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Etude de Pimplication du nerve growth factor (NGF) et des acid-sensing ion channels (ASIC)

dans hyper-sensibilité colique induite par le butyrate chez le rat

Les douleurs viscérales sont des douleurs diffuses et irradiantes dont le traitement est
souvent problématique faute d'étiologie bien identifiée. En particulier, les douleurs abdominales
observées dans les troubles fonctionnels digestifs (TFI) s'expriment en I'absence d'atteinte organique
ce qui rend difficile la compréhension des mécanismes physio-pathologiques de ces troubles. Cette
problématique est un enjeu de santé publique puisque les TFI, et en premier lieu le syndrome de
Iintestin irritable (SII), concerneraient 20% de la population occidentale.

Les études cliniques fournissent des pistes de recherche sur l'origine des troubles dans les
TFI mais sont souvent insuffisantes pour décortiquer leurs mécanismes physio-pathologiques. Les
modeles animaux apparaissent comme une voie alternative permettant de tester des hypotheses
diverses sur l'origine des douleurs viscérales. Nous avons ainsi utilis¢ un modele animal de SII
développé au laboratoire, le modele butyrate, qui se base sur des données cliniques rapportant un
exces de butyrate, un acide gras a chaine courte, dans le colon des patients atteints de SII. Ce modele
consiste en 6 instillations intra-coliques de butyrate 200mM, réalisées sur une durée de 4 jours, qui
induisent une hyper-sensibilité colique (HSC) chez le rat dés la fin des instillations. LHSC induite
par le butyrate est évaluable par le test de distension colo-rectale (DCR). Elle est persistante et ne
s’accompagne pas de lésion de la muqueuse colique ce qui est en accord avec les caractéristiques
cliniques du SII.

Apres avoir établi la pertinence du modele butyrate pour I'étude du SII, I'équipe s’est attaché
a I'étude des mécanismes par lesquels le butyrate induit une HSC. Un traitement néo-natal des rats
par la capsaicine, qui permet de détruire les fibres nociceptives de type C, empéche le
développement de 'HSC induite par le butyrate chez ces rats devenus adultes. Les afférences
coliques de type C transmettent donc le message douloureux viscéral induit par le butyrate.
L'objectif premier de ce travail de these a été de déterminer par quel mécanisme le butyrate
sensibilise ces afférences. Nous avons émis l'hypothése que le nerve growth factor (NGF), une
neurotrophine impliquée dans la nociception et dans les processus d'inflammation neurogene des

nerfs entériques dans le SII, pourrait contribuer a la sensibilisation colique.



Implication du NGF dans 'HSC

Nous avons montré que l'administration répétée d'anticorps anti-NGF (voie i.p.) prévient
I'HSC induite par le butyrate, évaluée lors du test de DCR. De plus, nous avons montré par
immuno-histo-chimie (IHC) que le NGF est exprimé dans le colon des rats traités avec du butyrate
mais son expression n'y est pas augmentée. En revanche, le NGF est sur-exprimé dans les ganglions
rachidiens dorsaux (GRD) innervant le colon. Ces résultats indiquent que le NGF est impliqué dans
I'HSC induite par le butyrate et que son action pourrait s'exercer principalement au niveau du
systeme nerveux périphérique (GRD). En effet, le NGF est impliqué dans le développement des
phénomeénes dhyperalgie en induisant l'expression de molécules jouant un role clé dans la
nociception comme les canaux ioniques. Notre attention s'est portée sur les canaux ioniques
sensibles a 'acide (ASIC) et le transient receptor potential vannilloidl (TRPV1) car de nombreuses
études ont montré l'implication de ces canaux dans les douleurs viscérales et leur modulation par le
NGF.

Implication des canaux ASIC dans 'HSC

Nous avons montré que l'administration d'amiloride (antagoniste des canaux ASIC, voie i.v.)
mais pas celle de capsazepine (antagoniste du TRPV1, voie i.p.) prévient 'HSC induite par le
butyrate, évaluée lors du test de DCR. L'HSC induite par le butyrate implique donc un mécanisme
dépendant des ASIC mais pas de TRPV1. De plus, nous avons montré par RT-PCR semi-
quantitative que le niveau d’expression des ARNm des génes codant les sous-unités ASIC1A et
ASIC1B est augmentée dans les GRD des rats butyrate. L’augmentation du niveau d’expression des
ARNm a été corrélée a une augmentation de 'expression de la protéine ASICIA dans les GRD,
quantifiée par IHC. En déterminant la proportion de neurones immuno-réactifs (IR) a la protéine
ASICI1A, nous avons montré que sa sur-expression est restreinte aux neurones de petit diametre.
Ces résultats montrent que le canal ASIC1A est impliqué dans 'HSC induite par le butyrate. Nous
avons ensuite voulu savoir si, en accord avec la bibliographie, la sur-expression de ASIC1A pouvait
étre la conséquence de celle du NGF.

Modulation de l'expression de ASICIA par le NGF dans 'HSC

Nous avons tout d'abord montré par microscopie confocale que le NGF et son récepteur de
haute affinité (trkA) sont colocalisés avec ASIC1A dans les neurones sensoriels et en particulier
dans ceux exprimant le calcitonin gene-related peptide. Nous avons ensuite montré par IHC et par

Western blot que la sur-expression de ASICIA dans les GRD est prévenue par le blocage du NGF



grace a I'administration répétée d'anticorps anti-NGF (voie i.p.). Ces résultats indiquent que la sur-
expression de ASIC1A dans 'HSC induite par le butyrate est dépendante du NGF. Nous pouvons
conclure que le NGF et le canal ASICIA interviennent dans les GRD (et probablement dans les
neurones sensoriels de type nociceptif) ou ils participent aux phénomenes de sensibilisation
concourant au développement de 'HSC induite par le butyrate. Nous ne rapportons pas de variation
d'expression du NGF ou de ASIC1A au niveau colique. Ce résultat suggere que la mise en jeu de ces
molécules ne se fait pas au niveau des terminaisons libres coliques mais plutdt dans 'élément pré-
synaptique de la premiére synapse nociceptive centrale ol elles pourraient amplifier l'activité
synaptique médullaire. Nous avons ainsi émis I'hypothése que I'HSC induite par le butyrate est
associée a une sensibilisation centrale de la moélle épiniére (MEp).

Sensibilisation centrale dans 'HSC

Nous avons utilisé la méthodologie Fos, un marqueur de l'activité neuronale, afin d'évaluer
l'état d'excitation de la MEp chez les rats butyrate. L’étude de I'expression spinale de la protéine Fos
chez les rats soumis a une DCR nocive répétée a montré que les rats traités avec du butyrate
présentent une densité de neurones Fos-IR augmentée par rapport aux rats controles dans les
couches superficielles de la corne dorsale de la MEp. L’HSC induite par le butyrate s’accompagne
spécifiquement du recrutement des segments thoraciques T10-T11-T12 de la MEp dans lesquels
nous avons observé une une hyper-réactivité neuronale en réponse a la DCR. De plus, en 'absence
de stimulation colique, les rats butyrate présentent hyper-activité basale dans les segments T10-T11-
T12. Comme le canal ASIC1A spinal participe aux courants provoqués par un stimulus douloureux,
nous avons ensuite voulu savoir si cette hyper-activité de la MEp pouvait étre la conséquence d'une
transmission synaptique accrue impliquant ASIC1A. Nous avons montré que l'administration de
PcTx1 (antagoniste des canaux ASIC1A, voie i.t.) prévient 'HSC induite par le butyrate, évaluée lors
du test de DCR. Ce résultat indique que les canaux ASIC1A participent aux mécanismes centraux de
I'HSC dans le modele butyrate. Nous avons également montré par RT-PCR et Western blot que le
canal ASICIA est sur-exprimé dans la MEp des rats butyrate. De plus, il est exprimé dans les
neurones spinaux activés par la DCR ou il est co-localisé avec Fos. ASIC1A pourrait donc participer
a la transmission du message nociceptif viscéral dans la corne dorsale de la MEp. L’expression des
ARNm codant les sous-unités ASIC2A et ASIC2B a également été trouvée augmentée dans la MEp
par RT-PCR ce qui suggere que l'hyper-excitabilité spinale observée dans le modéle butyrate

pourrait résulter d’'une augmentation des conductances ioniques générées par l'activation des



canaux hétéromériques de type ASIC1/ASIC2. Tout comme a la périphérie, la sur-expression de
ASICI1A pourrait étre sous dépendance du NGF. Nos résultats montrent en effet que le NGF est
exprimé dans la MEp et que I'administration systémique répétée d’anticorps anti-NGF prévient la
sur-expression des ARNm et de la protéine ASIC1A dans la MEp des rats traités avec du butyrate.
En conclusion, ce travail de thése suggere que le NGF et le canal ASIC1A jouent un role
critique dans le développement de douleurs viscérales en contribuant a la fois aux phénomenes de
sensibilisations périphérique et centrale. La meilleure compréhension des mécanismes d’interaction
ASIC-NGF dans 'HSC pourrait donc ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques dans le
traitement des douleurs viscérales d’étiologie inconnue comme le SII en se basant sur des stratégies

visant a diminuer l'effet potentialisateur du NGF sur les ASIC.



