NSV. (n=10; * : p<0,05 et ** : p<0,01).

4.2.2 Dosage des cytokines sécrétées par les splénocytes en culture prélevés sur des rats inflammés

ou non et anesthésiés au pentobarbital

Afin d’approfondir cette étude, nous avons analysé la fonctionnalité des splénocytes en

réalisant des dosages CBA des cytokines sécrétées (IFN-y, IL-4, IL-1, IL-6, TNF-a et IL-10) par les
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splénocytes en culture comme dans I'étude précédente. Les

cytokines dosées sont récapitulées dans les tableaux suivants.

moyennes des concentrations des

Contrdle activé | Salin-NSV activé Salin-nor.1 sltimulé Colite-NSV activé o
active active
moyenne | +SEM | moyenne +SEM moyenne +SEM moyenne | *+SEM moyenne | +SEM
IFN-y 859,6 288,2 3259,9 1136,2 1323,2 270,3 1969,6 810,9 794,0 332,6
IL-6 153,6 15,3 179,4 27,1 213,4 35,9 166,7 21,0 158,3 10,8
IL-1 182,0 0,8 185,6 1,4 185,8 2,3 189,8 1,8 184,5 1,4
TNF-a 1901,4 | 219,6] 2169,5 277,8 2720,2 512,0 2357,0 289,8 1947,1 240,8
IL-10 350,7 35,2 492,7 67,0 325,8 18,3 415,8 27,1 318,8 14,9
IL-4 53,4 2,0 57,6 4,9 54,0 1,7 55,1 1,5 52,2 1,7
Contrdle NA Salin-NsVNA | S2linnonstimulé | e o Nsv NA
NA NA
moyenne | +SEM | moyenne +SEM moyenne +SEM moyenne | *+SEM moyenne | + SEM
IFN-y 18,3 0,9 20,5 0,6 20,6 0,6 20,4 0,5 18,2 0,6
IL-6 137,6 13,2 171,9 26,0 177,7 18,4 143,7 16,7 135,8 17,5
IL-1 177,7 0,5 178,2 0,3 178,0 0,2 178,8 0,2 177,7 0,5
TNF-a 312,3 57,9 287,9 26,3 387,7 82,1 480,0 103,3 344,5 50,4
IL-10 688,3 151,0 948,4 123,4 761,8 71,7 859,6 156,7 859,9 137,1
IL-4 46,4 0,4 46,3 0,1 46,5 0,2 46,4 0,3 46,4 0,2

Tableau 15: valeurs moyennes des concentrations en pg/ml des différentes cytokines dosées dans les
surnageants de culture de splénocytes préalablement activés ou non activés (NA).

Toutes les cytokines étudiées n’étaient pas quantifiables, seules I'lFN-y, I'IL-10, le TNF-a et

I'IL-4 I'étaient (différence significative observée entre les concentrations dosées dans les surnageants

des cellules activées et non-activées). Aucun effet significatif dans les différentes conditions

expérimentales n’a été observé, sauf pour I'lL-10. En effet la NSV provoquait une augmentation

significative de la sécrétion d’IL-10 pour les splénocytes activés pour les groupes colite-NSV ou salin-

NSV comparés aux groupes non stimulés (Sham) colite ou salin respectivement (moyenne du groupe

colite-non stimulé : 318,8 + 14,9 pg/ml contre : 415,8 + 27,1 pg/ml pour le groupe colite-NSV, avec

p<0,05 ; moyenne du groupe Salin-non stimulé : 325,84 + 18,3 pg/ml contre 492,7 + 67 pg/ml pour le

groupe Salin-NSV, avec p< 0,05) (figure 57).
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Figure 57 : concentration en IL-10 dosée dans le surnageant de culture de spléncoytes (activés a gauche et

non activés : NA a droite (cadre bleu)) aprés dissociation de la rate prélevée sur des rats atteints de colite (ou
non) et anesthésiés au pentobarbital. (n=10; * : p<0,05 ; ** : P<0,01).

Une étape de tri cellulaire magnétique a été réalisée afin de purifier les lymphocytes T CD4
(LT CDA4). Les LT CD4 ont été mis en culture (en présence ou absence d’anticorps anti CD3 et CD28
permettant I'activation des lymphocytes). Les cytokines (IFN-y, IL-4, IL-1, IL-6, TNF-a et IL-10) ont été
dosées dans les surnageants de ces cultures avec les kits CBA comme précédemment. Les moyennes

des concentrations des cytokines dosées sont récapitulées dans les tableaux suivants.
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Contréle CD4 Salin-NSV CD4 (Salin-non stimulé| Colite-NSV CD4
activé activé CD4 activé activé activé
moyenne | +SEM | moyenne | +SEM | moyenne | *SEM | moyenne +SEM moyenne +SEM
IFN-y 335.6 145.1 247.2 76.8 216.6 80.3 382.9 146.4 502.0 228.6
IL-6 208.6 20.2 238.8 60.1 251.3 29.9 315.6 84.2 216.0 17.1
IL-1 184.3 4.2 187.3 2.8 185.3 3.3 192.7 5.4 186.9 3.5
TNF-a 2149.7 | 258.3 | 1742.7 | 320.6 | 1963.4 | 365.1 | 1756.1 509.2 2597.6 274.8
IL-10 323.3 38.8 424.7 46.7 280.7 30.2 407.7 92.8 335.4 55.4

IL-4 25.9 3.7 28.6 3.5 25.4 2.2 28.3 3.4 26.0 1.9
Controle cDa NA| S2lM-NSVCD4 Salin-nonstimulé] ¢ oo oy cpana
NA CD4 NA NA
moyenne | +SEM | moyenne | +SEM | moyenne | *SEM | moyenne +SEM moyenne +SEM
IFN-y 93.2 0.9 95.7 1.2 92.0 2.7 91.7 1.2 94.9 1.2
IL-6 123.2 19.3 123.8 16.0 114.9 10.8 140.9 14.8 101.4 10.3
IL-1 172.1 0.5 172.1 0.5 171.4 0.4 172.8 0.6 172.6 0.4

TNF-a 248.2 37.0 221.3 32.9 183.0 22.2 371.6 61.5 313.7 57.9
IL-10 210.1 50.9 271.3 46.4 167.1 25.8 225.4 30.5 220.1 37.5
IL-4 15.5 0.1 15.7 0.3 15.4 0.3 15.8 0.4 16.0 0.3

Tableau 16 : valeurs moyennes des concentrations en pg/ml des différentes cytokines dosées dans les
surnageants de culture de splénocytes préalablement activés ou non activés (NA).

Seule I'lL-4 était non quantifiable. Aucune variation significative de sécrétion d’IL-1, d’IL-6, de
TNF-a ou d’IFN-y n’était observée pour les différentes conditions expérimentales. Par contre |'effet
de la NSV observé sur I'augmentation de sécrétion de I'IL-10 dans les splénocytes totaux activés était
retrouvé pour les LT CD4. Les LT CD4 issus des deux groupes d’animaux NSV (colite ou non-colite)
sécretaient plus d’IL-10 par rapport aux deux groupes d’animaux non stimulés (moyenne du groupe
Colite-non stimulé : 335,4 + 55,4 pg/ml contre: 407,7 + 92,8 pg/ml pour le groupe Colite-NSV ;
moyenne du groupe Salin-non stimulé : 280,7 + 30,2 pg/ml contre: 424,7 + 46,7 pg/ml pour le
groupe Salin-NSV, avec p<0,05) (figure 58). La NSV induit une sécrétion plus importante d’IL-10
comparé aux rats des groupes non stimulés colite ou salin pour les splénocytes activés (bien qu’elle

ne soit significative que pour le groupe salin).
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Figure 58 : concentration en IL-10 dosée dans le surnageant de culture de lymphocytes T CD4 spléniques
préalablement triés (activés CD3 CD28 a gauche et non activés : NA a droite (cadre bleu)). (n=10; * : p<0,05).

La concentration en IL-10 était plus élevée pour les splénocytes totaux mis en culture et non
activés (moyenne: 823,6 + 55,6 pg/ml protéines) comparés aux splénocytes totaux activés
(moyenne : 380,7 + 18,1 pg/ml protéines). Pour les lymphocytes T CD4 purifiés et mis en culture,
I'expression d’IL-10 était plus élevée pour les activés (moyenne : 354,38 * 24,7 pg/ml protéines) que
les non-activés (moyenne : 218,79 + 16,8 pg/ml). Les splénocytes totaux non-activés sont capables de
sécréter de I'lL-10 (comme constaté dans I'étude précédente sur les animaux sains) alors que les LT
CD4 ont besoin d’étre activés pour en sécréter. Cela suggere que la sécrétion d’IL-10 observée pour
les splénocytes non activés est due a une population autre que les LT CDA4. En effet, I'lL-10 peut étre
sécrétée par les monocytes (méme non activés), les mastocytes et les lymphocytes B. Il a également
été démontré que la production d’IL-10 est inhibée par la sécrétion d’IFN-y (Chomarat et al. 1993). Ce
qui pourrait expliquer que moins d’IL-10 est retrouvé pour les cellules activées qui vont sécréter de
I'IFN-y qui va donc inhiber la production d’IL-10. La concentration en IL-10 pour les splénocytes
totaux activés et LT CD4 activés était comparable. Ceci suggére que I'lL-10 dosée pour les splénocytes
totaux activés est principalement sécrétée par les LT CD4 activés.

Dans cette étude, I'effet de la NSV n’a pas été retrouvé au niveau de la cellularité splénique
mais au niveau de la fonctionnalité des cellules pour les rats atteints de colite expérimentale. La NSV

oriente les cellules spléniques dont les lymphocytes T CD4 vers un profil anti-inflammatoire.
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4.3 Quantification de I’expression de la myéloperoxidase (MPO)

Le dosage de la MPO, marqueur de l'inflammation, a été réalisé par technique ELISA sur les
cOlons distaux (au niveau de la lésion) et transverses (au-dessus de la lésion) des rats des différentes
conditions expérimentales. Une trés forte variabilité inter-individuelle a été observée, il nous a donc
paru plus intéressant et pertinent d’étudier I'expression de la MPO selon la répartition de chaque
individu par rapport a des niveaux d’inflammation prédéfinis plutot que par le biais de la
comparaison des moyennes des groupes. De plus, les valeurs aberrantes ont été éliminées. Afin
d’interpréter ces résultats, deux seuils ont été établis : un seuil représentant la limite entre I'absence
d’inflammation et basse inflammation et un autre entre basse inflammation et haute inflammation
pour chacune des structures (cOlon transverse et cOlon distal). Ces seuils ont été calculés de la
maniére suivante :

- seuil entre non inflammation et basse inflammation : moyenne de la concentration

en MPO du groupe contrdle a laquelle on ajoute 3 fois I'écart-type. Avec ce calcul le
risque d’erreur lors de la détermination de valeurs pathologiques anormalement

hautes est inférieur a 0,01% (Deby-Dupont et al. 1998).

- seuil entre basse inflammation et haute inflammation : la valeur de ce seuil est
arbitraire et a été déterminée comme étant égale a la moyenne de la concentration

en MPO du groupe contréle multipliée par cing.

Pour le colon transverse le seuil de basse inflammation est de 249 ng/mg de protéines et le
seuil entre basse et haute inflammation de 603 ng/mg de protéines. Pour le c6lon distal le premier
seuil est de 525 ng/mg de protéines, et le deuxiéme de: 1152 ng/mg de protéines. Nous avons
ensuite étudié la répartition des différents animaux par rapport a ces seuils selon les groupes
expérimentaux.

Au niveau du célon transverse les rats des groupes controle et salin-non stimulé ou salin-NSV
avaient des concentrations en MPO relativement proches (moyenne du groupe contréle : 120,6 +
12,9 ng/mg de protéines, moyenne du groupe salin-non stimulé : 186,5 + 29,3 ng/mg de protéines,
moyenne du groupe salin-NSV : 276,6 + 73,8 ng/mg de protéines). Deux rats de chaque groupe salin
non-stimulé (carré rouge) et salin-NSV (triangle vert) étaient au-dessus de cette limite. Tous les rats

du groupe controle étaient en dessous de ce seuil (figure 59).
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Figure 59: concentration en MPO des cdlons transverses pour les groupes expérimentaux non-colites
(controle, salin-non stimulé et salin-NSV). La barre orange représente le seuil entre non inflammation et basse
inflammation, ce seuil est fixé a 249 ng/mg de protéines.

Au niveau du cblon distal une augmentation significative de la concentration de la MPO était
observée pour les groupes salin-non stimulé ou salin-NSV par rapport au groupe contréle (moyenne
du groupe contrdle : 230,5 + 29,6 ng/mg de protéines, moyenne du groupe salin-non stimulé : 1015,1
*349,7 ng/mg de protéines, moyenne du groupe salin-NSV : 801,3 + 162,4 ng/mg de protéines). Tous
les rats du groupe contréle étaient en dessous du seuil de basse inflammation, par contre six rats du
groupe salin-non stimulé (carré rouge) et du groupe salin-NSV (triangle vert) étaient au-dessus de
cette limite (augmentation de la MPO significative entre le groupe contréle et le groupe salin-non
stimulé (p<0,05) ; et entre le groupe contréle et le groupe salin-NSV (p<0,01)) (figure 60). La
concentration en MPO dans les c6lons distaux pour les groupes de rats non-colites était plus élevée
que dans les cblons transverses ; en effet, I'expression de la MPO était significativement supérieure
aux valeurs du groupe contréle dans le cOlon distal. Une majorité de rats des groupes salin-non
stimulé et salin-NSV se trouvaient au-dessus du seuil de non inflammation, ce qui signifie que le
cOlon distal présente une inflammation alors que ces animaux n’ont pas été en contact avec du TNBS.

Ce résultat pourrait s’expliquer par une inflammation locale provoquée par l'insertion de la

canule et I'injection de sérum physiologique qui se fait au niveau du c6lon distal.
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Figure 60 : concentration en MPO des colons distaux pour les groupes expérimentaux non colites (controle,
salin-non stimulé et salin-NSV). La ligne orange représente le seuil entre non inflammation et basse
inflammation, elle est fixée a : 525 ng/mg de protéines.

Les valeurs de MPO étaient beaucoup plus élevées pour les groupes colites dans le célon
transverse (au-dessus de la lésion) et distal (dans la Iésion) comparé aux groupes salins, mais de
maniére beaucoup plus importante dans la lésion (c6lon distal, moyenne du groupe colite-non
stimulé : 31187 + 4763,8 ng/mg de protéines, groupe colite-NSV: 29950,9 + 4410,7 ng/mg de
protéines ; pour le cdlon transverse : moyenne du groupe colite-non stimulé : 1029,2 + 280,3 ng/mg
de protéines, groupe colite-NSV: 730,9 = 145,4 ng/mg de protéines. L'instillation de TNBS a
provogué une forte augmentation significative de la MPO dans la lésion et également au-dessus de la
Iésion.

Au niveau du cblon transverse, tous les animaux des groupes non-colite (salin), sauf un du
groupe salin-NSV, étaient en dessous du seuil de haute inflammation. Pour les groupes colites, huit
rats du groupe colite-non stimulé étaient au-dessus de ce seuil, c'est-a-dire qu’ils présentaient une
forte inflammation du cdlon transverse, contre seulement quatre rats du groupe colite-NSV. La NSV
induit une diminution de la MPO au-dessus de la Iésion. Elle a permis de ramener I'inflammation au-
dessous du seuil de haute inflammation pour 50% des rats qui présentaient un célon transverse

fortement inflammé, toutefois cette diminution n’était pas statistiquement significative (figure 61).
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Figure 61 : concentration en MPO des colons transverses de tous les groupes expérimentaux. La ligne violette
représente le seuil entre basse inflammation et haute inflammation, elle est fixée a 630 ng/mg de protéines.
Huit rats du groupe colite-non stimulés (croix violette) sont au-dessus de ce seuil de haute inflammation contre
quatre pour le groupe colite-NSV (croix bleue).