Involvement of nerve growth factor (NGF) and acid-sensing ion channels (ASIC) in colonic

hypersensitivity induced by butyrate in the rat

Functional gastrointestinal disorders are characterized by abdominal pain and discomfort
that affect the quality of life of many patients worldwide. Irritable bowel syndrome (IBS), the most
common functional gastrointestinal disorder, is characterized by intractable visceral
hypersensitivity in absence of any structural or biochemical abnormality of the colon. The lack of
understanding regarding its precise pathophysiology makes the identification of new drug targets
difficult. This issue is a public healthcare stake since functional gastrointestinal disorders, and
especially IBS, affect 20% of the western population.

Animal models are an useful way of testing etiological hypotheses on the mechanisms of
visceral pain provided by clinical studies. We thus used an animal model of IBS, the butyrate model,
which has been developped in the lab with respect to clinical data reporting a higher colonic
concentration of butyrate, a short chain fatty acid, in patients with IBS. This model consists of six
intracolonic enemas of butyrate 200mM, performed in four days, which induce a colonic
hypersensitivity (CHS) in the rat starting from the last enema. Butyrate-induced CHS can be
assessed using the colorectal distention (CRD) test. This CHS is persistent and is not associated with
mucosal alterations what is relevant for the clinical caracteristics of IBS.

Face validity, predicitive validity and construct validity of the butyrate model have been
explored and we now aimed at decyphering the peripheral and central mechanisms by which
butyrate induces CHS. Preliminary results had shown that a neonatal treatment with capsaicin,
which destroys nociceptive peptidergic C-fibres, prevented the development of butyrate-induced
CHS in adult rats. Colonic type C afferences thus convey the nociceptive message induced by
butyrate. The main goal of our work was to determine what mechanisms underly sensitization of
these afferences by butyrate. We hypothesized that nerve growth factor (NGF), a neurotrophin
involved in nociception and in neurogenic inflammation of enteric nerves in IBS, could contribute
to sensitization of the colon.

Involvement of NGF in CHS

We have shown that repeated administrations of anti-NGF antibodies (i.p. route) prevented

the butyrate-induced CHS, assessed by the CRD test. Moreover, we have shown with immuno-



histo-chemistry (IHC) that NGF was expressed in the colon of rats treated with butyrate but its
expression was not increased. On the other hand, NGF was overexpressed in dorsal root ganglia
(DRG) innervating the colon. These results suggested that NGF is involved in butyrate-induced
CHS and that it could exert its effect mainly in the peripheral nervous system (DRG). The NGF is
indeed involved in the development of hyperalgia by inducing the expression of molecules playing a
key role in nociception such as ion channels. We have focused on acid-sensing ion channels (ASIC)
and transient receptor potential vannilloid1 (TRPV1) according to numerous papers reporting their
involvement in visceral pain and their modulation by the NGF.

Involvement of ASIC in CHS

We have shown that administration of amiloride (ASIC antagonist, i.v. route) but not of
capsazepine (TRPV1 antagonist, i.p. route) prevented butyrate-induced CHS, assessed with the
CRD test. Butyrate-induced CHS thus involves an ASIC-dependent TRPV1-independent
mechanism. Furthermore, we have shown with semi-quantitative RT-PCR that the expression level
of ASICla and ASIC1b mRNA was increased in DRG of rats treated with butyrate. This increase
was correlated to an increase in the expression of the ASIC1A protein in DRG, quantified with THC.
By determinating the proportion of ASIC1A immuno-reactive (IR) neurons, we have shown that
this overexpression was limited to small-diameter neurons. These results indicated that the channel
ASICIA was involved in butyrate-induced CHS. We then wanted to know if, according to the
bibliography, ASIC1A overexpression could be consecutive to that of NGF.

Modulation of ASIC1A expression by NGF in CHS

We first have shown with confocal microscopy that NGF and its high affinity receptor (trkA)
were colocalized with ASICIA in sensory neurons and especially in those expressing calcitonin
gene-related peptide. We then have shown using IHC and Western blot that ASICIA
overexpression in DRG was prevented by blocking NGF with repeated administrations of anti-NGF
(i.p. route). These results suggested that ASIC1A overexpression was NGF-dependent. We
concluded that NGF and ASICI1A intervene in DRG (and likely in nociceptive sensory neurons)
where they contribute to sensitization phenomena leading to butyrate-induced CHS. However, we
did not report any variation in the expression of NGF and ASICIA in the colon. This result
suggested that these molecules are involved rather in the presynaptic element of the first central

nociceptive synapse where they could enhance the synaptic transmission than in the free synaptic



endings of the colonic wall. We thus have hypothesized that butyrate-induced CHS was associated
to central sensitization of the spinal cord.

Central sensitization in CHS

We have used the Fos method, a marker for neuronal activity, in order to evaluate the spinal
excitability in rats treated with butyrate. The study of spinal expression of Fos protein in rats
challenged with repeated noxious CRD showed that butyrate rats presented an increase in the
density of Fos-IR neurons in the superficial layers of the thoracic dorsal spinal cord in comparison
with control rats. Butyrate-induced CHS was characterised by a specific recruitment of the thoracic
spinal segments T10-T11-T12 in which we found a neuronal hyperresponsivness to CRD.
Moreover, in absence of colonic stimulation, butyrate-treated rats presented a basal hyperactivity in
these segments. As the spinal ASIC1A channel contributes to ion currents evoked by painful
stimulations, we wanted to know if this spinal hyperactivity could be consecutive to an increased
synaptic transmission involving ASIC1A. We have shown that PcTx1 administration (ASIC1A
antagonist, i.t. route) prevented the butyrate-induced CHS, assessed with the CRD test. This result
suggested that ASIC1A channels contribute to central mechanisms of CHS in the butyrate model.
We have also shown with RT-PCR and Western blot that ASIC1A was overexpressed in the spinal
cord of rats treated with butyrate. Moreover, it was expressed in spinal neurons activated by CRD
where it was colocalized with Fos. ASIC1A could thus participate to the transmission of the
nociceptive visceral message in the dorsal spinal cord. The expression level of ASIC2a and ASIC2b
mRNA was also found increased in the spinal cord using RT-PCR what suggested that the spinal
hyperexcitability in the butyrate model could result from an increase in ion conductances generated
by the activation of heteromeric channels type ASIC1/ASIC2. Similarly to the peripheral
mechanisms of butyrate-induced CHS, the overexpression of ASICI1A could be NGF-dependent.
Our results have indeed shown that NGF was expressed in the spinal cord and that systemic
administration of anti-NGF antibodies prevented the overexpression of ASIC1A mRNA and protein
in butyrate rats.

To conclude, this work suggest that NGF and ASIC1A play a key role in the development of
visceral pain by contributing to peripheral and central sensitization. Improving the understanding
of NGF-ASICI1A interplay could lead to new lines of research in the treatment of visceral pain of
unknown etiology such as CHS in IBS, based on strategies aiming the potentiating effect of NGF on

ASIC.
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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

La douleur aigué est une expérience sensorielle indispensable a la protection de
I'organisme’. Elle assure la détection des stimulations susceptibles de menacer l'intégrité
physique de lindividu et prévient ainsi la survenue d’une atteinte mécanique (trauma),
thermo-chimique (bralure) ou biologique (parasite, agent infectieux, cellule cancéreuse).
La douleur aigué participe au systeme de défense de lI'organisme en déclenchant une
réaction réflexe visant a se rétracter d’'un stimulus nociceptif ou en déclenchant une
réaction adaptée permettant I'ajustement du comportement a de futures situations a
risque®. De plus, la douleur peut caractériser un état inflammatoire du tissu 1ésé qui
s’accompagne de la libération de médiateurs chimiques contribuant a la destruction des
agents pathogenes et a la réparation tissulaire.

Suite au processus inflammatoire, la douleur aigué normalement associée a une
blessure ou a une maladie peut se maintenir bien que la Iésion initiale ait disparue. Ce
mécanisme de chronicisation s’accompagne d’'une hyper-sensibilité qui se traduit par des
sensations douloureuses provoquées par des stimuli habituellement indolores (allodynie)
et par une exacerbation de la douleur ressentie (hyperalgie). La douleur suit alors un
décours pathologique chronique tres invalidant physiquement et moralement.

S’il exite une prise en charge efficace des douleurs aigués par des medicaments
validés historiquement (opioides, paracétamol, anti-inflammatoires non stéroidiens), le
traitement des douleurs chroniques reste insuffisant. D’abord parce que les antalgiques
existants agissent sur des cibles moléculaires non spécifiques et induisent de hombreux
effets indésirables. Ensuite, parce que les mécanismes physio-pathologiques de la

douleur chronique sont encore largement méconnus.

1 La douleur est définie par I'lnternational Association for the Study of Pain (IASP) comme “une sensation
désagréable et une expérience émotionnelle en réponse a une atteinte tissulaire réelle ou potentielle, ou
décrite en ces termes”

2 Ce mécanisme n'existe pas chez les patients atteints d'insensibilité congénitale a la douleur
(génétiquement déficients pour le canal sodique SCNA9A-Navl.7 ou pour le récepteur trkA du facteur de
croissance nerveuse NGF). lls sont donc contraints a une attention de tous les instants et a de fréquentes
inspections corporelles afin de vérifier qu'ils ne se sont pas blessés par mégarde.

11



Introduction générale

Cette problématique est plus marquée pour les douleurs viscérales que pour les
douleurs somatiques. En effet, les douleurs somatiques prennent leur origine dans le tissu
tegumentaire, les muscles squelettiques et les articulations. Ces territoires, leur
innervation, leur physiologie et les causes initiatrices des lésions sont assez bien identifiés
ce qui facilite la recherche d'antalgiques spécifiques de chaque type de douleur
(inflammation, neuropathie post-traumatique, neuropathie diabétique, neuropathie chimio-
induite). En revanche, les douleurs viscérales sont souvent diffuses et irradiantes. De ce
fait, leur caractérisation est imprécise et la douleur peut se confondre avec la géne ou
'inconfort. Mal définies, les douleurs viscérales restent mal comprises et les traitements
proposés ciblent plus souvent les symptémes contribuant a la douleur que ses causes

réelles.

Parmi les douleurs viscérales chroniques, les douleurs coliques sont les plus
fréquentes. La douleur colique est un symptdme cardinal de la maladie de Crohn (MC) et
de la recto-colite hémorragique (RCH), qui sont des maladies inflammatoires chroniques
de lintestin (MICI), et des troubles fonctionnels de lintestin (TFI) tels que le syndrome de
l'intestin irritable (SII).

L'étiologie des MICI et du Sl n'est pas complétement connue. Cependant, alors
gue les caractéristiqgues inflammatoires claires des MICI ont permis I'exploration de leur
physio-pathologie ces dernieres années en pointant de nouvelles cibles moléculaires
(NOD2/CARD15, TNFa), I'absence d’anomalie anatomique ou biochimique dans le Sll n’a
pas permis de trouver d’explication a I'hyper-sensibilité viscérale (HSV) observée chez les
patients.

Toutefois, il semble que les MICI et le SlI pourraient étre des maladies intestinales
inter-dépendantes. En effet, des patients atteints de MICI présentent des symptémes
similaires & ceux du Sl pendant les phases de rémission (Simren et al., 2002) tandis
gu’'une inflammation coligue chronique de faible intensité est rapportée chez certains
patients atteints de SlI (Spiller, 2003b). Ces données ont conduit a I'hypothése que les
symptémes du SlI et des MICI forment un continuum physio-pathologique, le Sl étant une
forme sub-clinique des MICI (MICI en rémission ou latente).

L'existence d’'une base étiologigue commune ou, du moins, de mécanismes physio-
pathologiques communs aux MICI et au SlI pourrait ainsi ouvrir sur une voie de recherche
potentiellement intéressante. En identifiant des facteurs de risque communs et des voies

moléculaires et/ou cellulaires convergentes, la mise en évidence de nouveaux facteurs

12



Introduction générale

déclenchant 'HSV et de nouvelles cibles thérapeutiques devient envisageable.

Dans une premiére partie bibliographique, nous présenterons tout d’abord les MICI
et le Sll puis les mécanismes de 'HSV associée a ces états douloureux chroniques. Les
éléments physio-pathologiques communs tels que facteurs de risque, genes causaux et
interactions neuro-immunitaires seront mis en exergue et discutés grace a l'apport des
modéles animaux.

Une deuxieme partie sera consacrée a la description des protocoles expérimentaux
utilisés et des résultats obtenus sur le modéle butyrate, un modéle animal de Sl
développé au laboratoire du Pr. Alain Eschalier (Bourdu et al., 2005). Ces résultats
décriront : (1) le réle du NGF (nerve growth factor) et des canaux sensibles a l'acidité
(canaux ASIC) dans le développement de 'HSV induite par le butyrate et (2) I'implication
de la moélle épiniere (MEp) thoracique dans son expression.

La troisieme partie de ce mémoire discutera l'apport de ces résultats a la
compréhension des mécanismes peériphériques et centraux de I'HSV et développera les

perspectives que I'on peut en attendre pour le traitement du SlI.

13






Revue bibliographique







Chapitre 1. Pathologies coliques douloureuses - MICI - Description

CHAPITRE 1. PATHOLOGIES COLIQUES DOULOUREUSES

Les deux principaux types de pathologies intestinales chroniques rencontrés en
gastro-entérologie different par leur nature anatomo-pathologique. Les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin telles que la MC et la RCH se caractérisent par des
atteintes coliques inflammatoires. En revanche, les TFI sont des troubles fonctionnels de
I'cesophage (douleur thoracique non angineuse ou syndrome de I'cesophage irritable), de
'estomac (dyspepsie) ou du cblon (Sll) sans atteinte inflammatoire. Ce premier chapitre
bibliographique est consacré aux descriptions clinique, épidémiologique et étiologique des
affections coliques (MC, RCH et SlI) et vise a dégager des caractéristiques communes en

termes de symptomatologie, de facteurs de risques et d’étiologie.

A. Maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

A.l. Description

Les maladies inflammatoires chroniques de lintestin (MICI) forment un groupe de
conditions inflammatoires de I'intestin gréle et du cblon. Les deux principales formes de
MICI sont la MC et la RCH. Les autres formes sont la colite collagénique, la colite
lymphocytaire, la colite ischémique, la diverticulite, le syndrome de Behcet, la colite

infectieuse et la colite essentielle (ou indéterminée).

A.l.1. Nosologie

A.l.1.a. Définition clinique

Historique

La MC (ou colite granulomateuse ou entérite régionale) fut découverte par Wilhelm

14



Chapitre 1. Pathologies coliques douloureuses - MICI - Description

Fabry en 1623. Décrite pour la premiére fois par Antoni Lesniowski en 1904, le gastro-
entérologue américain Burril Crohn lui donna son nom en 1932 aprés avoir décrit 14 cas
d'une affection appelée alors “iléite terminale ou régionale” et localisée a la moitié
terminale de l'iléon. La RCH fut différenciée de la dysenterie bactérienne en 1859 par

Samuel Wilks puis décrite par Arthur Hirst en 1931.