Les résultats sont différents dans la Iésion (c6lon distal) : trois rats du groupe salin-non
stimulé et deux du groupe salin-NSV se retrouvaient tres légérement au-dessus du seuil de haute
inflammation. Tous les animaux des groupes colites (NSV ou non stimulé) étaient largement au-
dessus de cette limite démontrant une forte inflammation au niveau du c6lon distal. La NSV n’a pas

induit de différence significative au niveau du c6lon distal de ces animaux (figure 62).
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Figure 62 : concentration en MPO des c6lons distaux de tous les groupes expérimentaux. La ligne violette
représente le seuil entre basse inflammation et haute inflammation, il est fixé a 1152 ng/mg de protéines. Tous
les animaux des groupes colites (croix violette et croix bleue) se situent largement au-dessus de ce seuil.

La NSV n’a induit aucune différence de concentration de MPO dans le c6lon distal, par contre
elle a induit une forte tendance a la diminution de la MPO au-dessus de la lésion (colon transverse)
pour le groupe colite-NSV comparé au groupe colite-non stimulé, toutefois cette diminution n’était
pas significative (test de Fisher). Un nombre plus important d’animaux serait nécessaire afin de

valider statistiquement cette tendance (test statistique Chi square).

4.4 Quantification de I’expression de cytokines tissulaires dans le tube digestif

Les cytokines indicatrices de I'état de I'inflammation : TNF-q, IL-1B, IL-10, TGF-B, IL-6 ont été
dosées par technique ELISA dans la lésion (c6lon distal) et au-dessus de la Iésion (cOlon transverse)
dans tous les groupes expérimentaux.

Aucune variation significative n’a été observée pour le TGF-B et I'IL-6 entre les différents

groupes expérimentaux.
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4.4.1 Dosage du TNF- a

4.4.1.1 Effet de la NSV
Au niveau du célon transverse, une diminution non significative pour le groupe salin-NSV
était observée par rapport au groupe salin-non stimulé, mais aucun effet significatif de la NSV n’a été

retrouvé ni au niveau de la lésion ni au-dessu de la lésion.

4.4.1.2 Effet de la manipulation

Au niveau du célon distal, une augmentation significative de I'expression de TNF-a pour les
deux groupes salin (moyenne pour le groupe salin-non stimulé: 0,6 = 0,2 pg/mg de protéines,
p<0,001 ou moyenne pour le groupe salin-NSV : 0,5 * 0,2 pg/mg de protéines, p< 0,01) a été mise en
évidence comparé au goupe contrdle (moyenne pour le groupe contréle : 0 pg/mg de protéines),
renforcant le résultat obtenu lors du dosage de la MPO. En effet nous avons observé une expression
élevée de la MPO pour les groupes salin (stimulé ou non) comparé au groupe contrdle dans le colon
distal ce qui témoigne de la présence d’'une inflammation. Dans le cblon transverse, une
augmentation significative a également été observée pour le groupe salin-non stimulé comparé au
groupe contrble (moyenne pour le groupe salin-non stimulé : 0,7 + 0,1 pg/mg de protéines p<0,05 et

moyenne du groupe contrdle : 0,3 + 0,1 pg/mg de protéines).

4.4.1.3 Effet de la colite

Une augmentation de I'expression de TNF-a dans le c6lon distal pour les deux groupes colite
par rapport au deux groupes salins (significatif pour le groupe colite-NSV comparé au groupe salin-
NSV, moyenne pour le groupe colite-NSV: 1,5 + 0,3 pg/mg de protéines contre 0,5 pg/mg de
protéines pour le groupe salin-NSV ; p<0,01) a été observée ainsi que dans le célon transverse pour le
groupe colite-NSV (moyenne: 0,6 + 0,1 pg/mg de protéines) comparé au groupe salin-NSV
(moyenne : 0,3 £ 0,1 pg/mg de protéines) (p<0,01) (figure 63). Ces variations refletent un effet de la

colite.
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Figure 63 : moyennes de I'expression TNF-a dans le tube digestif. Colon distal (A) et c6lon transverse (B) pour
tous les groupes expérimentaux. (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

4.4.2 Dosage de I'IL-18

4.4.2.1 Effet de la NSV

Le dosage d’IL-1B n’a révélé aucun effet significatif de la NSV ni dans la Iésion ni au-dessus de

la lésion.

4.4.2.2 Effet de la colite

Dans le cOlon distal une augmentation significative d’IL-1B pour le groupe colite-NSV
(moyenne : 390,6 + 62,8 pg/mg de protéines) et colite-non stimulé (moyenne : 285,4 + 55,9 pg/mg de
protéines) par rapport au groupe salin-NSV (moyenne : 63,8 + 14 pg/mg de protéines) (p<0,001) et
salin-non stimulé (moyenne: 38,8 + 9,5 pg/mg de protéines) (p<0,001) respectivement a été

observé. Dans le cOlon transverse, cette augmentation était également présente pour le groupe

+

colite-NSV (moyenne : 439,1 143,3 pg/mg de protéines) par rapport au groupe salin-NSV

(moyenne : 60,7 £ 17,3 pg/mg de protéines) (p<0,001) (figure 64). Ces résultats reflétent un effet de

la colite.
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Figure 64 : moyennes de I’expression de I'lL-1B dans le tube digestif. Colon distal (A) et c6lon transverse (B)
pour tous les groupes expérimentaux. (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

4.4.3 Dosage de I'IL-10

4.4.3.1 Effet de la NSV

A nouveau, la NSV n’a pas provoqué d’effet significatif de I’expression de I'lIL-10 dans la |ésion

ni au-dessus de la Iésion.

4.4.3.2 Effet de la colite

L'effet de la colite était retrouvé pour I'lL-10 au niveau du célon distal avec une
diminution significative pour les deux groupes colite-non stimulé (moyenne: 8,5 £ 1 pg/mg
de protéines) et colite-NSV (moyenne : 7,5 * 1,1 pg/mg de protéines) par rapport aux deux
groupes salin-non stimulé (moyenne: 14 + 1,4 pg/mg de protéines) (p<0,01) et salin-NSV
(moyenne : 14,3 £ 1,5 pg/mg de protéines) (p<0,01). Cet effet était également observé au
niveau du colon transverse pour le groupe colite-NSV (moyenne : 8 + 0,5 pg/mg de protéines)
par rapport au groupe salin-NSV (moyenne : 9,7 + 0,5 pg/mg de protéines) (p<0,05) (figure
65).
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Figure 65 : moyennes de I'expression de I'IL-10 dans le tube digestif. Colon distal (A) et c6lon transverse (B)
pour tous les groupes expérimentaux. (* : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,001).

Il est intéressant de noter qu’au niveau de la lésion (colon distal), une augmentation
significative était retrouvée pour tous les groupes expérimentaux par rapport au groupe contréle
pour les trois cytokines (TNF-a, IL-1B, et IL-10) ce qui montre que la chirurgie ainsi que I'injection de

sérum physiologique ont un effet au niveau du tube digestif méme pour les animaux non-colites.

4.5 Quantification des ARNm par qRT-PCR

Le dosage des ARNm par q RT-PCR a été réalisé sur les prélevements de c6lons transverses et

les splénocytes obtenus aprés dissociation de la rate.

4.5.1 Quantification des ARNm dans le célon transverse

Les ARNm des genes d’intéréts suivants étaient détectables dans les prélevements de colon
transverse : SOCS3, TNF-a et IL-1B. De la méme maniéere que précédemment, la quantification des
génes cibles est exprimée en unité relative : la valeur de I’ARNm du geéne d’intérét par rapport a la
moyenne géométrique des trois génes de référence (CYCA, ARBP, HPRT).

Une diminution significative était observée pour I'expression de SOCS3 et TNF-a pour le
groupe colite-NSV par rapport au groupe colite-non stimulé révélant un effet anti-inflammatoire de
la NSV. En effet la diminution de I’ARNm de SOCS3 met en évidence que la voie de transduction du
signal n’est pas activée et donc que I'inflammation est moins importante que pour le groupe colite-
non stimulé. Cet effet anti-inflammatoire n’a pas été observé pour le groupe salin-NSV comparé au

groupe salin-non stimulé.
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La présence de la colite est révélée par 'augmentation significative de ’ARNm codant pour le
TNF-a pour les groupes colites NSV et non-stimulé par rapport au groupes salin NSV et non-stimulé

respectivement. Ce résultat a été également retrouvé pour ’ARNm de I'lL-1pB (figure 66).
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Figure 66 : dosage des ARNm dans les prélevements des colons transverses. ARNm de SOCS3 (A), de TNF-a (B)
et d’IL-1B (C). Unité relative : ARNm du géne d’intérét/ moyenne géométrique des génes de référence (ARBP,
CYCA et HPRT). (* : p<0,05 ; ** : p<0,01).
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4.5.2 Quantification des ARNm dans les splénocytes

Les ARNm des génes d’intéréts suivants étaient étudiés et détectables dans les splénocytes :
TNF-a, NFkBia, INF-y, CD11b, CD3 et Klrb1A.

La NSV a induit une augmentation significative de I'expression de I’ARNm de TNF-a, NFkBia et
d’IFN-y pour le groupe colite-NSV comparé au groupe colite non-stimulé. Cet effet n’a pas été
retrouvé pour le groupe salin-NSV comparé au groupe salin-non stimulé.

La présence de la colite a également induit une augmentation de TNF-a, d’IFN-y et de CD11b pour le
groupe colite-NSV par rapport au groupe salin-NSV et également de NFkBia pour les deux groupes
colites NSV et non stimulé comparés aux groupes salins NSV et non stimulé respectivement. Aucune

variation significative n’a été observée pour I'expression des ARNm de CD3 et KIrb1A (figure 67).
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Figure 67: dosage des ARNm dans les splénocytes. Unité relative: ARNm du géne d’intérét/moyenne

géométrique des genes de référence (ARBP, CYCA et HPRT). (* : p<0,05 ; ** : p<0,01).
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4.5.3 Corrélations

Afin d’approfondir I'étude, des corrélations ont été réalisées pour les groupes colite-NSV et
colite non-stimulé entre les ARNm codant pour le TNF-a et les ARNm codant pour les cellules
immunitaires connues pour sécréter du TNF-a (macrophages, lymphocytes T et NK) ainsi qu’avec
I'inhibiteur du facteur de transcription NFkB. Ceci permet de mettre en évidence I'existence ou non
de relations entre ces génes d’intéréts.

Dans un premier temps, la corrélation entre I'expression de I'ARNm du TNF-a et de
I'inhibiteur de NFkB a été étudiée. Pour le groupe colite-non stimulé, la corrélation est faible
(coefficient rho de Spearman (r;) = 0,2857) et non significative, alors que pour le groupe colite-NSV la
corrélation est plus importante (r,=0,9038) et statistiquement significative (p<0,01). Ce résultat met
en évidence un effet de la NSV qui induit une augmentation de la synthese d’ARNm codant pour le
TNF-a dépendant de la voie de signalisation de NFkB ce qui n’est pas retrouvé pour le groupe colite-

non stimulé (figure 68).
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Figure 68 : corrélation entre I’expression des ARNm codant pour le TNF-a et des ARNm codant pour NFkBia
dans les splénocytes.

Afin d’étudier s’il existe une relation entre les ARNm codant pour le TNF-a et les ARNm
codant pour un marqueur de macrophages (CD11b), le diagramme de corrélation a été réalisé. Pour
le groupe colite-non stimulé, la corrélation était importante (rs=0,881) et statistiquement significative

(p<0,01). Aucune corrélation n’a été retrouvée pour le groupe colite-NSV. Ce résultat montre que le
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niveau de synthése de TNF-a pour le groupe colite-non stimulé est

macrophages ce qui n’est pas le cas pour le groupe colite-NSV (figure 69).
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Figure 69 : corrélation entre I'expression des ARNm codant pour le CD11b et des ARNm codant pour le TNF-a

dans les splénocytes.

Pour étudier si les ARNm codant pour le TNF-a peuvent étre en relation avec d’autres cellules

immunitaires capables de sécréter cette cytokine, le diagramme de corrélation entre les ARNm

codant pour le TNF-a et pour un marqueur de lymphocytes T (CD3) a été réalisé. Pour le groupe

colite-non stimulé les deux variables étaient corrélées (r,=0,7619) et statistiquement significatives

(p<0,05). Par contre, aucune corrélation n’a été retrouvée pour le groupe colite-NSV. Ce résultat

montre que la synthese d’ARNm codant pour le TNF-a est également

corrélée a la présence de

lymphocytes T, ce qui n’a pas été retrouvé pour le groupe colite-NSV (figure 70).
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Figure 70 : corrélation entre I'expression des ARNm codant pour le CD3 et des ARNm codant pour le TNF-a

dans les splénocytes.

Finalement, la corrélation entre les ARNm codant pour le TNF-a et les ARNm de Klrb1A
codant pour un marqueur de cellules NK a été réalisée. Aucune corrélation n’a été retrouvée ni pour

le groupe colite non-stimulé ni pour le groupe colite NSV. La synthese d’ARNm codant pour le TNF-a

n’est donc pas corrélée a la présence de cellules NK dans les deux conditions (figure 71).
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Figure 71 : corrélation entre I'expression des ARNm codant pour Kirb1A et des ARNm codant pour le TNF-a

dans les splénocytes.

Chloé Picq / Thése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

169



5. Discussion

Les données de cette étude ont permis d’évaluer les effets de la NSV basse fréquence (5 Hz)
lors de la phase d’initiation de I'inflammation digestive chez le rat anesthésié. Des I'injection de TNBS
terminée, la NSV a été réalisée pendant 3 heures suivie de I'euthanasie des animaux afin d’étudier
son impact sur la réponse immunitaire au niveau de la rate ainsi que sur le tube digestif.

Les paramétres de temps de I'expérience ont été choisis d’apres les résultats obtenus lors de
I’étude cinétique de la colite au TNBS. Les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-1B) étaient
significativement plus élevées des 3 heures apres injection de TNBS par rapport au groupe salin. La
NSV 3h avait également été préalablement testée par le laboratoire et avait montré son efficacité sur
I'inflammation digestive chez un modeéle de rat vigile non anesthésié présentant une colite et stimulé
de maniére chronique pendant 3 heures pendant 5 jours consécutifs (Meregnani et al. 2011).

Le modele utilisant le TNBS permet I'induction rapide de I'inflammation digestive, ce qui est
important dans cette étude étant donné que I'expérience est réalisée sur des animaux anesthésiés.
Pendant I'étude cinétique de la colite au TNBS, I'état général, dont le poids des animaux du groupe
colite, a été suivi pendant cing jours et a permis de mettre en évidence une perte de poids
importante des le lendemain de I'injection. Les rats présentaient également des signes de «mal-étre»
tels que le poil hérissé et non nettoyé, une position prostrée et des diarrhées. La présence de zones
inflammatoires importantes au niveau du coélon distal est observée lors des prélévements.
L'inflammation digestive est donc bien présente dés 3 heures apres I'injection de TNBS.

Cette étude permet de répondre a la question initialement posée : la NSV basse fréquence a-
t-elle un effet sur la rate et plus précisément sur des sous-populations lymphocytaires spécifiques
lors de I'initiation de I'inflammation digestive ? En effet, la rate, organe lymphoide secondaire, joue
un réle important dans la réponse immunitaire précoce aux lésions et aux pathogénes. La rate est
une source majeure de TNF-a retrouvé dans le sang et il a été démontré que la splénectomie
induisait une diminution significative de TNF-a circulant ce qui permet une meilleure survie lors de
I'occurrence d’un choc septique (Huston et al. 2006 ; Huston et al. 2008). De plus, des études ont
récemment montré que la NVS ne permettait plus d’inhiber la sécrétion de TNF-a chez des souris
splénectomisées, révélant un lien entre la voie anti-inflammatoire cholinergique classiquement
connue et une voie moins étudiée qui est la voie splénique permettant de réguler les réponses
immunitaires (Rosas-Ballina et al. 2008 ; Rosas-Ballina and Tracey 2009). Le NV aurait donc une
action sur la rate et plus particulierement sur les cellules immunitaires spléniques : I'étude de Huston
et al. a montré que la NSV diminue I'activation des neutrophiles (Huston et al. 2009) ainsi que leur

recrutement sur les sites d’'inflammation (Saeed et al. 2005). Toutefois, pour que la NSV induise cet
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effet, la présence de la rate est nécessaire. |l apparait donc que la rate réagit sous le contréle du NV
dans la modulation de la réponse immunitaire induite par une inflammation.

Les résultats obtenus lors de cette étude confirment cet effet. De maniéere surprenante, les
résultats de cytométrie en flux obtenus pendant I'étude 2 sur les rats «sains» anesthésiés au
pentobarbital n’ont pas été retrouvés lors de I'étude 3. En effet, notre hypothése initiale était que
I'inhibition de I'activation lymphocytaire au niveau splénique induite par la NSV observée sur les LT
CD4 dans I'étude 2 sur rats sains serait observable chez un modéle de rat présentant une
inflammation digestive au moment de l'initiation de I'inflammation. Ce résultat n’est pas retrouvé au
niveau des groupes colites ni au niveau des groupes salins. La différence de résultats entre les deux
études au niveau des groupes salins et des rats «sains» est étonnante mais pourrait s’expliquer par le
fait que les rats salins ont regu une injection de sérum physiologique intra-colique alors que les rats
sains de I'étude 2 n’ont pas eu d’injection intra-colique. Cette manipulation induirait une
inflammation locale. En effet, une augmentation significative de la MPO a été dosée dans les colons
distaux des groupes de rats salins (stimulés ou non stimulés) par rapport au groupe contréle. Ceci
révele la présence d’une inflammation alors que ces animaux n’ont pas été en contact avec le TNBS.
Cette inflammation n’a pas été retrouvée au niveau du célon transverse pour les groupes salins,
c'est-a-dire au-dessus du lieu d’injection. Ce résultat renforce I’'hypothése selon laquelle le fait
d’introduire la canule et d’injecter du sérum physiologique pourrait induire une inflammation locale.
Cette inflammation reste toutefois modérée car la majorité des rats des groupes salins sont en-
dessous du seuil de haute inflammation.

Une controverse persiste concernant l'innervation de la rate par le NV. Certaines études
démontrent une innervation directe de la rate par celui-ci (Buijs et al. 2008; Chen et al. 1996) alors
gue des études récentes semblent pencher pour une innervation indirecte via le ganglion cceliaque.
Selon elles, le NV activerait le systeme noradrénergique sympathique du nerf splénique au niveau du
ganglion cceliaque via les récepteurs a7nAChR pour moduler I'inflammation. La fixation de I’Ach,
sécrétée par les efférences vagales, sur les récepteurs a7nAChR du nerf splénique au niveau du
ganglion cceliaque induirait la sécrétion de norépinephrine dans la rate (Vida et al. 2011). Il a été
démontré que la norépinephrine via les récepteurs B-adrénergiques inhibe la sécrétion de cytokines
pro-inflammatoires des macrophages dans la rate (Chou et al. 1996 ; Kees et al. 2003). Une autre
étude met en évidence l'effet de la norépinephrine sur les récepteurs B-adrénergiques des
lymphocytes T spléniques qui sécréteraient alors de I’Ach se fixant sur les récepteurs a7nAchR des
macrophages (Rosas-Ballina et al. 2011). Ces résultats sont en faveur d’un lien entre le systéme
parasympathique (NV) et le systeme sympathique (nerf splénique) pour réguler I'inflammation

digestive. Cependant, une étude récente démontre a contrario qu’aucune connexion neuronale
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n’existe entre le NV et le nerf splénique. Les auteurs concluent que I'effet anti-inflammatoire du NV
n’exerce pas son action sur la rate par une action synaptique au niveau des nerfs spléniques mais
probablement par un mécanisme paralléle qu’il reste a élucider (Bratton et al. 2012).

Dans nos conditions expérimentales, un effet de la NSV sur les splénocytes et plus
particulierement sur les lymphocytes T CD4 spléniques est observé au niveau de leur fonctionnalité.
De ce fait, méme si I'innervation de la rate par le NV reste mal connue, la NSV basse fréquence joue
un role sur celle-ci dans des conditions sans inflammation digestive et en phase d’initiation de
I'inflammation. Contrairement a I'étude 2, l'effet de la NSV a été identifié au niveau de la
fonctionnalité des sous-populations lymphocytaires spléniques et non pas au niveau du nombre de
cellules. En effet, la NSV induit une augmentation significative du potentiel de sécrétion d’IL-10
(cytokine anti-inflammatoire) des splénocytes en culture et activés pendant 48h pour les groupes
NSV 3h colite et salin comparés aux groupes non stimulés. Ce résultat a été retrouvé pour la
population de lymphocytes T CD4 en culture et activés pendant 48h. L’augmentation pour les LT CD4
était similaire a celle des splénocytes totaux, cette augmentation peut alors s’expliquer par une
sécrétion majoritaire d’IL-10 par les LT CD4. La NSV aurait donc un réle sur la fonctionnalité des
splénocytes lors de la phase d’initiation de I'inflammation digestive et plus particulierement sur les
LT CD4. Cette sous-population lymphocytaire splénique a préalablement été désignée pour étre
modulée par I'action du NV chez un modele de souris dans des conditions physiologiques. En effet,
Karimi et al. démontrent que le NV exerce une fonction inhibitrice au niveau de la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires et de la prolifération des LT CD4 dans des conditions physiologiques
(Karimi et al. 2010). De facon intéressante notre étude permet également de mettre en valeur un
effet sur la fonctionnalité des LT CD4 en les orientant vers une réponse anti-inflammatoire lors de la
stimulation du NV dans des conditions d’inflammation digestive. Cependant, cet effet observé a
I’échelle cellulaire n’est pas retrouvé dans les résultats de quantification des ARNm dans les
splénocytes obtenus aprés dissociation de la rate (sans mise en culture et activation). Effectivement,
I’expression des ARNm codant pour le NFkBia, le TNF-a et I'IFN-y augmente significativement pour le
groupe colite-NSV par rapport au groupe colite-non stimulé. Cette augmentation est également
retrouvée pour les ARNm codant pour le CD11b. L'étude de la corrélation entre les ARNm codant
pour le TNF-a et le CD11b a montré que ces deux variables ne sont pas corrélées pour le groupe
colite-NSV alors qu’elles le sont pour le groupe colite-non stimulé. La NSV semble provoquer une
réponse pro-inflammatoire au niveau des splénocytes non cultivés du groupe colite-NSV par rapport
au groupe colite-non stimulé. En outre, aucun effet de la NSV n’est observé pour le groupe salin-NSV.
Cette augmentation d’expression d’ARNm codant pour le TNF-a, I'IFN-y et le NFkBia est surprenante ;

toutefois, I'expression d’ARNm n’est pas toujours corrélée au niveau de I'expression des protéines et
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donc a I'effet physiologique comme cela a pu étre observé lors de I'étude 2. Il serait intéressant de
quantifier ces ARNm dans les splénocytes cultivés et activés pendant 48h afin de pouvoir comparer
ces résultats avec les résultats de dosage de sécrétion des cytokines déja obtenus dans cette étude et
ainsi de voir si les quantifications a ces deux niveaux évoluent dans le méme sens.

L’étude des corrélations entre les différents ARNm des splénocytes montre un effet potentiel
de la NSV sur I'expression du TNF-a ; effectivement, une corrélation existe entre les ARNm codant
pour le TNF-a et ceux codant pour le NFkBia pour le groupe colite-NSV et pas pour le groupe colite-
non stimulé. Ce résultat pourrait étre expliqué par une hypothése selon laquelle la NSV induirait des
changements de voie de signalisation : une voie NFkB dépendante pour les splénocytes stimulés et
une indépendante pour les non-stimulés. Néanmoins, les autres corrélations montrent que la
synthése d’ARNm codant pour le TNF-a n’est pas corrélée ala présence des différents types
cellulaires (CD11b, CD3 et NK) pour le groupe colite NSV. Toutefois, pour le groupe colite non-stimulé
une corrélation existe entre la synthese d’ARNm codant pour le TNF-a et les ARNm codant pour le
CD 11b et pour le CD3. Ces résultats peuvent étre discutés quant a la spécificité des marqueurs
utilisés. En effet, ceux-ci ne semblent pas étre les plus pertinents pour cette étude, pouvant ne pas
étre spécifiques des cellules activées mais également étre exprimés par les précurseurs de ces
cellules immunitaires. Pour étre confirmés, ces résultats nécessitent une étude plus poussée au
niveau de la pertinence des marqueurs a utiliser, ce qui permettrait d’évaluer ces corrélations.

D’autre part, I'effet de la colite a été retrouvé au niveau des lymphocytes et des cellules NKT
spléniques. Effectivement, une diminution significative est observée pour les deux groupes colites
par rapport aux deux groupes salins quant au pourcentage de lymphocytes totaux par rapport aux
cellules totales et du nombre de NKT. La diminution du nombre de NKT est particulierement
intéressante car ce sont des cellules reconnues pour avoir des propriétés immunorégulatrices et
notamment au niveau digestif. lls sont impliqués dans la réponse anti-infectieuse, anti-tumorale,
dans l'effet de tolérance dans les greffes, mais également dans le contréle des maladies auto-
immunes (Kronenberg 2005 ; Van Kaer 2007 ; Van Kaer et al. 2011). En outre il a été démontré
gu’une fois activés ils peuvent orienter la réponse immunitaire vers un profil Thl ou Th2 (Matsuda et
al. 2008). Des études chez la souris ont mis en évidence le rbéle protecteur des NKT lors d'une
inflammation digestive. Cette protection était induite par un changement de profil cytokinique Thl
vers un profil Th2 (Saubermann et al. 2000 ; Shibolet et al. 2004). Il est envisagé par notre équipe de
réaliser une expérience de localisation des NKT au niveau du c6lon transverse et distal des animaux
de notre étude afin d’observer si la diminution des NKT spléniques pourrait s’expliquer par leur

migration de la rate vers les sites de |Iésions inflammatoires afin de moduler I'inflammation locale.

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

173



Les données des différentes analyses réalisées sur le tube digestif mettent en évidence un
effet anti-inflammatoire de la NSV. Il n’a pas été retrouvé au niveau de la Iésion (dans le célon distal)
mais au-dessus de la lésion (dans le cOlon transverse) comme cela a été observé préalablement dans
notre laboratoire (Meregnani et al. 2011). Ce résultat peut s’expliquer par le fait que les lésions
inflammatoires présentes dans les colons distaux des animaux sont déja trés importantes dées trois
heures aprés l'injection de TNBS, alors que dans le cblon transverse aucune lésion inflammatoire
n’est observée, bien qu’une légére inflammation induite par le TNBS soit présente. Ceci est démontré
par une augmentation significative de I'expression de MPO des groupes colites par rapport aux
groupes salins, et une légére augmentation de I'expression des cytokines pro-inflammatoires dans le
cOlon transverse. Le dosage de la MPO dans le c6lon transverse a montré que la NSV a pour effet de
ramener l'inflammation au-dessous du seuil de haute inflammation pour 50% des rats qui se
trouvaient au-dessus de ce seuil. Ce résultat n’est pas statistiquement significatif mais représente
une tendance, et est renforcé par les dosages des ARNm de TNF-a et SOCS3. Effectivement, une
diminution significative a été notée pour le groupe colite-NSV 3h comparé au groupe colite-non
stimulé. Cette diminution de 'ARNm de TNF-a n’est pas retrouvée au niveau protéique dans le colon
transverse.

L'effet anti-inflammatoire observé au niveau digestif est modéré, ce qui pourrait s’expliquer
par un temps de NSV trop court par rapport a l'inflammation présente. Toutefois, ces résultats
apportent des informations sur I'effet anti-inflammatoire de la NSV effectuée pendant la phase
d’initiation de l'inflammation. Pour avoir un effet plus important, une stimulation du nerf vague
préalable a I'injection de TNBS pourrait étre rajoutée pour initialiser la réponse anti-inflammatoire
avant le début de l'inflammation et ainsi potentiellement obtenir un effet plus important contre
cette inflammation. L'effet anti-inflammatoire le plus important a été obtenu au-dessus des zones
inflammées, ce résultat pourrait étre important a prendre en compte lors d’un essai clinique pour le
traitement de la maladie de Crohn. En effet, la NSV pourrait étre plus adaptée comme traitement

d’entretien de la rémission de la maladie plutot que lors de poussées inflammatoires séveres.
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De nos jours, la NSV haute fréquence est utilisée pour le traitement de certaines formes
d’épilepsie et de dépression réfractaires aux médications (Groves and Brown 2005; Handforth et al.
1998). Peu d’effets secondaires ont été répertoriés: une raucité de la voix, de la toux, ou des
picotements peuvent avoir lieu mais de maniere temporaire, néanmoins son mécanisme d’action
reste mal connu (Bao et al. 2011). Concernant la NSV basse fréquence, il a été démontré qu’elle
induisait un effet anti-inflammatoire qui a pu étre testé avec succes sur de nombreux modeéles
d’inflammation différents tels que le choc septique, les Iésions causées par I'ischémie-reperfursion, le
choc hémorragique et I'inflammation digestive (Bernik et al. 2002a ; Borovikova et al. 2000b ; Ghia et
al. 2006; Guarini et al. 2003 ; Wang et al. 2003). Cet effet anti-inflammatoire s’explique par
I'activation de la voie anti-inflammatoire cholinergique (Borovikova et al. 2000b). En effet lors de la
NSV, les efférences vagales sécrétent de I’ACh qui va alors se lier aux récepteurs a7 nicotiniques, ou
éventuellement aux récepteurs nicotiniques a4-B2, exprimés a la surface des macrophages (van der
Zanden et al. 2009). La fixation de I’ACh inhibe la translocation du facteur de transcription NFkB dans
le noyau et diminue ainsi la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I'lL-6, ou
I'IL-1. Toutefois d’autres voies cellulaires pourraient étre empruntées pour compléter cette voie déja
établie dans I'effet anti-inflammatoire de la NSV basse fréquence. Ce travail a donc porté sur I'étude
des mécanismes d’action de la NSV et plus particulierement sur I'implication du SNC, du systeme
immunitaire et des différentes voies potentiellement impliquées dans I'effet anti-inflammatoire de la
NSV.

La NSV haute fréquence (20-30Hz) utilisée dans le cadre de traitement de I'épilepsie ou de la
dépression est reconnue pour avoir un effet central via les afférences vagales. Cependant, la NSV
basse fréquence (5Hz) était plutét reconnue comme activant préférentiellement les efférences
vagales et non les afférences (Bernik et al. 2002a; Borovikova et al. 2000b; Tracey 2007). La premiere
étude de ce travail a donc porté sur les répercussions de la NSV basse fréquence sur le SNC. Notre
hypothése initiale était que la NSV basse fréquence devait en plus d’activer les efférences vagales,
également en activer les afférences. Cette étude par IRMf nous a permis de conforter cette
hypothéese ; en effet, la NSV 5Hz active les afférences vagales et celles-ci sont capables de moduler
des structures cérébrales particulierement celles appartenant au systeme de régulation central du
systeme autonome. Une composante neuronale est donc bien présente lors de la NSV basse
fréquence. Ce résultat est intéressant car il pourrait indiquer qu’en plus de I'effet anti-inflammatoire
produit par les efférences vagales, I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien pourrait étre
également mis a contribution afin de renforcer I'effet anti-inflammatoire au niveau périphérique.
Cette étude est la premiere réalisée par IRMf sur le petit animal portant sur les effets de la NSV

aigue. Les données obtenues montrent que I'effet de la NSV pourrait étre induit par la modulation,

Chloé Picq / Theése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

176



via les afférences vagales, de structures sous-corticales comme le NTS, le locus coeruleus, le noyau
parabrachial ou encore le cervelet en plus de I'action des efférences vagales.

Une fois que la composante neuronale centrale a pu étre mise en évidence, nous avons
cherché a étudier I'implication du systéme immunitaire. Notre intérét s’est porté particulierement
sur le réle de la rate car elle a récemment été désignée comme un organe clé pour le bon
fonctionnement de la voie anti-inflammatoire cholinergique. Une étude a démontré que I'ablation de
la rate inhibe le réle anti-inflammatoire de la NSV chez un modele de choc septique chez la souris
(Huston et al. 2006). Une autre étude (Karimi et al. 2010) a mis en évidence que la NVS avait un effet
sur les lymphocytes T CD4 spléniques chez un modéle de souris dans des conditions physiologiques.
Nous avons alors montré que la NSV avait une action sur la rate et plus particulierement sur une
sous-population lymphocytaire splénique chez un modele de rat sain dans un premier temps puis
chez un modele de rat atteint de colite expérimentale.