Définition

La MC et la RCH sont des maladies inflammatoires, chroniques et intermittentes de
lintestin. Bien que partageant un phénotype clinico-pathologique similaire, la MC et la
RCH different par la localisation de l'inflammation dans le tractus gastro-intestinal et la
nature des atteintes immunologiques et histologiques. Anatomiquement, la MC peut
toucher 'ensemble du tractus gastro-intestinal de la bouche a 'anus. La RCH se restreint
au niveau recto-colique. Microscopiquement, la MC est transmurale tandis que la RCH ne
touche que la muqueuse intestinale (Podolsky, 2002).

Classification

Des critéres ont été établis afin de différencier les phénotypes de la MC selon I'age
de survenue de la maladie (A), les signes cliniques (B) et la localisation de la maladie (L)
(Tableau I). Ces criteres ont d’abord été évalués en 1998 a Vienne (criteres de Vienne)

(Gasche et al., 2000) et revus dans un second temps a Montréal (criteres de Montréal).

Classifications de Vienne et de Montréal pour la Maladie de Crohn

Vienne Montréal
Age de diagnostic A1 : <40 ans A1:<16 ans

A2 :>40ans A2 : 17< age < 40 ans

A3:>40 ans

Localisation L1 : iléal L1 :iléal

L2 : cblon L2 : cblon

L3 : iléo-colique L3 : iléo-colique

L4 : au-dessus du gros intestin L4a : isolé et au-dessus du gros intestin
Intensité B1 : non-sténosant, non-pénétrant B1 : non-sténosant, non-pénétrant

B2 : sténosant B2 : sténosant

B3 : pénétrant B3 : pénétrant

Pb : atteinte périanale
a L4 : peut étre associé a L1 & 3 en cas d’atteinte concomitante du gros intestin.
b P : peut étre associé a B1 a 3 en cas d’atteinte concomitante.

Tableau I. Critéres de Vienne et de Montréal. D’aprés Lamoril et al., 2007. La MC peut étre définie par une
classification prenant en compte I'age de diagnostic, la localisation de I'atteinte et I'intensité de I'inflammation
(ex. patient A1L2B2).
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Globalement, la MC est catégorisée en trois grandes classes en fonction du lieu
d’inflammation : (1) la MC iléo-colique atteint a la fois I'léon terminal et le gros intestin, (2)
l'iléite de Crohn touche uniquement l'iléon et (3) la colite de Crohn n’atteint que le gros
intestin (Figure 1). Méme si la maladie peut affecter toute la longueur du tractus gastro-
intestinal, seules quelques exceptions touchent l'estomac et Il'cesophage. Cette
classification est complétée par I'évaluation de I'activité de la maladie® via I'indice d’activité
de la MC (le CDAI) et par la nature de l'atteinte inflammatoire. Selon la nature de la
réponse immunitaire du patient, ces différentes formes cliniques évoluent vers un statut
non perforant se limitant a des obstructions et des saignements ou perforant avec le
développement d’abces et de perforations nécessitant la chirurgie (Gilberts et al., 1994).

Il existe trois phénotypes clinico-pathologiques de la RCH selon que linflammation
atteint : (1) le c6lon entier, (2) le célon, de la flexure gauche au rectum ou (3) le rectum et

le cblon sigmoide (Figure 1) (Baumgart and Sandborn, 2007).

A. MALADIE DE CROHN
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Figure 1. Phénotypes clinico-pathologiques de la MC (A) et de la RCH (B). En fonction de la localisation
de l'atteinte inflammatoire, on distingue plusieurs types de MC et de recto-colite hémorragique dont les
prévalences sont différentes (diagrammes circulaires).

Sigmoid Colon Sigmoid Colon Sigmoid Colon

COLON AU DESSUS DE LA FLEXURE GAUCHE RECTO-SIGMOIDE

1 L'indice d'activité permet de classer les patients en fonction de la gravité de Il'atteinte inflammatoire.
Atteinte faible a modérée pour des patients ambulatoires capables de s’alimenter normalement sans
manifester de déshydratation, de perte de poids ou de symptdome intestinal. Atteinte modérée a sévere en
cas d’'échec des traitements de premiere intention, de fievre, de perte de poids et de symptdomes intestinaux.
Atteinte sévére a fulminante en cas de fiévre forte, de cachexie et de symptémes intestinaux prononceés
persistant sous traitement par des corticostéroides.
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La MC touchant le cblon dans 50% des cas, une bonne connaissance de la
symptomatologie est indispensable afin de la différencier de la RCH.

A.l.1.b. Symptomatologie

Signes cliniques

La MC et la RCH peuvent survenir a n'importe quel age mais la courbe de l'age
d’apparition a une allure bimodale, avec un maximum de 15 a 30 ans et un second pic de
50 a 70 ans. Le diagnostic est généralement établi chez le jeune adulte, souvent plusieurs
années aprés l'apparition des premiers symptémes en raison de l'alternance de périodes
de rechute et de rémission.

Le principal symptome des MICI est la présence de douleurs abdominales de type
crampe. Ces douleurs sont souvent situées dans les zones sténosées de l'intestin et ne
sont pas soulagées par la défécation. Elles peuvent s’accompagner de vomissements et
de diarrhées chroniques pouvant étre sanglantes.

Les autres symptdmes intestinaux sont les ballonnements, les flatulences,
’hématochézie, linconfort anal (douleur, démangeaisons, abces, fistule, fissure),
lincontinence fécale, la présence d'ulcéres aphteux buccaux et les douleurs
cesophagiennes et abdominales hautes. Les MICI présentent de nombreuses
manifestations extra-intestinales ostéo-articulaires, hépato-biliaires, oculaires ou cutanées
(Figure 2) (Danese et al., 2005).

Enfin, les MICI peuvent s’accompagner de symptomes systémiques tels que défaut
de croissance chez l'enfant, retard de croissance chez l'adolescent, fievre, fatigue

chronique et perte de poids (O'Keefe, 1996).

Signes anatomo-pathologiques

Les biopsies, les techniques d’endoscopie et d'imagerie (radiographie, imagerie par
résonance magnétique IRM, ultrasons) ont permis de décrire les atteintes organiques des
patients présentant une MICI (Baumgart and Sandborn, 2007).

Dans la MC, la muqueuse est friable et érythémateuse avec une perte de
vascularisation et une hyperplasie lymphoide dans liléon terminal. Au niveau du célon,
des ulcérations et des abcés sont observables. L'inflammation transmurale est associée

au développement d’agrégats lymphoides et de granulomes (Figure 3).
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Dans la RCH, le cblon des patients atteints de RCH est faiblement vascularisé et
présente des ulcérations trés nombreuses souvent aphtoides ou profondes (fissures), des
pseudo-polypes et des hémorragies. En cas de maladie active, la RCH s’accompagne de
la formation de cryptes et d’abcés consécutive a linfiltration de neutrophiles et de

monocytes (Figure 3).

YEUX
Sclérite
Uvaite OREILLE
Episclérite Perte d'audition neuro-sensorielle
Conjonctivite
BOUCHE 3:88;ﬁtl\élE CARDIO-VASCULAIRE
Aphtes Anémie
Thrombose veineuse
Thrombose artérielle
Pleuropéricardite
Myocardite
FOIE
Hépatite POUMON
Cholangite sclérosante Asthme
Pleurite
REIN
Lithiase oxalique PANCREAS
Amylose Pancréatite
Glomérulonéphrite
PEAU

Gangréne pyodermique

ARTICULATIONS Erytheme noueux

Rhumatismes
Arthrites
Spondylarthropathies

TENDON
Tendinite

Figure 2. Manifestations extra-intestinales des MIC  |. Adapté de Baumgart & Sandborn, 2007.

Dosages biochimiques

La concentration fécale de calprotectine permet d'établir le diagnostic de MICI.
Cette concentration est corrélée au degré d’activité de la maladie (Gaya et al., 2005).

La RCH est associée a une plasmacytose basale et a I'activation de la réponse
immunitaire humorale (Bitton et al., 2001). Une production anormale d’immunoglobulines
est retrouvée dans la MC. Les dosages sériques mettent en évidence les marqueurs
inflammatoires classiques dans les MICI (protéine C-réactive, TNFaq, IL6, histamine...). Le
dosage des cytokines circulantes révele un taux élevé d’IL2, IL12, TNFa et INFy dans la
MC et d'IL4, IL5 et IL13 dans la RCH (McClane and Rombeau, 1999). La présence
d’anticorps dirigés contre des protéines microbiennes est fréequente dans les lésions
coliques des patients atteints de MC (Sheikh et al., 2008).
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.
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Figure 3. Caractéristiques anatomo-pathologiques de s MICI. Adapté de Baumgart & Sandborn, 2007 ;
Xavier & Podolsky, 2007. L'endoscopie révéle des atteintes de la muqueuse colique chez les patients par
rapport a des individus sains (A), caractérisées par une pan-colite avec des ulcérations et des polypes dans
la RCH (B1) et par un amincissement de la muqueuse et des hyperplasies dans la MC (C1). La coloration
des biopsies par hématoxyline-éosine montre une désorganisation de la muqueuse et d’abcés dans la RCH
(B2) et granulomes dans la MC (C2). La radiographie permet d'identifier une distension abdominale
caractéristique d’'un méga-colon toxique (D) ou une sténose dans la MC (E, gauche). L’imagerie par
résonance magnétique anatomique (IRMa) permet l'identification de fistules iléo-sigmoides dans la MC (E,
centre et droite). Les ultrasons permettent de visualiser 'amincissement de la muqueuse colique aprés une
phase d’inflammation aigué (F, gauche) ou la dilatation pré-sténosante du célon (F, droite).
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L’ensemble des caractéristigues symptomatologiques de la MC et de la RCH est
reproduit dans le Tableau II.

Symptomatologie des maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

Symptome Maladie de Crohn Recto-colite hémorragique
Site

Rectum Parfois Oui

Colon 2/3 des patients Oui

lléon 2/3 des patients Non

Jéjunum Rare Non

Estomac ou duodénum Rare Non

CEsophage Rare Non

Caractéristiques cliniques
Age moyen de survenue
Constipation

Diarrhée Commun Oui
Douleur abdominale Commun Parfois
Hémorragies rectales (hématochezie) Rare Commun
Atteinte de l'intestin gréle Commun Non (sauf en cas d'iléite rétrograde)
Obstruction de l'intestin gréle Commun Rare
Obstruction colique Commun Rare
Atteinte péri-anale Commun Non
Passage de mucus ou de pus dans les selles Rare Commun
Présence d'une masse abdominale Commun Rare
Fiévre Commun Commun
Perte de poids Commun Commun
Retard staturo-pondéral chez I'enfant et I'adolescent Commun Parfois
Signes de malnutrition Commun Commun
Manifestations extra-intestinales Commun Commun
Effet aggravant du tabac Oui Non
Complications intestinales

Sténose Commun nr
Fistule Commun Non
Colectasie (mégacdlon toxique) Non nr
Perforation Rare nr
Cancer Commun Commun
Hémorragie Rare Profuse
Endoscopie et radiologie

Distribution Discontinue et segmentée Continue
Ulcération Profonde avec extension transmurale Fine et superficielle
Erythéme muqueux Parfois Oui
Fissures Commun Rare
Strictures ou fistules Commun Rare
Pseudopolypes Commun Commun
Implication iléale Etroite et nodulaire Dilatation
Caractéristiques anatomo-pathologiques

Inflammation mucosale transmurale Oui Non
Inflammation séreuse Oui Parfois
Architecture des cryptes intestinales déformée Rare Oui
Cryptite et abcés cryptiques Oui Oui
Granulomes épithélioides Oui Non
Friabilité de la muqueuse Parfois Commun
Epaisseur de la sous-muqueuse Augmentée Diminuée
Altération de la muco-sécrétion Parfois Commun
Lymphangiectasie Oui Non
Hyperplasie neuronale Oui Non
Hyperplasie lymphoide Diffuse Focale
Métaplasie des cellules de Paneth Oui Parfois
Caractéristiques biochimiques

Anticorps anti-neutrophiles cytoplasmiques (ANCA) Parfois Commun (70% des patients)

Entre 20 et 40ans ; parfois chez I'enfant
Parfois

Entre 30 et 50ans
Perte du péristaltisme

Anticorps anti-saccharomyces cerevisiae (ASCA) Commun (>50% des patients) Parfois
Anticorps anti-OmpC de E. coli Commun (>50% des patients) Rare
Anticorps anti-séquence 12 Commun (>50% des patients) Parfois
Anticorps anti-flagelline CBir1 Commun (>50% des patients) Rare

Réponse immune

médiatisée par les Th1, IL2, IL12, TNFa, IFNy

médiatisée par les Th2, IL4, IL5, IL13

nr: non renseigné

Tableau Il. Symptomatologie des MICI. D’aprés Baumgart & Sandborn, 2007 ; Bossuyt 2006 ; Podolsky
2002 ; Bitton et al., 2001 ; McClane & Rombeau 1999.
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A.l.1.c. Diagnostic

Aucun symptdme ni aucun test biologique ne permet de diagnostiquer la MC ou la
RCH avec certitude. Outre les dosages sériques qui améliorent la fiabilité du diagnostic et
la difféerenciation entre la MC et la RCH (Bossuyt, 2006), 'anamnese et 'examen physique
sont indispensables et avantageusement complétés par la recherche d’indices anatomo-
pathologiques grace aux techniques d’explorations anatomique et fonctionnelle

(coloscopie, scanner ou IRM).

Diagnostic différentiel
Avant I'entreprise d’examens invasifs et colteux, certaines pathologies causant des

symptomes similaires a ceux des MICI doivent étre écartées du diagnostic (Tableau III).

Causes non-inflammatoires de colites et entérites
Infectieuses . Bactéries Campylobacter spp, Salmonella spp, Shigella spp, Clostridium difficile , Escherichia coli (E.
coli entérotoxigénique), Yersinia spp (surtout pour la MC), gonocoques, Chlamydia
trachomatis , Mycobacterium tuberculosis , mycobactéries atypiques

. Parasites Entamoeba histolytica, Cryptospora spp, Isospora spp, Trichuris trichura, Strongyloides
stercoralis

. Virus Cytomégalovirus, herpes simplex (pour la proctite), HIV

. Champignons Candida spp, Aspergillus spp

Non-infectieuses . Inflammation Diverticulite, colite microscopique (collagéne et lymphocytaire), gastroentérite a éosinophiles,

rejet de greffon, inflammation induite par l'irradiation, syndrome de Behget, sarcoidose

. Toxiques Colite de diversion post-opératoire, perte d'acides biliaires, anti-inflammatoire non-
stéroidiens et autres drogues, usage ou abus de laxatifs, chimiothérapie anti-néoplasique

. Malignes Cancer colo-rectal, cancer de l'intestin gréle, tumeurs neuro-endocrines, lymphomes,
néoplasmes métastatiques

. Vasculaires Colite ischémique, vasculite

. Déficits osmotiques Diarrhées liées a une hypokaliémie ou une hypomagnémie (troubles de la fontion rénale)

. Cholangite sclérosante Colite inflammatoire

. Age avancé Colite ischémique, vasculite

spp : subspecies

Tableau lll. Diagnostic différentiel des MICI.  D’aprés Baumgart & Sandborn, 2007.

A.l.1.d.Poids économique et social

Codt humain

Le pronostic vital des MICI est rarement pessimiste. Avec les traitements
appropriés, les jeunes patients peuvent atteindre un poids et une taille normaux et le taux
de mortalité demeure trés bas. Les complications telles que I'occlusion, la perforation, le
développement d’'un cancer intestinal ou d’'une colectasie et les opérations chirurgicales

qui en découlent ont un fort risque de mortalité mais ce risque €élevé est compensé par
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une surveillance médicale précoce et réguliere liée a la prise en charge de la maladie. Il
existe cependant une forme fulminante de RCH qui peut étre mortelle si l'intervention
chirurgicale n’est pas assez rapide.