L'étude chez le modele de rat sain nous a permis de montrer I'importance du choix de
I"anesthésique lors d’études réalisées sur I'inflammation. En effet, nos données ont mis en évidence
que I'anesthésique gazeux couramment utilisé, I'isoflurane, interfere avec la NSV. L'isoflurane est un
anesthésique présentant des propriétés anti-inflammatoires (Boost et al. 2009; Flondor et al. 2008;
Hofstetter et al. 2005; Lee et al. 2004). Son utilisation dans notre étude portant sur I'effet de la NSV
sur les différentes sous-populations lymphocytaires spléniques induisait une diminution du nombre
de cellules de toutes ces populations cellulaires pour le groupe de rats stimulés pendant 3h. Ce
résultat était en contradiction avec notre hypothése de départ selon laquelle la NSV aurait un effet
sur une sous-population lymphocytaire splénique, probablement les lymphocytes T CD4. Afin de
s’affranchir des possibles interférences entre l'isoflurane et la NSV, I'étude a été reconduite en
utilisant un autre anesthésique, le pentobarbital, répertorié comme n’affectant pas I'inflammation.
Les nouvelles données obtenues avec cet anesthésique sont différentes de celles obtenues lors de
I'utilisation de l'isoflurane. En effet, une diminution significative de I'activation lymphocytaire des
lymphocytes T CD4 (%CD25 dans la population des lymphocytes T CD4) est retrouvée pour le groupe
NSV 3h comparé au groupe Sham 3h ainsi qu’une diminution du pourcentage des NKT rapporté aux
lymphocytes T. D’autres variations ont été mises en évidence avec I'utilisation du pentobarbital, telle
gu’une diminution significative du nombre de lymphocytes T et de lymphocytes T CD4 pour tous les
groupes opérés comparés au groupe contrbéle (non opéré). Ces variations pourraient étre expliquées
par lI'inflammation induite par la chirurgie réalisée afin de mettre en place I'électrode de stimulation
au niveau de la portion cervicale du nerf vague gauche. L'isoflurane, de par ses propriétés anti-

inflammatoires, pourrait camoufler les variations observées avec I'utilisation du pentobarbital. Ce
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dernier nous semble plus adapté a I'étude de phénomeénes inflammatoires. Ces résultats soulignent
I'importance du choix de I'anesthésique lors d’expériences in vivo dans le domaine de I'inflammation.

Cette étude a également permis de répondre a la question initialement posée : la NSV 5Hz a-
t-elle un effet sur la rate et a-t-elle d’autres cibles que les macrophages? La NSV 20 min ne provoque
aucune modification au niveau des sous-populations lymphocytaires spléniques. Cependant, les
données obtenues mettent en évidence que la NSV 3h inhibe I'activation des lymphocytes T CD4 et
joue éventuellement un réle sur les cellules NKT possédant des propriétés immunorégulatrices. Ces
résultats obtenus chez un modeéle de rat sain, c’est-a-dire ne présentant pas d’inflammation
périphérique, nous ont permis d’étudier I'implication de la rate dans des conditions physiologiques.
lls mettent également en évidence que la NSV doit étre réalisée sur une période suffisamment
longue pour obtenir un effet.

Finalement, nous nous sommes intéressés a |'effet de la NSV sur la rate en présence
d’inflammation digestive et plus précisément lors de la phase d’initiation de linflammation.
Parallelement nous avons étudié si I'effet anti-inflammatoire de la NSV pouvait étre retrouvé au
niveau digestif aprés seulement 3h de NSV. Pour cela la derniere étude a été réalisée chez un modele
de rat atteint d’une colite expérimentale induite par une injection intra-colique de TNBS. Ce modéle
provoque rapidement des lésions digestives présentant des similitudes avec les Iésions observées
lors de la maladie de Crohn. Les résultats obtenus ont montré que la NSV a bien un effet au niveau
splénique lors de [linitiation de l'inflammation digestive mais pas au niveau de ['activation
lymphocytaire comme observé lors de I'étude chez le modéle de rat sain. L'effet de la NSV dans ce
cas porte sur la fonctionnalité des splénocytes en augmentant leur potentiel de sécrétion d’IL-10
(cytokine anti-inflammatoire). Nous avons pu voir que cet effet était retrouvé pour les lymphocytes T
CD4. La NSV orienterait les splénocytes et plus particulierement les lymphocytes T CD4 vers une
réponse anti-inflammatoire. Parallelement, I'effet anti-inflammatoire au niveau du tube digestif a pu
étre apprécié au niveau du cblon transverse, c'est-a-dire au-dessus des lésions (cOlon distal). Cet
effet avait été préalablement décrit dans notre laboratoire (Meregnani et al. 2011). L'effet anti-
inflammatoire au niveau du célon transverse reste tout de méme trés modéré. Une période de NSV
supplémentaire précédent linjection de TNBS pourrait éventuellement induire un effet anti-
inflammatoire plus important au niveau du tube digestif.

Nous avons pu observer une diminution significative du nombre de NKT spléniques pour les
groupes colites par rapport aux groupes salins. Une expérience par microscopie confocale sur la
localisation de NKT est envisagée par I'équipe afin d’étudier si ces cellules migrent de la rate pour
atteindre les sites de lésions au niveau du cblon afin de moduler I'inflammation locale. Il serait

intéressant de réaliser la méme expérience a un moment plus tardif de I'inflammation digestive sur
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des animaux stimulés de maniere chronique pour voir si une NSV de plus longue durée jouerait un
role sur ces cellules immunorégulatrices.

Une étude supplémentaire de quantification d’ARNm des splénocytes cultivés et activés
pendant 48h serait intéressante a réaliser afin de pouvoir comparer ces résultats avec ceux déja
obtenus sur le dosage des cytokines sécrétées par ces cellules. En effet, la quantification des ARNm
des splénocytes non cultivés semble montrer un effet de la NSV pro-inflammatoire dans ces
splénocytes. Toutefois, le dosage de cytokines sécrétées par les splénocytes cultivés et activés
pendant 48h montre une augmentation de sécrétion d’IL-10 pour les groupes NSV. Cependant,
comme nous lI'avons observé a plusieurs reprises, la quantité d’ARNm n’est pas forcément corrélée a
la quantité de protéines retrouvées et donc pas nécessairement a I'effet physiologique. Il est ainsi
important d’obtenir ces deux informations a partir de cellules soumises aux mémes conditions
expérimentales pour confirmer ce résultat.

De plus amples études pourraient étre réalisées portant sur I'effet de la NSV sur la rate et le
tube digestif a une période plus tardive de I'inflammation digestive, notamment chez un modeéle de
rat implanté de maniére chronique permettant de s’affranchir des effets secondaires des
anesthésiques et de la chirurgie.

La NSV pourrait également étre testée sur un modele de colite différent du modele au TNBS
(modele de la MC) utilisé dans ce travail. Elle pourrait étre étudiée sur un modele de colite au DSS qui
est le pendant de la rectocolite hémorragique chez 'Homme (Okayasu et al. 1990). Cet agent est
administré aux animaux dans I’eau de boisson et induit une inflammation diffuse (touche I’'ensemble
du TD) et des lésions moins profondes que le TNBS (atteinte de la muqueuse et de la sous-
mugqueuse).

Ces résultats ont une implication thérapeutique car la NSV basse fréquence fait actuellement
partie d'un essai clinique comme traitement de la poussée de la maladie de Crohn chez ’'Homme
réalisée par notre équipe dans le cadre d'un Appel a Projet (AAP) de recherche clinique
translationnelle INSERM-DGOS 2011.

Les données obtenues dans ce travail, mettent en évidence une partie du mécanisme
d’action de la NSV basse fréquence avec une implication du SNC et du systeme immunitaire
notamment au niveau des lymphocytes T CD4 spléniques. La NSV semble plus adaptée dans le
traitement de la maladie de Crohn en phase de rémission dans le but de prolonger cette rémission
plutét qu’en phase de poussées inflammatoires séveres. Elle serait intéressante pour les poussées

inflammatoires modérées et en prévention de rechute.
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Vagus nerve stimulation of afferents is used as an adjunctive treatment for drug-resistant epilepsy and
depression. In addition, anti-inflammatory properties of vagus nerve stimulation have been reported in
various experimental models of inflammation but not in colitis; These effects are thought to be mediated via
peripheral release of acetylcholine from the vagus and subsequent activation of macrophages. Our aim was to
evaluate in rats the anti-inflammatory effects of chronic vagus nerve stimulation on colonic inflammation,
Colitis was induced by intracolonic instillation of trinftrobenzene sulfonic acid. Vagus nerve stimulation (left
cervical ) was performed in freely moving animals 3 h perday for five consecutive days. Assessment of colonic
inflammation was obtained using physiological (eg. body weight, temperature and locomotor activity)
parameters, macroscopical (area of lesions), histological, and biological parameters (ag. myeloperoxidase
activity, cytokine and cytokine-related mRMAs), both at the level of the damaged colon and the colon
immediately above. A global multivariate index of colitis was then generated for a better characterization of
colonic inflammation. Vagus nerve stimulation reduced the degree of body weight loss and inflammatory
markers as observed above the lesion by histological score and myeloperoxidase quantification. This anti-
inflammatory effect was also demonstrated by the improvement of the multivariate index of colitis. These
data argue for an anti-inflammatory role of vagus nerve stimulation chronically performed in freely moving
rats with colitis and provide potential therapeutic applications for patients with inflammatory bowel diseases,

© 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The vagus nerve contains sensory and motor components that
control organ functions as varied as heart rate and digestion (Foley
and DuBois, 1937), Vagus nerve stimulation (VNS of afferent fibers is
an approved treatment for epilepsy and depression, but the precise
mechanism of action of VNS on the central nervous system is stll
unknown (Groves and Brown, 2005), In addition to controlling
physiological functions through efferents fibers, a new cholinergic
anti-inflammatory pathway has been desaibed by Tracey (2002),
providing a way for the brain fo regulate the cytokine response in
specific organs, such as the gut
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Inflammatory bowel diseases (IBD) indude two main types of
chronic inflammation affecting the gastrointestinal tract, ulcerative
colitis and Crohn's disease, The treatment of IBD is only suspensive
and represented by aminosalicylates, steroids, immunosuppressors,
and biological therapies, e.g. anti-tumor necrosis factor ( TNF) agents
(Baumgartand Sandbom, 2007 ). A growing body of evidence suggests
the existence of autonomic dysfunctions in IBD patents (Taylor and
Keely, 2007), whatever the severity of symptoms and even during
remission, Using heart rate variability as a marker of the sympatho-
vagal balance, we have recently demonstrated that cardiac neural
control is altered according to the disease depending on the
psychological adjustment of the patients to their disease (Pellissier
et al, 2010).

Neuroimmunomodulation in IBD remains a challenging theory
through the influence of the brain-gut axis on intestinal inflammation
and its perpetuation (Anton and Shanahan, 1998; Paschos et al,
2009). Circulating pro-inflammatory cytokines, interleukin (IL)-183,
IL-6, and TNF, released from the intestinal mucosa are able to
communicate with the brain through neural and humoral pathways
(Dantzer et al, 2000), The neural pathway involves vagus nerve
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afferents locally stimulated by cytokines to activate the hypothalamic
pituitary adrenal axis (Dantzer et al, 2000). Tracey's group reported
an anti-inflammarory role of vagal efferents through the cholinergic
anti-inflammatory pathway: acetylcholine (Ach) released at the distal
end of the vagus nerve, interacts with o-7 nicotinic Ach receptor
(a7nACHR) of human macrophages to inhibit the release of pro-
inflammatory cytokines such as TNF ( Pavlov et al., 2003; Tracey, 2009;
van der Zanden et al., 2009b). Smioking (i.e. nicotine) isa risk factor for
BD, aggravating Crohn's disease while having benefidal effects on
ulcerative colitis (Tobin et al, 1987).

The anti-inflammatory role of the cholinergic pathway has been
demonstrated in models of high-fat enteral nutriion on hemor-
rhagic shock-induced TNF release (Luyer et al, 2005), pancreatitis
(van Westerloo et al, 2006), dextran sulfate sodium colitis (Ghia
et al., 2006), trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) colitis (Bai et al,
2007) and postoperative ileus (The et al, 2007). This effect is
produced either pharmacologically, using selective a7nAChR
agonists (de Jonge and Ulloa, 2007 ; The et al., 2007; van Westerloo
et al, 2006), central injections of anti-inflammatory agent CNI-
1483 (Borovikova et al., 2000), peripheral or central cholinesterase
inhibitors (Miceli and Jacobson, 2003; Pavlov et al, 2009), by
vagotomy (Ghia et al., 2006) or through acute VNS (de jonge et al,
2005), but the effect of VNS has never been studied in experimen-
tal colitis. In addition, most of these studies were performed in
anesthetized animals.

VNS has been approved in humans by the Food and Drug
Administration (FDA), a US. government agency, as a therapy for
meatment-resistant epilepsy or depression (Milby et al, 2008)
through high-frequency stimulation {20-30 Hz) of vagal afferents
(Milby et al, 2008) while the use of low-frequency stimulation
(1-10 Hz) (Bernik et al, 2002b; Borovikova et al., 2000; de jonge et al,,
2005) in animal models is thought to activate vagal efferents ie, the
cholinergic ant-inflammatory pathway through alpha? nicotinic
acetylcholine receptors (de Jonge and Ulloa, 2007).

Qur aim was to evaluate the anti-inflammatory effect of chronic
VNS in a model of TNBS colitis in rats. For this purpose, we have
performed VNS in freely moving animals chronically implanted
with an electrode on the left cervical vagus nerve, using stimulation
parameters known to activate vagal efferents, and studied the effectof
VNS on TNBS colitis using classical markers of inflammation and a
multivariate index of colitis,

2. Methods
21. Animals

Adult male Sprague-Dawley rats (Janvier, Le Genest St lIsle,
France) were individually housed in controlled conditions: temper-
ature, 2241 °C and 12:12 h light-dark cycle (lights on at 08:00 and
lights off at 20:00). Rats were allowed to acclimate to these con-
ditions for at least 7 days before inclusion in experiments, Animals
were weighed before induction of colitis and at the end of the VNS
experiment. Procedures were carried out in accordance with the
European Communities Coundl Directive and guidelines of the local
ethical animal research committee,

2.2, Surgical procedures

Rats were anesthetized with a mixture of ketamine (125 mg/kg
intramuscularly, im.) and acepromazine (0.15 mg/kg im,), A tele-
metric device (Physiotel TAT0TAF40; Data Sciences Intemational, MN,
USA) was implanted into the abdominal cavity to record body tem-
perature and locomotor activity (Chevrier et al, 2006). Then, the left
cervical vagus nerve was identified and an electrode {Cyberonics,
Lyon, France) was gently wrap ped around the vagus nerve and carotid
(Handforth and Krahl, 2001) and linked to a connector fixed to the

rat's head with dental cément. The connector was linked t a stim-
ulator chain (S88, SIU5, CCU1, Grass Technologies, Astro-Med, RI, US)
through a slip ring (TA13EEG12F2, Air Precision, Le Plessis Robinson,
France ),

23. Induction of colitis

Calitis induction was based on the dassical model of TNBS colits,
developed by Marris et al (1989}, Twelve days after surgery, rats
deprived of food for at least 12 h were anesthetized (50 mg/kg keta-
mine and 0.05 mg/kg acepromazine Lm.}). A 7.5-cm 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, 025 ml). To ensure the retention of TNBS within the colon,
rats were maintained in the head-down position following intraco-
lonic administration. Controls received saline,

24 Vagus nerve stimulation

VNS was performed in freely moving animals 3 h per day (9:00 am
to 12:00am) for 5 days, with stimulation parameters (1 mA, 5 Hz,
pulse width of 500 ps; 10 s ON, 90 s OFF; continuous cycle) adapted
from previous studies (Bernik et al, 2002b; Naritoku et al., 1995).
Stimulation frequency is in the range of normal nerve traffic in the
vagus nerve (Fogel et al, 1996). The first day, VNS started 1 h before
intracolonic instillation. Control rats implanted according to the same
procedure were not stimulated.