Les MICI affectent la qualité mais pas la durée de vie : le taux de mortalité des

patients n’est pas différent de celui de la population normale.

Codt économique

Les MICI sont des maladies trés invalidantes en raison de leur chronicité, du
caractére imprévisible des accalmies et des rechutes et de la fatigue générale qui leur est
associée. De plus, I'état de douleur chronique dans lequel se trouvent les patients
contribue a atteindre aussi bien leur moral que leur santé. Ainsi, au Royaume-Uni, le colt
total des soins médicaux et des arréts de travail imputables aux MICI a été évalué a
30,000 pounds/an/patient (Bassi et al., 2004). Ce colt ne cesse de croitre dans les pays

industrialisés ou I'incidence augmente.

A.1.2. Epidémiologie

A.l.2.a. Incidence et prévalence

Incidence

Les incidences les plus hautes sont rapportées en Europe du nord et en Amérique
du nord ou elles sont de 12 a 19/100 000/an et de 5 a 29/100 000/an, respectivement.
Prés de 1,4 millions d'Américains et de 2,2 millions d'Européens sont malades (Loftus,
2004).

Prévalence

La prévalence des MICI varie en fonction de I'ethnie ou de la race considérée. Les
Caucasiens et les Afro-américains sont les plus touchés alors que les MICI sont rares
chez les Hispaniques et les Asiatiques. Les Juifs Ashkénazes ont un risque beaucoup plus
elevé de développer une MICI avec une incidence 2 a 4 fois supérieure a celle des

Caucasiens non-Juifs (Nguyen et al., 2006).
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Sex ratio
Les MICI atteignent aussi bien les hommes que les femmes. La prévalence de la
MC est légerement supérieure chez les femmes (sex ratio F/H entre 1,1 et 1,3) tandis qu'il

n'y a pas de différence d'incidence en fonction du sexe pour la RCH.

A.1.2.b. Co-morbidité

Cancers intestinaux
Le décours naturel des MICI peut conduire a la formation de cancers du tube
digestif. Leur prévention nécessite une surveillance réguliére par endoscopie’ et examens

sanguins.

Autres

La prévalence des maladies auto-immunes (psoriasis, cholangite sclérosante,
ostéoporose, anémie hémolytique, rhumatismes) chez les patients atteints de MICI est
forte ce qui laisse présumer une dérégulation du systéme immunitaire dans I'étiologie de
la MC et de la RCH (Cucino and Sonnenberg, 2001). Des complications neurologiques

sont également communémment rapportées dans la MC.

L’examen des symptomes, de la distribution de la maladie et des troubles co-
morbides met en exergue le role potentiel de facteurs génétiques, environnementaux et

immunitaires.

1 Une coloscopie avec réalisation d’au moins 30 biopsies mucosales est recommandée chez les patients
atteints de RCH dés 10 ans apres |'appartion des premiers symptémes.
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A.ll. Etiologie

L’étio-pathogenese des MICI n’est pas connue. Mais [I'hétérogénéité des
manifestations cliniques et des données épidémiologiques plaide en faveur d’'une étiologie
multifactorielle mettant en jeu aussi bien les génes (auto-immunité, vulnérabilité a

l'infection...) que I'environnement (infection intestinale et dysbiose) (Figure 4).
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MALADIES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES DE L'INTESTIN

Figure 4. Facteurs de risque des MICI. Adapté de Danese et al., 2004.

A.ll.1. Génétique

La répartition géographique des MICI est tres hétérogene. Il existe notamment des
foyers qui se caractérisent par une densité importante de malades et par des formes
cliniues particulieres (formes familiales de MC). Ces données suggerent une forte
implication des génes, ce qui est conforté par de nombreuses études familiales.

A.ll.1.a. Etudes familiales

Les analyses d’agrégation familiale et de ségrégation dans les fratries indiquent un
risque 30 fois supérieur a la moyenne de développer une MICI chez les apparentés de
patients atteints (Binder and Orholm, 1996; Peeters et al., 1996).
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La premiere analyse systématique de concordance gémellaire a permis de
suspecter une réelle origine génétique aux MICI (Tysk et al., 1988) puisque les taux de
concordance étaient bien supérieurs chez les jumeaux monozygotes que chez les

dizygotes, notamment pour la MC (MC 50% versus 4%; RCH 5% versus 0%).

A.ll.1.b. Etudes d’association et de liaison génétiques

Genome-wide association studies

Les données issues de séquencages systématiques du généme humain et en
particulier les études de liaison (genome-wide association studies) ont permis de mettre
en évidence des haplotypes spécifiques des MICI. Hugot, Satsangi et Cho ont ainsi été les
premiers a identifier des régions chromosomiques avec des loci spécifiques des MICI
(Hugot et al., 1994; Hugot et al., 1996; Satsangi et al., 1996; Cho et al., 1998). L’ensemble

des GWA réalisées ces derniéres années est rapporté dans le Tableau IV.

Etudes de liaison génétique dans les MICI

Auteur Année de publication Nb d'apparentés malades MC/RCH/MC+RCH Régions chromosomiques de liaison
Hugot et al 1996 112 112/0/0 16cen

Satsangi et al 1996 186 81/64/41 12, 7922, 3p21

Cho et al 1998 151 (297relative pairs) 97/18/36 (175/26/96) 16cen, 1p, 3q, 4q

Hampe et al 1999 268 129/90/49 16cen, 10q, 1q, 6p, 12, x, 22, 4q
Ma et al 1999 65 65/0/0 14911, 17921, 5933

Durer et al 2000 94 94/0/0 14911

Rioux et al 2000 183 116/20/47 19p13, 5931, 3p, 6p
Williams at al 2002 70 (187relative pairs) 40/13/17 (105/29/53) 16cen, 11p, 6p21
Paavola-Sakki et al 2003 138 72/19/47 11p12, 2p11, 12p13, 12923, 19913
Vermeire et al 2004 149 129/0/20 14911, Xq, 1q, 69, 20p, 49, 10q
Barmada et al 2004 260 108/72/80 12, 6p, 69, 8q, 159, 22, 2q
Duerr et al 2006 nr 547/nr/nr 1p31

nr: non renseigné

Tableau IV. Régions chromosomiques associées au ris  que de développer une MICI. D’aprés Baumgart
& Carding, 2007.

Ces études ont permis d’établir une carte chromosomique des MICI présentant les
loci les plus solidement associés aux MICI au niveau des chromosomes 1, 3, 5, 6, 12, 14,
16 et 19. Ces loci ont été nommés IBD#. Il en existe désormais 26, répertoriés dans le
Tableau V.
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Loci chromosomiques de susceptibilité pour les MICI (études répliquées)