25, Experimental groups

Rats were randomly assigned to one of four treatment groups
(=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).

2.6. Assessment of colonic inflammation

Five days after instillation, rats were deeply anesthetized (keta-
mine 150 mg/kg and acepromazine 0.15 mg/kg, im.) and transcar-
dially perfused with saline. The distal colon (8 cm from the anus) was
isolated, opened longitudinally and photographed for quantification
of colonic damage by determining three areas {normal, moderate and
severe inflammation) using colorimetric evaluation (Visilog 6
software, NOESIS, Crolles, France). Colonic samples were then
separated into two parts: the damaged colon with macroscopically
necrotic lesions and the part immediately above the lesion (without
macroscopic lesion), Le, a I-cm-long piece proximal to the most
anterior aspect of the macroscopically observed damage, Samples of
lesion tissue and immediately adjacent tissue were cut longitudinally
in equal parts for histological analysis, myeloperoxidase (MPO) assay,
and mRNA quantification,

2.7. Histological analysis

Colonic sections (5um) were stained with H&E and blindly
evaluated (Vetopath Laboratory, Sofia-Antipolis, France). Histological
parameters considered for semi-quantitative grading of colonic
inflammatory lesions were: epithelial damage (erosions, ulcers,
necrosis), inflammartory changes (infiltration of mono and polymor-
phonuclear cells, vascular changes) and distribution of lesions ( focal,
diffuse, transmural). A score distinguishing five major grades was
generated: grade 0 (normal mucosa), grade I (mild, focal increase of
subacute inflammartory infiltrate), grade Il (moderate, patchy, or
diffuse increase of inflaimmatory infiltrate in lamina propria, ero-
sions), grade Il (marked inflammation with ulcerations and/or
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superficial necrosis}, and grade IV (severe acute inflammation with
transmural necrosis) ( Geboes et al., 1999).

2.8 Myeloperoxidase quantification

Colonic samples were homogenised in PBS-EDTA (5 mM) buffer
(pH 7.3) using FastPrep-24 Instrument Device system (Lysing matrix
D, FastPrep, Qbiogen, lllkirch, France) and quantified for MPO
concentration by ELISA kit (HK210, Hycult Biotechnology, Uden, the
Nethedands). MPO concentration of samples was expressed as ng/mg
protein.

2.9 Quantification of cytokine (TNF, [L-13 IL-6) and cytokine-related
(ICAM1, NFsBIA, SOCS3, TBX21) mRNAs

2.9.1. mRNA isolation and reverse ranscription reaction

Preconditioned colonic samples in RNALater ( Qiagen, Courtaboeuf,
France ) were disrupted in lysis buffer (Qiagen). mRNA was isolated
using MaghA Pure LC mRNA jsolation kit I in a MagNA Pure LC
instrument (Roche Applied Science Meylan, France), Reverse ran-
scription was carried out using the Reverse Transcriptase Core Kit
(Eurogentec, Angers, France) with 50 uM oligo (dT) 15 primer and
RNAse inhibitor (2 UI).

2.9.2. Real-time quantitative PCR

PCR was carried out with LC Fast Start DNA Master SYBR Green kit
(Roche Applied Sdence). PCR was performed using a LightCycler
( Roche Applied Science) for 45 cycles at 95 C for 20 sec, 58 "C [except
T-box 21 (TBX21): 56 °C, acidic ribosomal phosphoprotein PO (ARBP)
and nuclear factor of  light polypeptide gene enhancer in B-cells
inhibitor, e (NF&BIA): 57 °C, hypoxantine guanine phosphoribosyl-
transferase (HPRT) and IL-G: 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 (Schmittgen and Livak, 2008) with efficency correction
(Pfaffl, 2001) using the geometric average of three internally
validated control genes [Cyclophylin A (CycA), ARBP, HPRT] (Vande-
sompele et al., 2002). Therefore, ARBP, CycA, and HPRT were used for
normalization.

2.9.3. Primer design

Primer design, optimization and specificity checking were done as
described previously (Peinnequin et al, 2004), 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_D53565; IL-1p: NM_D31512; NF<BIA: XM_343065;
suppressor of cytokine signalling 3 (SOCS3): NM_053565; TBX21:
XM_220914 and TNF: NM_ 012675, IL-6 (GenBank NM_012589)
primers present LNA-substitutions (NY) as described previously (Mal-
goyre et al., 2007).

2.10. Multivariate index of colitis

All statistical analyses were performed using Statistica software
( Statsoft-France, Maison-Alfort, France ).

MPO, body weight, and histological score of colitis are basic
parameters currently studied for the characterization of colits but
many other parameters are thought to be markers of colitis severity
and of inflammation process: means of body temperature and loco-
motor activity during the two dark periods, geometric means of
damaged areas, major cytokines and cytokines associated mRNAs
quantified in the two areas (TNFa, IL1{, ILG, ICAM1, NF<B, SDC53,
TBX21). To characterize the inflammatory profile by a unique index,
we performed a discriminant analysis including all these parameters.
Discriminant analysis is a multivariate analysis that allows a better

characterization of the inflammatory profile in providing a weighted
(canonical coefficients) linear combination of parameters.

Discriminant analysis was first performed on noVNS/saline
(controls) and noVNS/TNBS groups in order to identify the parameters
that best discriminated between experimental colitis and controls,
Canonical coeffidents 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 a general weighted score for colitis inflammation for
each rat. Discriminant score was obtained by muldplying the
coefficient by the value of measured parameters. The higher the
absolute value of the coeffident was, the better was its association to
colitis, The inflammatory index was then used to test the effects of
VNS between noVNS/TNBS and VNS/TNBS groups.

2.11. Statistical analysis

We used ANOVA for repeated measures for analysis of telemetric
data and, whenappropriate, a Bonferroni post hoc test was performed
for two by two comparisons.

For all others results, a Mann-Whitney test was used. p<0,05
was considered as statistically significant. All data are expressed as
mean 4+ SEM,

3. Results
3.1. Effects of VNS on circadian body temperature after colitis induction

Baseline circadian temperatures were similar for the four groupsof
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 (Fig. 1), In contrast,
rats with colitis presented a disruption in normal thermoregulation
which started during the first night after TNBS instillation, During this
period, noVNS/TNBS-injected ratsexhibited a significant hypothermia
(—09 401 "C, p<0.05vs. controls) while they displayed no change of
body temperature during the light period. No change was obhserved
during the night in VNS/TNBS animals compared to the noVNS/TNBS
group (Fig 1). The same effect was reported during the following day
(day 2; data not shown .
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Fig. 1. Effect of VNS on 24-h body temperature evolution 12 hafter colonic instillation
of saline or THBS: rats with colitls [noV NS/TNBS, red curve) presented a disruption (o
norntal thermoregulation ocuming as of the first night following TNBS instillation
assodated with significant hy pothermia (=094 01 *C) compared to controls (blue
curves ) (# p=0.05, ANOVA for repeated measures and Bonferrond post hoc test for two
by two comparisons). Bar indicates the dark period (nz13).
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3.2. Effect of VNS on classical evaluation of colitis

3.2.1. Body weight loss

A significant weight loss, expressed as the percentage of body
weight change between the 1st and 5th day of VNS, was observed in
noVNS/TNBS (—4.1 £1.1%) compared to the control group (14.54+
13%) (p<0.0001) (Fig. 2). In the VNS/TNBS group, the decrease of
body weight was significantly lower (—0.34 1.5%, p=004) com-
pared to no VNS/TNBS animals (Fig. 2).

3.22. Macrescopic assessment

No macroscopic damage of the recto-colon was observed afier
saline, In animals receiving TNBS/ethanol, either stimulated or not,
macroscopic colonic damage was observed between 3 and 7cm
proximal to the anus, Quantification of colonic damages showed no
change in VNS/TNBS animals ( data not shown).

3.23. Histological assessment

No histological damage was observed in saline-injected animals
with or without VNS (grade 0) (Fig. 3A, Table 1). TNBS induced
mucosal lesions: one grade 0 and two grade 11 above the lesion
(Fig. 3B, Table 1) and one grade Il and two grade IV in the lesion
(Fig. 3C, Table 1). Histological scores in the lesion were not modified
by VNS (one grade | and two grades IV) (Fig. 3C, Table 1), while
colonic tissue above the lesion was relatively protected by VNS
and showed a lower degree of inflammation (two grades 0 and one
grade I) (Fig. 3B, Table 1).

3.24. Myeloperoxidase quantification

TNBS induced a significant increase of MPO concentration both at
the level of macroscopic colitis and just above the lesion (1426.6+
1194 ng/mg and 23.9+ 6.0 ng/mg protein, respectively) when com-
pared to control group (6.1+42.5ng/mg protein) (p<0.0001 and
p=0.008, respectively) ( Fig. 4). Compared to noVNS/TNBS, VNS/TNBS
animals presented a decrease of MPO concentration which was
significantonly at the level of the colon immediately above the lesion
(9.5+ 4.2 ng/mg protein versus 23.9 4+6.0 ng/mg protein, p =0.03)
(Fig. 4},

3.3. Effect of VNS on levels of cytokine mRNAs in animals without colitis

A significant decrease of TNFo and IL-1p mRNAs was observed in
VNS/saline group compared to control (respectively 73.5+ 6.9% and
79.8 +8.8% of control group's levels, p<0.05) (Fig. 5).

0

154

e of initial weight (%)
H

-]

-0

Fig. Z Effect of VNS on body weight change 5 days after colonic instillation of saline
or TMBS: stmulated saline group {VNS/saline) was not significantly different com-
pared 1o the control group (12.74+07% vs 1454 1.3%). A significant body weight
loss [—414+1.1% p<00001) was observed in the nonstimulated colitis group
[nOVNS,/TMBS) compared to control group, The VNS/TNBS group showed signifi-
cantly less reduction i body weight [—03 4+ 1.5% p=0.04) compared
nonstmulated animals (noVRSTNBSL nz12; © p=005; **° p<0.0001; Mann—
‘Whitney test

Figg. 3. Effect of VNS on histological staining of repress ntatve colons Sdays after colonic
instillation of saline or TNBS. Micrascopic photographs of colonic samples, (A) n
normal Hssues: Al and 2; (B} above the lesion: B1) grade 1 [« capillary congestion; —;
interstitial polymorphic inflammatory infiltrate diffuse in the mucosa (m) and sub-
mugnsa (smj; B2) grade | { mild, focal inflammatory infilerate]: (C)in the lesion: C1 and
2: transmural necosis [N).

Table 1
Grading of listological lesions on microscopic sections of the wlon
Above the lesion In the lesion
Control 0 0
a o
a 1]
VNS, sali ne 1} 0
1 a
i 0
NOVINS/TNBS o i
1] v
il v
VNS/TNBS (1] '}
0 v
1 w

Effect of VMS on histological staining of representative colons 5 days after colonic
instillation of saline or TNBS: histological score from grade O (o [V in these argas, A
fower degree of mflammation was observed in the colon above the lesion in VNS TNBS
animak by comparison o noVNSTNES animals. No change was observed in the lesion
both in noV NS/ TNBS and VNS/TNES animals (n=3}
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Fig 4. Effect of VNS on MPO quantification [ ng/mg protein ) in the colon. TNBS induced a
significant merease of MPO both at the level ofthe lesionand just above ("= p=0.001 and **
p=0.008, respectively ). VNS/TNBS animals presented a decrease of MPO conce ntation
which wassignificant above the lesion (* p<0.05; nz 7, Mann-Whitney test ).

3.4 Effect of VNS on levels of cytokine mRNAs after colitis induction

TNBS induced a significant increase of all studied mRNAs in the
lesion compared to the control group (p<0.0001) (Fig. 5), VNS
induced no change of TNFe, IL-1/, ICAM 1 and IL-6 mRNA levels in the
lesion as well as TNFoe and ICAM1 mRMNAs above the lesion.

3.5 Effect of VNS on the multivariate index of colitis

Table 2 shows that all studied parameters confribute to the
inflammation observed in TNBS colitis and that the model of multi-
variate analysis is significant { Lambda Wilk: 0.050; Fapprox (177) =
7.814; p<0.0051). According to the standardized coefficient (SC),
some of these parameters were more particularly associated with the
inflammatory process in the lesion, such as IL-6 (SC: 4.027) while
some parameters such as the locomotor activity (SC: 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 (9.354+
034 RU vs, 0,994+ 022 RU, p<00001) (Fig. ). VNS induced a sig-
nificant decrease (p-0.001) of the same multivariate index of colitis
{all previous parameters incduded) compared to noVNS/TNBS rats
{349+ 1.98 RU) (Fig. G).

4. Discussion

The role of the vagus nerve as a modulator of intestinal
inflammation has been recently reviewed (Van Der Zanden et al,
2009a). So far, all studies investigating the anti-inflammatory effect of
VNS were performed acutely in anesthetized animals and the fre-
quency range commonly used for this purpose was 5-10 Hz ( Bernik
etal, 2002b; Naritoku et al., 1995; Tracey, 2007 ). The originality of our
experiments was to perform VNS on unanesthethized animals and, to
our knowledge, this is the first study on the effects of VNS on the
digestive tract in chronically implanted freely moving animals. We
chose to stimulate only the left vagus nerve to minimize the effects
on heart rate (Hotta et al, 2009), this nervous branch selectively
innervates the atrio-ventricular node (McDowall R.JS. et al, 1956).
For the 5 Hz frequency, we also observed no change in behaviour of
awakened or sleeping rats. A low-frequency range of stimulation ( 1-
5 Hz) was classically used to obtain a peripheral anti-inflammatory
effect through vagal efferents (Bernik et al, 2002a)( Borovikova et al,
2000) but vagal afferents may also be activated. For this purpose, we
have recently provided the first fMRI study of VNS performed in
rodents with low-frequency stimulation (i.e. 5 Hz). Highly significant
VNS-related deactivations were found in large portions of the brain
and particularly in the nucleus tractus solitarius which is the first

central relay of vagal afferents (Reyt et al., 2010), Consequently, both
vagal afferents and efferents are involved by VNS.

The rat model of colonic inflammation was first developed by
Morris et al. (1989) using intra-luminal instillation of TNBS. In our
experiments, the choice to perform VNS for 5 days was based on the
work of Miceli and Jacobson (2003) who used a pharmacological
approach to the cholinergic anti-inflammatory pathway using
acetylcholinesterase inhibitors and reported a significant increase in
the macroscopic colonic damage score on day 5 following induction of
colitis. This is also the time required to obtain an acute inflammatory
response with transmural inflammation (Miceli and Jacobson, 2003)
(Alex et al, 2009)(Morris et al., 1989).

Our results indicate that VNS has a protective effect on colitis-
induced weight loss, a classical parameter of colitis in humans and
animals (Ballinger et al, 2000; Morris et al., 1989; Rigaud etal., 1994).
In our experimental conditions, with the lowest dose of TNBS (10 mg/
rat) to induce colitis (Morris et al, 1989), a 4% weight loss was
observed which was reduced significantly to only 03% by VNS

Another novel aspect of our study was to perform histological,
biochemical, and molecular assessments in two different areas: the
macroscopic damaged colon (lesion) and the area immediately
above the lesion. Indeed, it is expected that the area above the lesion
may be a key target for VNS therapy, i.e, to have a preventive effect
or to limit the extension of the lesion. Qualitative histological eval-
uation supports the different effects of colitis in both areas with
previously described modifications (Miceli and Jacobson, 2003;
Morris et al., 1989; Porcher et al., 2004), while no macroscopic and
microscopic lesions were observed in saline-treated animals,
Interestingly, VN5S/TNBS rats had less inflammatory infiltrate
immediately above the lesion while VNS caused only a slight
reduction in inflimmatory infilrate in the lesion compared to
noVNS/TNBS, This argues for a major efficiency of VNS on less
damaged tissues in our experimental conditions. This could be
explained by the fact that the lesion is represented by damaged and
necrotic cells with a poor response to therapeutics. These histolog-
ical results were further supported by MPO quantification. MPO isan
enzyme predominantly found in neutrophils and is currentiy used as
aquantitative index of intestinal inflammation (Bradley et al., 1982).
Previous studies have reported a statistically significant increase of
MPO in colonic tissue, but without any distinction between lesion
and adjacent regions (Ghia et al, 2006; Miceli and Jacobson, 2003).
In our experiments, TNBS induced a statistically significant 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 reinforces our hypothesis that VNS
therapy could be of interest for the treatment of mild colitis but also
to prevent extension of the lesion and relapse.

Concerning circadian thythms, TNBS classically induced a sickness
response characterized by a disruption of rhythms with a lower body
temperature during the dark period and a mild fever during the light
period (Boisse et al, 2003). We saw the same effects on non-
stimulated animals, 12 h after TNBS instillation, with a significant
hypothermia during the dark period. It is well known that TNFalphais
transiently increased after TNBS instillation (Tateishi et al., 1997). In
our experimental conditions, an increase of TNF in colonic tissues
started 90 min after TNBS instillation, with a peak ar 3 h and then
values remained elevated until the 4th day (data not shown). It has
been reported that the first response of increased levels of TNF was
hypothermia (Tollner et al, 2000). Interestingly, in our results, a
partial but nonsignificant inhibition of hypothermia was observed in
the stimulated group during the same period; thus this effect could
be related to the anti-TNF effect of VNS.

Inflammation is a complex, multi-scale biological response
required for repair and regeneration after tissue injury. Due to the
complexity of delayed inflammation kinetics, a global assessment
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lower standard detection.

seems more appropriate to consider all biological interactions
(Vodovaotz et al, 2008), Hence, in addition to currently studied
parameters like body weight or MPO quantification, additonal
physiological and molecular parameters were studied (tfelemetric
data, areas of lesion, cytokine and cytokine-related mRN#As). These
parameters allowed us to distinguish control and TNBS animals in
non-stimulated conditions using a multivariate index of colitis. Using
this discriminant analysis, a significant increase of this inflammatory
index was observed in the noWNS/TNBS group, while VNS significantly
decreased this index by approximately three times in VNS/TNBS
(Fig 6). In addition, values of standardized coefficents (range, 0.093-
4027) allowed an evaluation of the significance of each parameter in
the TNBS colitis model. Among the five most important parameters
(ie. high values, Table 2) characterizing the inflammation, three of

them ([L-1beta, 11-6 and TNF alpha mRNAs) were decreased by VNS
treatment (Fig 5). Although the variation of these mRNA cytokine
parameters were individually nonsignificant afrer VNS, the effect of
the stimulation on chronic inflammatory response could be related
when these parameters were combined in a multivariate analysis.
Expression of cytokine-related mRNA observed at day 5 is guite
different than the inflammatory response as previously observed by
Tateishi et al. (1997) at the protein level. This discrepancy could be
explained by both differences between mRENA and protein kinetics
and the higher sensitivity of mRNA assessments, TNBS colitis shares
many of the clinical, histopathological, and immunological features of
Crohn's disease which is characterized by an impairment of the Th1-
Th17/Th2 inflammatory balance (Alex et al, 2009), TNF, a key
cytokine in IBD, is necessary for both the initiation and perpetuation
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of the Th1 response in TNBS colitis (Strober et al,, 2002) and it is the
most important parameter above the lesion in our study (Table 2).

Interestingly, the decrease of TNFx and IL1 mRNAs on normal
tissue in VNS/saline animals suggests the possibility of an anti-
inflammatory effect on the basal level of oytokines.

It has been proposed that VNS improvement of postoperative ileus
inflammation in rats was mediated by the macrophage nAChR (for
review (Van DerZanden et al, 2009a)). it has also been described rhat
the vagus nerve plays an important role in lymphocyte rafficking
(Antonica et al, 1996). Thus, VNS could potentially affect several
types of immune cells, ie. modulating CD4+ cell activity (Karimi
et al., 2010). Mechanisms involved in this anti-inflammatory effect
remain to be determined as for example i) the JAK2-STAT3 signalling
pathway macrophage activation which has been described to be
attenuated by VNS in a mouse model of surgery-induced inflamma-
tion (Theetal,, 2007), and ii} the role played by the spleen reported to
be necessary in the modulation of inflammation by the vagus nerve
(Huston et al, 2006; Rosas-Ballina et al, 2008). VNS may also affect
intestinal permeability which is known to be increased in IBD,
forming the basis of lower inflammation as presented in a nonlethal
rat hemorrhagic shock model (Luyer et al, 2005).

The results of this study have dinical relevance. Indeed, because of
its anti-inflammatory property, notably on the low damaged tissue,
VNS should be of interest in the treatment of 1BD (Bonaz, 2007),
particularly in the case of mild colitis and/or in the prevention of
recurrence. In addition, since overall intentional non-adherence is
reported by 39% of IBD patients ( Cerveny et al., 2007), VNS therapy is
of interest because it is independent of patient compliance.
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Fig B Multvariate index of coliis obtained after discriminatory analysts applied on
physiological pammeters (locomotor activity, body emperature), quantification level
of cytokine and cyokine-related mRNAs (THF, IL-10, IL-6, 50053, NExBLA, TEX21)
above and in the lesion [relatve unit) and mean of leston areas for the four groups.
In noVHS/ THBS animals, a significant increase of the multivariae index of colits
was observed compared to the control group (*° p=0.0001), A significant decrease
[*** p=0.001) of the multivariate index of colitls was observed in VNS/TNBS animals
compared to noVNS TNES rats (n= 12).

Table 2
haracterization of TNBES mflammatory response

Parameters Standardized coeffidents
1 IL-6-in the kesion 4027
2 SOCS3 in the lesion 3622
3 THFx above the kesion 2719
4 IL-18 in the lesion 220
5 ME<BIA in the lesion 2091
7] NF=BLA above the lesion LE20
7 Body temperature at day 1 1.735
B Body temperature at day 2 1.726
9 1CAMT above the lesion 1541
0 1CAMT in the lesian LOGS
11 Mean of lesion areas 1041
12 IL-1§2 above the lesion 0964
13 £0CS3 above the lesion 0454
14 TMNFx in the leston 0E63
15 TEX21 tn the lesion 0564
16 Locomotion at day 2 432
17 Locomation at day 1 noas

Characterization of TNBS inflammatory response: paameters in descending order are
expressed by standardized coefficients; all studied parameters contribute o colits and
the model of multivariate index of colitls & significant (Lambda Will: 0.050; F approx
(17.7)= 7 B14; p<0.0051).
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Dynamic Causal Modelling (DCM) has been proposed to estimate neuronal connectivity from functional
magnietic resonance imaging (fMRI) using a hiophysical model that links synaptic activity to hemodynamic
processes. However, it is well known that fMRI is sensitive not only to neuronal activity, but also to many
other psychophysiological responses which may be task-related, such as changes in cardio-respiratory
activity. They are not explicitly taken into account in the generative models of DCM and their effects on
estimated neuronal connectivity are not known. The main goal of this study was to report the face validity of
DCM in the presence of strong physiological confounds that presumably cannot be corrected for, using an
fMRI experiment of vagus nerve stimulation (VNS) performed in rats, First, a simple simulation was used to
evaluate the principled ability of DCM to recover directed connectivity in the presence of a confounding
factor, Second, we tested the experimental validity using measures of the BOLD correlates of left 5 Hz VNS,
Because VNS mostly activates the central autonomic regulation system, fMRI signals were likely to represent
both direct and indirect vascular responses to such activation, In addition to the inference of standard
statistical parametric maps, DCM was thus used to estimate directed neural connectivity in a small brain
network including the nucleus tractus solitarius (NTS) known to receive vagal afferents, Though blood
pressure changes may constitute a major physiological confound in this dataset, model comparison of DCMs
still allowed the identification of the NTS as the input station of the VNS pathway to the brain, Our study
indicates that curment developments of DCM are robust to psychop hysiological responses to some extent, but
does not exclude the need to develop specific models of brain - body interactions within the DOM
framework to better estimate neuronal connectivity from MRI time series,

© 2010 Elsevier Inc. All nghts reserved.

Introduction 2000). Synaptic activity amongst different brain regions of interest

(RO} is obtained using state equations that are differential equations

Dynamic Causal Modelling (DCM) (Friston et al, 2003) has been
proposed to estimate neuronal connectivity from functional magnetic
resonance imaging (fMRI) time series weighted by the blood oxygen
level dependent (BOLD) contrast. It is based on a generative model
that links synaptic activity to BOLD time series using a hemodynamic
model Observation equations of the hemodynamic model transform
the synaptic activity into a vasodilatatory signal, cerebral blood flow,
cerebral blood volume and deoxyhaemoglobin content that are
combined together to give rise to the BOLD signal (Friston et al,

* Corresponding author, Grenoble Institut des Neurosclences—Inserm UE36, Chemin
Fortuné Ferrini—Bat E| Safra, 38700 La Tronche, France. Fax: +33 456520598,
E-mail address; odavid®uji-grenoble fr (0. David &
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1053-8119/% — see front matter © 2010 Elsevier Inc All rights reserved
doi: 10,1016/ |, ne uroimag e 201 0.05.021

derived directly from assumed intrinsic and extrinsic neuronal
connectivity (see (Friston et al, 2003) for mathematical details), We
have recently shown that estimating this hidden neuronal activity is
crucial to identifying appropriate onentation of interactions from
fMRI time series (David et al., 2008).

DCM has been used in humans to study several cognitive systems
such as language (Mechelli et al, 2005), visuospatial attention
(Siman-Tov et al, 2007) or face perception (Fairhall and Ishai,
2007). Furthermore, reproducibility of DCM results over scans within
the same scan session has been found to be excellentin an experiment
on emotional facial expressions {Schuyler et al, 2009), However, itis
well known that BOLD fMRI is sensitive not only to task-related
neuronal processes, but also to many physiological responses of the
central autonomic regulation system (Cechetto and Shoemaker, 2009;
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Saper, 2002}, such as changes in blood pressure related to cardio-
respiratory activity (Birn et al, 2006; Dagli et al, 1999; de Munck
et al, 2008; Gray et al, 2009; Wise et al, 2004). If they are directly
measured, they can be either removed from the data before any
connectivity analysis, for instance using subspace projection, or
incorporared explicitly in a generative model of the data, such as a
DCM, on which connectivity inferences will be performed. When they
are task-related however, these physiological responses are correlat-
ed to neuronal responses of interest and thus are difficult to remove
during the preprocessing of data. Approaches based on partial
correlation, such as partial Granger causality (Guo et al, 2008), then
allow to model confounds as latent variables for improved estimation
of causal relationships amongst measured time series. Because they
are not explicitly taken into account in the generative models of the
current release of DCM (www.fil.ion.uclac.uk/spm8, Wellcome
Department of Imaging Neuroscience, University College London),
the effects of task-related physiological confounds have rarely been
considered when interpreting DCM results. The main goal of this
study was to report the face validity of DCM for fMRI in the presence of
strong physiological confounds that cannot be corrected for, because
of lack of experimental measures or lack of differentiability between
effects of interest and non interest, using an fMRI experiment of vagus
nerve stimulation (VNS) performed in rats.

Although mechanisms of action of VNS remain poorly understood,
VNS is used in humans for treatment-resistant depression and epilepsy
(Ben Menachem, 2002; Marangell et al,, 2007; Milby et al, 2008). It has
also been proposed to use VNS asa modulator of intestinal inflammation
through the cholinergic anti-inflammatory pathway (Bonaz, 2007; Van
Der Zanden et al, 2009), On the one hand, effects observed on the central
nervous system are mediated through vagal afferents (80% of VN fibres),
which usually are intermittently stimulated at 30 Hz, On the other hand,
VN efferent fibres (20%) provide parasympathetic innervation primarily
to the lungs, heart, and gastrointestinal tract and have anti-inflammatory
properties, ie. the cholinergic ant-inflammatory pathway ( Borovikova
etal, 2000; Tracey, 2009). Current range frequency of VNS protocols for
these purposes is 5-10Hz (Bernik et al, 2002; Naritoku et al, 1995;
Tracey, 2007).

Because the nucleus fractus solitarius (NTS), located in the
brainstem, receives vagal afferent fibres, central effects of VNS are
thought to be mediated through the numerous projections of the NTS
into other brain regions, Neurochemical studies ( Ben-Menachem et al,,
1995; Hamberger et al,, 1993; Krahl et al, 1998; Naritoku et al, 1995)
suggested activation by VNS of the locus coeruleus and dorsal raphe
nucleus, the major sources of brain norepinephrine and serotonin
respectively. This has been confirmed electrophysiologically by showing
increases in neuronal firing rates in those structures after acute VNS
(Groves et al, 2005) or after long-term stimulation treatment in rats
(Dorr and Debonnel, 2006). In humans in vive, central effects of VNS,
usually performed at about 30Hz, have been studied mostly using
electroencephalography ( EEG ) (Marrosu et al, 2005 ), positron emission
tomography (PET) and single photon emission computer tomography
(SPECT) (see (Chae etal, 2003) for a review) and functional magnetic
resonance imaging { IMRI) (Bohningetal, 2001; Dietrich etal, 2008; Liu
et al, 2003; Lomarev et al, 2002; Nahas et al, 2007; Narayanan et al,,
2002; Sucholeiki etal,,2002). Despitea significant variability in reported
findings, activations in the medulla/brainstem, limbic regions (insula,
anterior cingulate cortex, hippocampus, amygdala, and hypothalamus),
thalamus, cerebellum, and periagueductal grey (PAG) were most
commonly observed In animals, information about VNS mechanisms
gathered from neuroimaging studies is scarce (Biraben et al, 2008;
Dedeurwaerdere et al, 20035). Because of the modulatory properties of
VNS on the central autonomic regulation system, the origins of BOLD
effects observed during VNS might not only be glial and neuronal but
also be strongly related to other physiological processes. The medullary
nuclei targeted by WN indeed couple cardiac function to blood pressure
and respiration, the fMRI correlates of which are detectable in humans

(Gray et al, 2009), VNS is thus an interesting experimental setup to
investigate the behaviour of biophysical models used to analyse fMRI
signals ro detect neural effect, as proposed in DCM.

Here, we first used a simple simulation to evaluate the principle
ability of DCM to recover directed connectivity in the presence of a
confounding factor strongly correlated to the experimental design.
Second, we tested the experimental validity of this approach using
measures of the BOLD correlates of left 5 Hz VNS specifically acquired
in Sprague-Dawley rats at 47T, In Supplementary materials, we
provide a series of control experiments (heart rate changes during
5 Hz VNS, fMRI of VNS in vagotomised rats, IMRI during ephedrine
injection ) to ascertain the presence in our dataset of neuronal and non
neuronal effects, through the activation of the central autonomic
regulation system. Interestingly, though changes in blood pressure or
in heart rate may constitute a major physiological eonfound in this
dataset (see Fig. 52 in Supplementary materials for experimental
evidence of tight correlation between BOLD and heart rate), model
comparison of families of DCMs still allowed the identification of the
NTS as the input station of the VNS pathway to the brain.

Materials and methods
Animals

Adult male Sprague-Dawley rats (250-350g) (Charles River,
France) were housed in a controlled environment (12 h light/dark
cycles, 20-22 °C) with food and water ad libitum. Animals were
allowed a minimum of 7 days to adapt to housing conditions before
any manipulation. All animals were treated according to guidelines
approved by the European Ethics Committee (decree 86,609/ CEE).
Procedures were approved by the institutional animal welfare
committees of the Grenoble Institute of Neuroscience, of the Institut
de Recherche Biomédicale des Armées and of the legal French
Ministry of Agriculture (authorization number 38 04 48).

A total number of 25 rats were used in this study, Eight animals
were used for fMRI of VNS, In Supplementary materials, validation of
VNS parameters was done on G rats; 4 animals underwent vagotomy
and VNS fMRL and 7 animals were used to measure ephedrine effects
in fMRIL.