Mfm}lfeur Locus Génes candidats S.ole(s) proPose(s) Core Malad!('e Polym.cfrphlsme(s) Echantillon Références PMID
génétique l'inflammation associée associé(s)
1BD1 16912 NOD2/CARD15, Détection des composants MC ; RCH? SNPs D16S409 et D16S419 2 groupes indépendants Hugot et al. 1996 11385576
CD19, sialophorin, bactériens cytosoliques de familles avec MC
CD11 integrin
cluster, IL4R SNPs D16S409 et D16S753 54 familles Cavanaugh et al. 1998 9924607
australiennes avec MICI
SNP D16S3117 77 familles avec MC Zouali et al. 2001 11781683
I1BD2 12p13.2- STAT6, VDR, IFNg Développement de la MC + RCH  SNP D12S83 122 familles nord- Duerr et al. 1998 9634527
q24.1 réponse des cellules T ameéricaines avec MICI
I1BD3 6p21.3 CMH HLA-DQA1, Détection des composants MC + RCH  SNPs D6S289 et D6S276 268 familles de Hampe et al. 1999 10053016
HLA-DRA, HLA- du non-soi descendance nord-
DRBS5 , and HLA- européenne avec MICI
DRB1, TNFalpha,
TNFbéta, IL10,
BTLN2
IBD4 14q11-q12 MMP14, DAD1, Développement de la MC SNP D14S261 127 apparentés avec Duerr et al. 2000 10747815
TCR réponse des cellules T MC parmi 62 familles
1BD5S 5931 IL3, IL4, IL5 and ~ Régulation de MC SNPs rs6596075 et 158 familles Rioux et al. 2000, 2001 11586304 et
IL13, OCTN1, I'inflammation rs2188962 canadiennes avec MC 10777714
OCTN2, CSF2,
SLC22A5
IBD6 19p13 ICAM-1, C3, Diapédese, stimulationde MC +RCH  nr 137 apparentés parmi  Van Heel et al. 2003 12928481
TBXA2R, LTB4H Ila réponse des neutrophiles 112 familles avec MICI
1BD7 1p36 PADI4 nr MC +RCH  SNPs D1S1597, D1S507 et 4 familles américaines Cho et al. 1998, 2000 9636179 et
D1S1628 chaldéennes avec MICI 10814724
1BD8 16p nr nr RCH SNP D16S408 37 familles avec RCH  Annese et al. 2003 14627676
1BD9 3p26 DEC1 Anti-néoplasie MC +RCH  SNP D3S1297 324 apparentés avec Duerr et al. 2002 12354785
MICI parmi 234 familles
1BD10 2q37.1 ATG16L1 Autophagie MC SNP rs2241880 735 patients avec MC ~ Hampe et al. 2007 17200669
(vs 368 controles)
IBD11 7922 MUC3A Protection de la muqueuse MC + RCH  SNP D7S669 186 apparentés avec Satsangi et al. 1996 8841195
épithéliale MICI parmi 160 familles
I1BD12 3p21 MST1, BSN, Régulation de I'expression MC + RCH  SNP D3S2432 229 apparentés avec Paavola et al. 2001 11378820
GNAI2 des médiateurs pro- MICI parmi 93 familles
inflammatoires finlandaises
I1BD13 7921.1 ABCA1 Régulation de la production MC + RCH  SNP D7S669 186 apparenté avec Satsangi et al. 1996 8841195
des glucocorticostéroides? MICI parmi 160 familles
I1BD14 7932 IRF5 Régulation de I'expression MC + RCH  Insertion CGGGG dans le 2 cohortes de patients  Dideberg et al. 2007 17881657
des médiateurs pro- région promotrice du gene  belges : 1007 patients
inflammatoires IRF5 avec MICI vs 241
controles ; 687 patients
avec MICI vs 311
controles
IBD15 10921 ZNF365 Régulation de I'expression MC + RCH  SNP rs224136 988 patients avec MC  Rioux et al. 2007 17435756
des médiateurs pro- iléale vs 1007 contréles
inflammatoires? SNP rs10761659 3133 patients non Fisher et al. 2008 18438406
apparentés avec RCH
vs 4494 contréles
SNP rs10995271 Méta-analyse de 3 Barrett et al. 2008 18587394
études comprenant
3230 cas de MC vs
4829 contréles
IBD16 9q32 TNFSF15 co-stimulation des cellules MC + RCH  SNP D9S2157 297 apparentés avec Cho et al. 1998 9636179
T CDA4+ activées MICI parmi 174 familles
SNPs rs3810936, 484 patients japonais ~ Yamakasi et al. 2005 16221758
rs6478108, rs6478109, avec MC vs 1097
rs7848647, et rs7869487 contrbles
SNP rs4263839 Méta-analyse de 3 Barrett et al. 2008 18587394
études comprenant
3230 cas de MC vs
4829 contréles
1BD17 1p31.1 IL23R, PTGER4 Génération et maintenance MC + RCH  Substitution R381Q dans le 547 patients caucasiens Libioulle et al. 2007 17447842
des cellules Th17 ; IL23R rs11209026 (libioulle) belges avec MC vs 928
signalisation des controles
prostaglandines
SNP rs7517847 988 patients avec MC  Rioux et al. 2007 17435756
iléale vs 1007 controles
SNP rs4613763 Méta-analyse de 3 Barrett et al. 2008 18587394

études comprenant
3230 cas de MC vs
4829 controles
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Loci des MICI (suite)
1BD18

5p13.1 Géne modulant Signalisation des MC +RCH  SNP rs1373692 547 patients caucasiens Libioulle et al. 2007 17447842

PTGER4?

prostaglandines?

SNP rs4613763

SNP rs1992660

belges avec MC vs 928
contréles

Méta-analyse de 3

études comprenant
3230 cas de MC vs
4829 contréles

2 groupes indépendants
de patients caucasiens
avec MC : 454 franco-
canadiens et 453 anglo-
saxons vs 521 controles

Barrett et al. 2008

Franke et al. 2007

18587394

18438405

IBD19

5q33.1 IRGM, IL12B

Autophagie MC

SNP IL12B rs6887695

SNP IL12B rs6556416

SNPs IRGM rs4958847 et
rs4958427

SNPs IRGM rs11747270 et
rs10045431

1182 patients avec MC
vs 2024 controles

3133 patients non
apparentés avec RCH
Vs 4494 controles

2 groupes indépendants
de patients caucasiens
avec MC : 454 franco-
canadiens et 453 anglo-
saxons vs 521 controles

Méta-analyse de 3

études comprenant
3230 cas de MC vs
4829 controles

Parkes et al. 2007

Fisher et al. 2008

Franke et al. 2007

Barrett et al. 2008

17554261

18438406

18438405

18587394

1BD20

10023-924 DLGS5, NKX2-3

Maintien de l'intégrité MC + RCH

épithéliale

SNPs rs11190140 et
rs10883365

SNPs D10S547 et D10S20

SNP rs10883365

1850 patients avec MC
et 1103 patients avec
RCH vs 1817 contréles
268 familles de
descendance nord-
européenne avec MICI
1182 patients avec MC
vs 2024 controles

Franke et al. 2008

Hampe et al. 1999

Parkes et al. 2007

18438405

10053016

17554261

1BD21

18p11

NDUFV2, VAPA,
PACAP, PTPN2

Signalisation du TCR MC + RCH

SNP PTPN2 rs2542151

1182 patients avec MC
vs 2024 controles

Parkes et al. 2007

17554261

1BD22

17921

STAT3, ORMDL3

Développement de la MC
réponse des cellules T

SNP ORMDL3 rs2872507

SNP STAT3 rs744166

Méta-analyse de 3

études comprenant
3230 cas de MC vs
4829 controles

1850 patients avec MC
et 1103 patients avec
RCH vs 1817 contréles

Barrett et al. 2008

Franke et al. 2008

18587394

18438405

1BD23

1932 IL10

Régulation de la production MC + RCH
de médiateurs
inflammatoires

SNP -1082G

SNP rs17419032

SNP rs3024505

304 patients australiens
avec MC vs 231
contréles

1850 patients avec MC
et 1103 patients avec
RCH vs 1817 contréles

1167 patients avec RCH
vs 777 controles

Fowler et al. 2005

Franke et al. 2008

Franke et al. 2008

15937090

18438405

18836448

1BD24

TNFRSF6B ou
DCR3

20913

Co-stimulation des cellules MC + RCH
T CD4+ activées

SNPs rs2315008 et
rs4809330

1011 patients avec MICI
d'apparition pédiatrique
vs 4250 controles

Kugathasan et al. 2008

18758464

IBD25

21922 PSMG1

Autophagie MC + RCH

SNP rs2836878

1011 patients avec MICI
d'apparition pédiatrique
vs 4250 controles

Kugathasan et al. 2008

18758464

1BD26

12915 nr

nr RCH

SNPs rs1558744,
rs7134599, rs2870946

1052 patients avec RCH
vs 2571 controles

Silverberg et al. 2009

19122664

nr: non renseigné
Article de référence: Wellcome Trust Case Control Consortium : Genome-wide association study of 14,000 cases of seven common diseases and 3,000 shared controls. Nature 447:
661-678, 2007. PMID : 17554300

Tableau V. Loci chromosomiques fortement associés a

27

u risque de développer une MICI.