VNS surgery and parameters

Oxyeen saturation and heart rate were monitored during surgery.
Anaesthesia was induced with 5% isoflurane in air/oxygen mixture
{8:2) and maintained during surgery at 2.5% An incision was made
over the ventral region of the neck. Then the left (or right for the first
experiment comparing left and right VNS) VN and the carotid artery
were isolated. A bipolar electrode (Cyberonics Inc., Webster, Texas,
USA) was gently wrapped around the pack and connected o a
stimulation chain: 588 stimulator, SIUS isolation unit, CCUN constant
current unit (Grass Technologies, Astro-Med, RI, US). VNS was
performed using biphasic pulses with the following parameters:
1 m#, 5 Hz, 500 ps pulse width and cycle of 95 ON/51 s OFF.

Animal preparation for fMRI

Immediately after electrode implantation, a bolus of 0.5 mL/kg
dexmedetomidine (Dexdomitor, Pfizer) was administered in the hind
limb muscle on a 1 minute basis, and isoflurane was discontinued to
maximize the specificity of BOLD activations (Weber et al, 2006).
Animals were then placed in a rat holder { Bruker, Germany) and fixed
with tooth bar and ear plugs to prevent any motion, Respiratory rate,
temperature and heart rare were visually monitored throughout fMRI
experiments. ECG was recorded using two gold plated electrodes and
conductive gel fixed with micropore surgical tape placed on the right
forelimb and the left hind limb. Experiments where animals presented
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abnormal respiratory patterns were discontinued and these animals
were removed from the study, Body temperature was maintained by a
water-circulating heating-pad. All physiological measures were done
with a MR-compatible small animal monitoring and gating system
(Model 1025, SA Instruments Inc, Stony Brook, NY, USA), The
electrode was connected to the stimulator, and animals were inserted
in the magnet. Animals were freely breathing an air/02 mixture (9:1)
during MMRI experiments that lasted no longer than 60 minutes. At the
end of MRl experiments, animals were anesthetized with 25%
isoflurane in air/02 mixture during removal of electrode. They
were then euthanized with an intracardiac injection of Pentobarbital
(Dolethal®; 200 mg/ kg).

MR parameters

FMR! experiments were performed on a 4.7 T Bruker Avance Il
horizontal animal scanner, equipped with a 21 am shielded gradient
system {600 mT/ m). Radiofrequency transmission was achieved with
a 12 an diameter volume coil, and the resonance signal was received
with a surface coil placed over the head of the animal to allow an
optimal recording of the brain and brainstem. Both coils were actively
decoupled from each other,

FLASH pilot slices in three directions were acquired to position the
animal in the magnet with the planeof the interaural line atthe magnet
center. 4 field map was then acquired, and shimming on whole brain
was performed using MapShim (Bruker). Final shim was within 50 Hz
ontheentire brin foreach animal. Anatomical images were acquired for
brain normalization using a RARE sequence: TE=13.125 ms; effective
52.5 ms; TR = 5800 ms; RARE factor=8; acquisition ime= 3 min 30 s.

Once all physiological parameters were stabilized, three fMRI
sessions of 10 min duration each were acquired, BOLD signals were
obtained using coronal multi-slice gradient-echo EPI with the
following parameters: TE=30ms (echo position 33%, no zero-
filling); TR=3 s; BW= 200 kHz; flip angle 75; 25 consecutive slices
of 1 mm thickness; FOV =25.6 = 256 mm; matrix of 64 x 64 pixels,
allowing a spatial resolution of 0.4x0.4= 1 mm.

A standard block design wasused for VNS, alternating ON and OFF
periods expressed in scans as follows: 10 OFF +9x[3 ON+ 17 OFF] +3
ON + 7 OFF. Duration of each session was 10 min. Animals were allowed
to rest for at least 7 minutes between two successive sessions.

FMRI data analysis

Standard fMRI data analysis was done using SPM5 (www filion,
uclacuk/spm, Statistical Parametric Mapping, Wellcome Department
of Imaging Neuroscience, Functional Imaging Laboratory, London,
UK}, Some routines of this software were adapted to rat imaging in
accordance with (Schweinhardt et al, (2003)). DCM analyses were
performed using SPMB8.

Preprocessing

For each session, EPI volumes were first realigned to account for
motion correction. Then all images were normalised to a template with
coordinates chosen according to the rat atlas of Paxinos and Watson,
with the origin at the bregma (Paxinos and Watson, 1997}, Practically,
we used the T2 template kindly provided by Schweinhardt et al, who
have provided useful guidelines to construct specific small animal
templates on any MR system (Schweinhardt et al, 2003 ). Nomalised
images were resampled to reach an isotropic spatial resolution of
0.4 mm, Finally, normalised EPI images were smoothed witha Gaussian
kernel of 0.8 mm PWHM, and detrended using a high-pass filter based
on the discrete cosine transform (standard cutoff of 1/ 128 s).

Statistical maps of BOLD changes
Statistical analysis of BOLD signals was done on smoothed,
normalised and realigned EPI images. The regressor of interest was

obtained by convolving the VNS paradigm with the canonical
hemodynamic response function provided in SPM5. For each animal,
maps of the t-statistic of activations were obtained by correlating the
high-pass filtered time series of each voxel with the regressor of
interest using a standard first-level statistical design ( Friston et al,
2005). Activations at the group level were obtained using a fixed-
effect analysis following guidelines provided in (Fristonetal,, { 1999)).
The dedsion to perform a fixed-effect analysis was based (i) on the
reduced number of animals in each condition, which was too small to
perform a random-effect analysis, and (ii) on the good reproducibility
between animals of the activation patterns.

Dynamic Causal Modelling

In DCM for fMRI (Friston et al., 2003}, a bilinear neuronal state
equation specifies the connectivity between brain regions. The
synaptic activity is then transformed into BOLD signals using a
hemodynamic model Knowing the data and the simulus input (VNS
paradigm), DCM proceeds to a conjoint estimation, from the
measured BOLD time series, of the neuronal connectivity and of the
hemodynamic parameters. The evidence of a dynamic causal model is
defined by its marginal likelihood obtained after model optimisation
(Penny etal, 2004 ), Comparing competing models can thus readily be
performed by comparing the model evidence (the most plausible
model is the one with the largest evidence). Here, the model-log
evidence was approximated by the model negative free energy. The
free energy is the quantity (objective function) optimised by
variational Bayes methods implemented in SPM8 for DCM ( Friston
et al, 2007). It provides a bound on the log-evidence for any model
(exact for linear models ). Assuming each dataset is independent of the
others and that only one model underslies brain responses, the log-
evidence at the group level in a fixed-effect (FFX) analysis is simply
obtained by adding the log-evidence of each session (Garrido et al,
2007). To diminish the sensitivity to outliers, which may be important
in small group samples, and to the possibility that various brains
react differently to the same stimulus, a methodology for mndom-
effect (RFX} analysis of group model evidences has recently been
proposed (Stephan et al, 2009). We performed both FFX and RFX
analyses on actual data for comparing groupevidence using DCM code
as implemented in SPMS.

When many models are compared together, finding “the best
model” may be inadequate because of the large number of experimental
factors and modelling approximations that remain insufficiently
controlled to detect small differences amongst models. To overcome
this shortcoming, it has been proposed very recently to combine family
level inference and Bayesian model averaging within families (Penny
et al, 2010}). Family level inference indeed removes uncertainty about
aspects of model structure other than the characteristic of interest, Here,
we tested whether DCM was able to recover two aspects from known
neurcanatomy; (i) the NTS receives vagal afferents; and (ii) interre-
gional connectivity is largely bidirectional,

To estimate whether VNS activations could be explained by
propagation of NTS neural activity, after receiving all vagal afferents,
the time series of deactivated regions by VNS were first extracted.
Second, according to observed deactivations, five ROIs were delineat-
ed from the rat atlas of (Paxinos and Watson, (1997)) and were
chosen as follows (Fig. 1 and Table 1): NTS, dngulate cortex (Cg),
retrosp lenial granular cortex (RSG), anterior hippocampus (restricted
to CA1), and insula' {Al). ROl time series were obtained for each
session using the SPM ROI tool, which computes the first scaled
eigenvariate (i.e, weighted mean) of the time series of voxels
(between 130 and 200voxels per ROL on average) selected by
applying the anatomical mask of the ROI (Fig. 1) on the map of
negative t-values, thresholded at p<0.001 uncorrected, Finally, 410
DCMs were generated as follows, in a constrained way because it was
not practically feasible to test all possible models: given 5 ROIs, there
exist 41 possible graphs which connect uni-directionally ROI 1 to the
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dngulate cortes

others ( with serial or parallel connections, RO11 receiving an extrinsic
input modelling VNS afferents). Assuming that all regions could
potentially receive the VNS input, 41 x5 =205 unidirectional models
with a single extrinsic input were generated and estimated. The
location of the extrinsic input defined a family of model (named
according to the input station) and the point {i) above (whether DCM
for fIMRI estimated the NTS as being the input station of VNS) was
addressed by using Bayesian model comparison (FFX and RFX) of the

Tahle 1

List of RO used in DM See Fig. 1. Coordinates indicate the centre of RDIS, in the atlas
of Paxinos and Watson referenced to bregma ( Paxinos and ‘Watson, 1997 ). D-V: dorso-
veniral; M-L: medio-bteral; A-P: antero-posterior
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gracike nudeus
RSG Granular and agranular RSCa/RSCH/RSA =17 <08 -56

retrosplenial cortex

five families. In addition, 205 bidirectional models were generated
from the previous 205 unidirectional models and fitted to the data. By
comparing the two families defined by unidirectional and bidirec-
tional connections, the point (ii) above (whether DCM estimates
bidirectional long range brain connectivity ) was finally investigated.

Simulation

To evaluate the sensiivity of DCM to detect causal reltionships as a
function of the amplintde of confounds, we set up a toy model: 2 ROIs were
considered (1 & 2) that were mutually connected with a weight of 0.7. Time
series of 10 min duration were generated with parameters similar o those in
MR parameters Experimental Section IL4: 180 scans TR=3 s, input u on ROI 1
the same as the VNS function Time series y; and y; of ROIs 1 & 2 were
generated by integrating the following state equations:

- T=1 07, [1]....
x{t) = [D.? _1J!:~:(t> - [D_l"m T
yity = hix(t)) + ce(t)

where x = & 5 rime, x = i‘ | are the neuronal states and
2 |
y= H'] are BOLD time series obtained from x using the hemody-
F2 1
namic model h with canonical parameters as described in (Stephan
et al, (2009) ). Normally distributed random noise with unit variance,
g(t), was assumed to model physiological and experimental noise

Chloé Picq / Thése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

192



1460

uncorrelated to stimulation u(t). Positive parameter 7 allowed to tune
signal-to-noise ratio (SNR).
Physiological confounds ¢ were defined as:

¥
= 2)

They were thus highly correlated to BOLD time series y generated
by neuronal activity x, Measured time series m were assumed to be a
linear combination of ¥ and ¢

m=y+ [:]c {3

wherer is the confound to neuronal hemodynamic response ratio. [twas
then varied from O ( no confound) to 10, SNR was defined as the ratio
between the standand deviations of m(t) and of ce(t), and was varied
between 5 and 1. For each tested values of the pair [rSNR], generated
time series mi ) were fitted using two models: the true model (model A)
as described by the neuronal state Eequation (1), and two false models
in which the extrinsic input impinged on ROl 2 only (model B), or on
both ROIs { model C) (Fig. 2).

The influence of the confounds ¢ on DCM ability to detect true
directionality of information flow between ROI 1 and ROI2 was evaluated
by plotting the difference in log model evidence {approximated by the
negative free energy) of models A, B and C as a function of r and of SNR.

5 Reyt et al. | Newrolmage 52 (2010} 1456-1464

Results
Simulation

Fig. 2A shows two minutes of simulated time seres with hemody-
namic response funcrion (HRF) amplitude normalised to 1 for display.
The “true” generative model used here is defined by Equation (1). The
three first panels show different degrees of contamination by confounds
{common mode of original time series) defined by different values of
parameter r, without random noise (SNR =1Inf, i.e. o= 0). As one might
expect from the design of this simple simulation, increasing r induced a
reduction of the time delay between the activity of ROE 1 & 2, and
therefore challenged the detection of information flow from ROI 1
towards ROI 2. The three last panels show examples of simulated BOLD
ime series for the different values of SNR

Fig. 2B shows the difference of negative free energy (approximate
of log model evidence ) betweenModels A& B (top) and Models A and
C(botrom ), when fitted to data shown in Fig. 2A and averaged over 50
realisations, as a function of parameter r and SNR When r increased,
model evidences decreased (global effect of confounds not shown)
and also the difference of log evidence between the Models A & B. The
effect of random noise (quantified by the SNR) was similar to that of
correlated confound, Model A (rue model) always remained more
plausible than Model B (indicated a false position of the extrinsic
input), as indicated by its largest log evidence. However, the
difference between Models A & C was not significant (a value of 3 if
log evidence being a common threshold value for significance),
whatever the degree of noise considered,

Model A - Model B

gst ]
w 20
o
o 15} -
% 10 1
3
: . MI ‘ ‘
g ol I-_ o | S v )
600 1000
Gnnl‘ound 1o Neuronal HRF hmpittude Ratia: r [%]
s
SNR 2
&

Model A - Model C

| "N ]

o

'_

Toen

a 20 50 100 300 600 1000
Confound to Neuronal HRF Amplitude Ratia: r [%]

o

Negative Free Energy
da in

A

A True model
e S
_“II 1 | | 2 |
\\] R U ~——ROI1
ROIZ
1 T = = -
05 / ht SNR= Inf ;' i
= l,l ) I b
L Dy : o
z F m - : o b
3 i ’\\ SNR = inf f \
205 / \ | X
[ . M
5o 4 = ; A has
- B e e —r =
r= 300%
/ \ SNR = Inf \\
b5 f \. IIJ' \
o - b o o _
0 20 B0 80 100 120
Tima [5]
i . = 0% ="
‘_A \ SNR=5 A
0.5 - / |
Y Y R
E '} .\_; — 1. —— b -T_ — - b -
A s r= 0% B
Bost N, sNRmp e _
i PN P s N e
E o \,f "-\__._/\\_ L
i =% ] '
o) A RS AN
.o;-\.__\ 7 o, ".f' -_\.‘ /,-ﬂ'- Lo ) L) // 4
-nEE N = e \., ]
0 20 40 80 80 100 120
Tirme [s]

Fig Z Simulation of Dynamic Causal Modelling with correlated confounds. A: 2 min of generated dme series (HRF with amplitude normalised to 1) with the “true™ model defined by
Eq. (1) The three first panels show different degrees of contamination by confounds (common mode of original ime seces) defined by different values of parameter r, without

random noise (SMR=

Inf, L. o=0). The three last panels show examples of simulated BOLD time sedes for the different values of SNR. B: diference of negative free energy

[approximate of log model evidence) between Models Aand B (top) and Models A and C( bottom), when ftted to data shown in A and averaged over 50 realisations, a5 2 functbon of

parameter r and SNE.

Chloé Picq / Thése de Neurosciences / 2012/ Université de Grenoble

193



S Reytetal [ Neursimage 52 (20010) 1456- 1464 1461

]
_i if ; T& Iulj I’;{i [ !f 1 hifél T
£ o b el X 4t _.Fi.
Py
g l.i ! I j j i I r! !
1 i
SIRRE I
| [ ! |.| ’ 1l } :(
IJ i | || | l; '|J | I|
4= P T i PP ST
0 2 4 6 8 10
Time (in minutes)
1I— T T T
’-—___.’/'“"‘"d"‘" \\
R \ Py
50 b \ I"“r"; |
5 L b
w .\.|I 'l
a-r W e b
3 i i
@ Stimulaﬁg\ Lt o
e \\ 'f\‘\// 4
\ i
-.‘“ £
gl L .
0 15 30 45

Time (in seconds)
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MRI of VNS

Highly significant WNS-related deactivations (p<0,001, FWE
corrected) were found at the animal level and at the group level
(n=8) (Fig. 3). No significant activations were observed, neither at
the group level nor at the animal level. While most of the brain was
found to be deactivated at the group level, the srongest deactivations
were mainly located in subcortical structures, such as the anterior
NTS, the locus coeruleus, the parabrachial nucleus and the vestibular
nucleus, in the anterior hippocampus, in the inferior and superior
colliculi, or in the cerebellum. The most significant cortical deactiva-
fions were found in the retrosplenial, prelimbic, infralimbic, anterior
dngulate and agranular insular cortices,

Three rats were removed from DCM analyses because the signal-to-
noise ratio was too poor in the predefined ROIs. In the remaining five
rats, BOLD time series recorded during stimulation of the intact left VN
were well fitted by the different DCMs of Fig. 1. Bayesian model selection
was performed at the group level on families of models (Penny et al.,
2010) to two test main features (Fig. 4), First (Fig, 4 left), we addressed
the identification of the input station of VNS by grouping together the41
models having the same extrinsic input. We found a clear preference for
models receiving vagal afferents on the NTS (FFX posterior probability:
Al=0, CA1=0, Cg=0, NIS= 1, RSG =0 RFX exceedance probability:
Al=00003, CAl =0.0002, Cg=0.1474, NT5 =0.8493, RSG= 0.0028).
Second (Fig. 4 right), we verified that the DCM approach was capable of
detecting the presence of bilateral long range connectivity by comparing

the 210 models with bilateral connections against the 210 other models
with forward connections only (FFX posterior probability: unidirection-
al =0, bidirectional = 1; RFX exceedance probability: unidirectional =0,
bidirectional= 1). Finally, the most plausible model (Fig. 4 middle) was
identified as the one combining those two features, with the fastest
spreading from the NTS towards other regions ( Le. direct connections ).,

Discussion

To our knowledge, the central effects of VNS at a low frequency of
stimulation have been rarely explored (Lomarev et al, 2002; Osharina
et al, 2006). Here we provided the first fMRI study of acute VNS
performed in rodents, Highly significant VNS-related deactivations were
found in large portions of the brain, and particularly in the NTS and
closely connected structures, such as the parabrachial nucleus, the locus
coeruleus and the hippocampus. The VNS-induced fMRI deactivation of
the cerebellum was also in agreement with the known anatomical
prajections of the NTS to the inferior portions of the cerebellum ( Xu and
Frazier, 1995), Significant deactivations were also reported in the
prefrontal cortex and retrosplenial cortex, regions which are known to
express ¢-Fos, a nuclear protein used as a non spedfic marker of
neuronal activation, after continuous 30 Hz VNS (Nartoku etal, 1995).

The observed massive deactivation of the brain is different from
reported findings in the only other study of VNS using functional
neuroimaging published in rat (Dedeurwaerdere et al, 2005), where
glucose metabolism, as measured by FDG-PET, significantly changed
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during acute VNS only in the hippocampus (decrease) and olfactory
bulbs (increase). In patient studies of acute VNS, local activations and
deactivations were also reported (Bohning et al., 2001; Dietrich et al,
2008; Liuet al,, 2003; Lomarev et al, 2002; Nahaset al, 2007; Narayanan
et al, 2002; Sucholeiki et al, 2002), The differences between these
findings and ours can be explained by several factors, such as diversity in
stimulation protocols or in animal preparation. It is also difficult to
directly compare results obtained in rats and in humans, In fact, two
elements led us to consider a strong card io-respiratory contribution o
these deactivations: (i) deactivation of the brain was concomitantwith a
rangent decrease of heart rate (6% of heart rate decrease measured
during 1 h left VNS, see Supplementary materials); (ii) the most
significantly deactivated structures belonged to the central autonomic
regulation system (Saper, 2004 ). Two experimental controls to further
understand BOLD statistical maps of acute VNS were performed (see
Supplementary matenals): (i} no brain activation was found when the
distal end of the vagus nerve (below VN section, ie. disrupted vagal
afferents) was stimulated, whereas brain activations remained un-
changed when vagal efferents were disrupted (ie. stimulation of the
proximal end of the vagus nerve, just above VN section). Critically, this
series of oriented vagotomy experiments demonstrated a major mle
taken by afferent fibres in comparison to efferent fibres, and thus

suggested the necessity of the activation of regulation nuclei of the
mesencephalon to explain BOLD responses to VNS, (i) BOLD responses
to ephedrine injection showed a significant positive correlation with
heartrate changes ( ephedrine increases heart rate {Avois etal, 2006) ] in
many brain regions also deactivated during VNS, VNS and ephedrine
results put together, they suggested that the negative sign of BOLD
activations during VNS was mainly driven by heart rate decrease.
Because weak bradycardia accompanied VNS, it remained difficult
to distinguish neuronal effects and cardio-respiratory effects, which
are known to participate significantly to BOLD signals (Birn et al,
2006; Daglietal,, 1999; de Munck et al., 2008; Gray et al, 2009; Wise
et al,, 2004), DCM as used in this study can be perceived as a way to
investigate whether there were neuronal components into measured
fMRI signals. Indeed if inferred neuronal connectivity agreed with
known neuronal circuitry, i.e. the NTS receivesafferent inputs, then an
indirect demonstration of the neural nature of measured BOLD signals
would have been provided. Model comparison at the group level
showed that it was the case since the NTS region was the most likely
structure amongst five candidates to receive VNS inputs, in agreement
with strong knowledge about neurcanatomical underpinnings of VNS,
Moreover, DCM results were reinforced by the fact that we found clear
evidence for bilateral long range connectivity, as commonly found in
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neurcanatomical studies. The best model at the group level (Fig. 4)
indicated fast (i.e. direct) connections from the NTS towards other
brain regions. This is very reminiscent of the view of the NTS as a
“hub”, or input station to the brain. It also indicates that DCM finds
effective connectivity between regions that are not anatomically
directly, but probably indirectly, connected, This may be the case for
CA1, which is known to receive signals from the NTS, but probably
through the amygdala or the locus coeruleus (which were not
included in the DCMs and therefore acted as latent variables here ).

Along with other electrophysiological validation studies of DCM
combined with MMRI (David et al, 2008) or microdialysis recordings
(Moran et al, 2008), this new experimental validation of DCM for fMRI is
important for two reasons: (i) it is the second demonstration of the ability
of DCM for PMRI to estimate neuronal connectivity features in agreement
with prior knowledge in rat datasets and thus confirms conclusions
derived in (David et al, (2008)); and (ii) it shows that DCM is able to
recover the presumed neural input region in the presence of physiological
noise, This may be because the state equations of the hemodynamic
model are well suited to fit smooth physiological responses and that
priorson hemodynamic parameters are sufficiently relaxed to allow them
to doso, i.e. to capture neural or indirect hemodynamic vanability (David
et al, 2008; Friston, 2009; Roebroeck et al., 2009).

To further illustrate this point, we performed a short simulation ona
toy model composed of two interconnected regions where a hemody-
namic confound modelling task-related physiological responses was
assumed to be symmetrically correlated to the neurally induced
hemodynamic activity of each region (Hg. 2). The evidence of DCMs
was obviously sensitive to the presence of correlated confounds,
However, it was possible to detect the true model as being the most
plausible model having generating the data when the models used
distinct extrinsic inputs (Models A & B). The limit of significance was
nonetheless reached for strong comelated confounds (r>300%), for
different degrees of uncomelated random noise (experimental or
physiclogical). When the models shared common inputs (and probably
extrinsic inputs that bypass true intmnsic connectivity such as in Model
C), DCM was not able to differentiate models fromaverage log evidence,
for any noise level, This interesting result is reassuring for DCM analyses
in MRL in general, as long as the location of extrinsic inputs is well
motivated on the basis of strong anatomical knowledge of brain afferents.
However, in other configurations, such as asymmefric confounds,
additive experimental noise or more complex DCM architectures with
patential interactions between intrinsic (Le. between brain regions) and
extrinsic (e.g stimuli) connectivity, this ideal scenario could potentally
be challenged and reversed,

Robustmness of DCM in the presence of physiological responses as
demonstrated here may not be true for all studies. Indeed,
psychophysiological measurements, such as cardiac, vascular, respi-
ratory, electrodermal, gastrointestinal, and papillary monitoring, may
reveal subtle processes during brain-body interactions that are
modulated by the experimental context, eg. emotion or arousal
level (Gray et al,, 2009). Because DCM aims at revealing changes of
neural connectivity associated to differential contextual responses,
changes in physiological responses may be wrongly interpreted as
changes in neuronal weights in the absence of an adapted generative
model of brain-body interactions, Developing such models may be
very important for future MRl studies completed by parallel
physiological monitoring to ascertain the validity of a neuronal
interpretation of BOLD activation maps, This task is exciting but very
complex and was well beyond the scope of this paper. Hopefully, fMRI
modellers would soon come up with a solution to this problem.
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Introduction

We provide in these Supplementary Materials results of experimental controls performed to
evaluate the physiological origins of the BOLD activations measured during acute 5 Hz VNS in
Sprague-Daley rats, as presented in the main text:

e Firstly, we evaluated the effects of VNS at 5Hz on heart rate.

e Secondly, because a moderate heart rate modulation might constitute a confound on the
BOLD signal of neural origin (Dagli et al. 1999; de Munck et al. 2008), and in order to
distinguish between peripheral cardiovascular modulations versus central nervous effects,
we used two experimental controls:

0 Vagotomy above the electrode allowing stimulation of the distal end (VN efferents)
or below the electrode for stimulation of the proximal end (VN afferents) was
performed;

0 Pharmacological activation of the cardiovascular system with intravenous injection of
ephedrine as a vasopressor was used to evaluate the sign of fMRI activations as a
function of global blood pressure changes.

We concluded that 5Hz VNS mostly activates the central autonomic regulation system and that fMRI
signals obtained during acute 5 Hz VNS are likely to represent both direct and indirect vascular
responses to such activation. Interestingly however, though blood pressure changes may constitute a
major physiological confound in this dataset, model comparison of DCMs still allowed the

identification of the NTS as the input nucleus of the VNS pathway to the brain (see main text).
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Il Materials and Methods

As in main text, except:

VNS surgery: In rats undergoing vagotomy, the VN was cut just above the electrode (n=2), in

order to stimulate efferences, or below (n=2) the electrode to stimulate afferences.

Heart rate modulation by VNS: Heart rate modulation by VNS was quantified prior to MR

acquisitions. During this first series of experiments, animals were maintained under 2%

isoflurane. Temperature was monitored using a rectal probe and maintained at 37°C using a

heating blanket (Homeothermic Blanket Control Unit, Harvard, USA). Oxygen saturation was

also monitored using an optical probe (Nonnin, France) located on the hind paw.

Electrocardiogram (ECG) was recorded using 3 electrodes connected to an amplifier (ECG

100C, Biopac MP150, 2kHz sampling rate). Rats were continuously stimulated during 1 hour

(n=6).

FMRI paradigm during ephedrine injection: Same MR parameters as in main text. The

experimental paradigm specific for ephedrine injection: after about 5 minutes of baseline

sampling (100 TR), a bolus of ephedrine (0.05 mL) was injected intravenously in the tail vein.

BOLD signal was sampled for 5 more minutes (Figure 1B). For those experiments, ECG was

recorded in two rats only using a MR-compatible EEG amplifier (1024Hz sampling rate, SD-

MRI 32, Micromed, Treviso, Italy) and two copper leads connected to the left forelimb and

the right hindlimb.

FMRI data analyses: as in main text, except:

0 Ephedrine cutoff for drift correction (preprocessing): 1/1028s.
0 For data obtained during ephedrine injection, the regressor was either the heart rate

estimated from the ECG recorded simultaneously to fMRI, or a Heaviside step
function modeling baseline and increased heart rate when recording of ECG was

unavailable. Heart rate estimation was done by (i) high-pass filtering the ECG above
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120Hz, (ii) detecting QRS peaks in between gradient artefacts (instantaneous heart
rate is the inverse of the time interval between two adjacent QRS peaks), (iii) using a
moving average (15s width) of instantaneous heart rate to get a smooth
reconstruction. Temporal coregistration of ECG and fMRI was achieved by the means
of a TTL trigger delivered by the MR scanner to the ECG amplifier at the beginning of

each EPI volume acquisition.

Il Results

1.1 Modulation of heart rate by VNS

When 5Hz left VNS was continuously performed for 1 hour (n=5), a non significant decrease (6%,
p>0.05, Wilcoxon test) of heart rate was observed during the first 7 minutes of stimulation. This
decrease was significant (11%; p<0.05) after one hour of stimulation. When VNS of the right VN was
performed (n=1), the induced bradycardia was more important (19%). These findings advocated for
the stimulation of the left (instead of right) VN during short periods (9s) for studying VNS in fMRI

with minimal confounding effect of VNS-induced heart rate changes.

111.2 fMRI of VNS

When the left VN was cut above the electrode, stimulation of distal ends of the nerve (n=2) did not
induce any significant variations either in BOLD signal or in cardiac and respiratory activities, as
compared to non-vagotomised rats. Conversely, when the left VN was cut under the electrode,
stimulation of proximal VN ending (n=2), brain activation maps and other physiological measures

were similar to those obtained in non-vagotomised rats (Figure S1).
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Figure S1: Deactivations induced by stimulation of the proximal end of the vagal nerve (above the

section) (group study, n=2, thresholded t-map at p<0.001 FWE corrected).

l11.3 fMRI of heart rate changes induced by ephedrine

A heart rate increase of about 20% of baseline level was observed between one and two minutes
after ephedrine injection. Heart rate response slowly decreased afterwards to reach a value of about
10% of baseline level at the end of fMRI scans (i.e. 5 minutes after injection) (Figure S2). No strong
respiratory effects were detected due to ephedrine injection. Heart rate increase was significantly
correlated with widespread BOLD activations, mainly located in the locus coeruleus, the PAG, the

cerebellum, the thalamus, and the insular and cingulate cortices.
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Figure S2: Activations induced by intravenous ephedrine injection. Left: Thresholded t-map showing
group activations (n=7, p<0.001 FWE corrected). Right: Time course of variations of heart rate (red)
and BOLD signal averaged over all activated brain voxels (blue), for one rat. Note the excellent

correlation between both variables.

l11.3 Superposition of fMRI activation maps

Figure S3 shows at the group level a superposition of the different types of activations (intact VNS,
ascending VNS and ephedrine injection). Overlap of BOLD activations between those conditions was
important. However, VNS-specific deactivations remained detectable in the superior medulla (NTS

region), in the anterior part of the septum, in the anterior motor cortex, and in the posterior and

basal cerebellum.
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Vagal nerve
stimulation

Figure S3: Overlap of activation maps. Binary maps were obtained from the t-maps (p<0.001, FWE
corrected) and the superimposition of the different conditions was coded in true colours. VNS-
specific deactivations shows up in blue (intact VNS) or green (vagotomised VNS), in cyan for both

conditions (most robust VNS-related activations).

IV Discussion

When heart rate was experimentally increased using intravenous injection of ephedrine, we
found BOLD activations only, in opposition to VNS. Main BOLD activations found after ephedrine
injection were localised in the PAG, thalamus, cerebellum, hippocampus, insula and cingulate cortex.

Most of these structures belong to the central autonomic system (Saper 2004), to the serotonin
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system (Harding 2004) and to the noradrenergic system (Aston-Jones 2004), and agree with the
notion of an autonomic brain activation. Ephedrine is a mixed sympathomimetic agent which acts as
a stimulant of the central nervous system by enhancing the release of noradrenaline from
sympathetic neurones. In turn, the sympathetic neurones stimulate alpha and beta receptors of the
heart. Ephedrine not only activates the heart rate, but also causes peripheral constriction, resulting
in an increase in peripheral resistance which leads to a sustained rise in blood pressure (Avois et al.
2006). It is thus highly plausible that BOLD activations may also largely reflect increase in blood
pressure. Indeed, taken together, the covariation of the sign of BOLD effects and of heart rate
modulation after VNS and ephedrine injection suggests that it is entirely plausible that an important
ratio of fMRI correlates observed during VNS represent indirect physiological responses.

VNS performed in vagotomised animals finally allowed us to determine that the primary
cause of the physiological responses measured in fMRI was the activation of brainstem nuclei
involved in the central autonomic regulation system, and not the activation of cardiac receptors to
VNS. No brain activation was indeed observed after removing VN afferents. This result also suggests
a major role taken by afferent fibres in comparison to efferent fibres during VNS because
hemodynamic changes necessitated the activation of regulation nuclei of the mesencephalon which
appeared to be specifically deactivated by VNS when overlapping the different experimental

conditions (Figure S3).
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