Chapitre 1. Pathologies coliques douloureuses - MICI - Etiologie

A.ll.1.c. Génes candidats

Des études répliquées ont mis en évidence plus particuliéerement certains géenes

parmi les nombreux candidats identifieés sur les loci chromosomiques.

Geéne codant NOD2/CARD15 sur le chromosome 16 (locus 1612 IBD1)

NOD2 (ou CARD15 ou NOD2/CARD15 pour Nucleotide-binding Oligomerization
Domain/Caspase-Activating Recruitment Domainl5) est un récepteur cytoplasmique
impliqué dans l'immunité innée. Trois polymorphismes nucléotidiques (SNP), fortement
associés a la MC chez les Caucasiens et les Juifs Ashkénazes, ont été décrits dans les
régions codantes de NOD2/CARD15 (Hugot et al., 1996). Les trois mutations majeures de
NOD2 (G908R, R702W et L1007fsinsC) sont retrouvées a ['état homozygote ou
hétérozygote composite chez 10 a 15% des patients atteints de MC. L’hétérozygotie
entraine un risque accru d'un facteur 2 a 4 de développer la MC tandis que I'homozygotie
implique un rique 20 a 40 fois plus grand.

Genes codant pour le CMH et le TNFa sur le chromosome 6 (locus 6p21.3 IBD3)

Les études de liaison ont démontré des associations spécifiques entre les glyco-
protéines HLA de classe | et |l, la localisation de I'inflammation et les manifestations extra-
intestinales associées aux MICI (Satsangi et al., 1996; de la Concha et al., 1999; Stokkers
et al., 1999).

Outre la région HLA, le locus IBD3 est aussi porteur du gene du TNFa (tumor
necrosis factor a). Le TNFa, de par son réle pivot dans la diapédese et la coordination de
linflammation, est fortement suspecté d’étre un facteur causal des MICI (Sashio et al.,
2002).

Geéne codant pour le récepteur de I'lL23 sur le chromosome 1 (locus 1p31.1 IBD17)

L'IL23 est une cytokine pro-inflammatoire qui régule la réponse innée des
macrophages et des cellules dendritiques. Plusieurs polymorphismes (R381Q, A381G,
L310P) du gene codant pour le récepteur a l'interleukine 23 (IL23R) ont été décrits dans
les MICI (Duerr et al., 2006; Libioulle et al., 2007; Einarsdottir et al., 2009) mais ont des
répercussions négatives sur la MC et positives sur la RCH (Lin et al., 2009).
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Génes codant pour ATG16L1 sur le chromosome 2 (locus 2g37.1 IBD10) et IRGM sur le
chromosome 5 (locus 5q33.1 IBD19)

Deux protéines participant aux processus physiologiques d’autophagie, ATG16L1
(ATG16 autophagy-related 16-like 1) et IRGM (Immunity-related GTPase protein type M),
ont récemment été fortement associées a la MC. Les mutations A197T (Rioux et al., 2007)
et A300T (Hampe et al., 2007) de la protéine ATG16L1 et T313C de la protéine IRGM
retrouvées chez les patients (Parkes et al., 2007) suggérent que la voie de l'autophagie

est impliqguée dans la MC.

Ces découvertes montrent qu'un sous-ensemble de génes associés aux MICI
(TNFa, IL23R, CMH) est commun a la MC et a la RCH mais de nombreux autres genes
sont également candidats notamment NOD1/CARD4, MUC2 et MUC3, ICAM1, IL6, TLR4
et DGL5 (Lawrance et al., 2001). Cependant, si les principaux génes candidats présentés
ci-dessus sont issus d'études répliquées et confirmées par des données pré-cliniques et
cliniques, une certaine prudence est nécessaire face au trés grand nombre de loci de
susceptibilité. En effet, la plupart des SNP génotypés et identifiés par les études
génomiques a grande échelle ont été choisis plus pour leur marquage efficace du généme
gue pour leur role possible dans la fonction génique. De plus, nombre d’entre eux n’ont
pas été identifies de facon répliquée (Mathew, 2008). D’autre part, ces études ne sont
informatives que dans la mesure ou elles résultent principalement d’études de liaison
génétique au sein de familles ou plusieurs membres sont malades et ou I'age d’apparition
des MICI est précoce (Bonen and Cho, 2003; Duerr, 2003).

A.ll.2. Environnement biologique

A.ll.2.a. Limites des données génétiques

De nombreuses observations épidémiologiques et la concordance monozygotique
imparfaite démontrent que l'existence de prédispositions génétigues ne suffit pas a
expliquer le développement des MICI (Jantchou et al., 2006).

L’incidence des MICI suit un gradient croissant sud-nord aussi bien aux niveaux
mondial et national que régional. Des différences d’incidence sont constatées dans

certaines populations migrantes, avec par exemple l'augmentation du nombre de MICI
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pour les populations asiatiques migrant en Europe et inversement la diminution du risque
de MICI chez les populations européennes migrant en Asie (Binder, 2004). Ce
changement de prévalence aprés la migration est également décrit dans des groupes
ethniques (par exemple chez les Chinois vivants a Hong-Kong par rapport aux Chinois
vivant en métropole). Ces données, recoupées avec celles rapportant une incidence et
une prévalence croissantes dans les pays industrialisés et dans les pays en voie de
développement, indiquent que des facteurs environnementaux et culturels liés au mode de
vie occidental sont en jeu dans le développement des MICI.

De plus, les formes conjugales de MICI (un des deux conjoints n’est pas malade
mais le devient dans les années qui suivent le mariage) sont significativement plus
frequentes que ne le voudrait le hasard et suggéere un partage de facteurs

environnementaux (Laharie et al., 2001).

A.ll.2.b. Infections

Les similitudes entre les MICI et certaines formes d’entéro-colites infectieuses
initiées par des espéces bactériennes non commensales (Campylobacter, Shigella,
Listeria monocytogenes, Helicobacter spp. ou Yersinia spp) suggerent que des agents
infectieux a tropisme intestinal participent a I'étiologie des MICI. Cette hypothése est
étayée par les données épidémiologiques qui associent 'usage excessif des antibiotiques
et la modification du mode de vie alimentaire et sanitaire a une évolution de la composition
de la flore digestive (Van Kruiningen et al., 2005). Le Tableau VI répertorie les nombreux
micro-organismes suspectés (Cartun et al., 1993; Liu et al., 1995).

A.1l.2.c. Flore bactérienne commensale

Des roles inducteur et amplificateur de I'inflammation intestinale ont été prétées a la
flore commensale intestinale. La composition de la flore fécale differe entre patients
atteints de MICI et sujets sains (Sokol et al., 2008). Les techniques de culture ont montré
une diminution de Lactobacillus et une augmentation significative des entéro-bactéries
(Macfarlane et al., 2009) chez les patients atteints de MC. De plus, la population totale
bactérienne mucosale est plus importante en masse chez les patients atteints d’'une MICI
comparativement a des sujets sains (Kleessen et al., 2002; Swidsinski et al., 2002) aussi
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bien au niveau du mucus qu’a la surface de I'épithélium intestinal (Swidsinski et al., 2005).
D’un point de vue qualitatif, la bio-diversité mucosale est réduite chez les patients atteints
de MICI avec notamment une diminution des especes bactériennes bénéfiques
(Bifidobacteria et Lactobacilli) et une augmentation des bactéries pathogénes associées a
la muqueuse intestinale (Bacteroides et Escherichia coli) chez les patients atteints de MC
(Tamboli et al., 2004).

Micro-organismes recherchés dans les tissus de patients atteints de MICI

Virus Bactéries Parasites

Adénovirus
Epstein-Barr Virus
Cytomégalovirus

Brucella spp.
Chlamidia spp.
Campylobacter spp.

Borrelia spp.
Toxoplasma gondii
Treponema spp.

Virus de la grippe
Coronavirus
Rotavirus
Virus de la rougeole
Virus respiratoire syncytial
Virus para-influenza types 2 et 3
Virus de la diarrhée virale bovine

Escherichia coli
Helicobacter spp.
Legionella spp.
Mycobacterium spp.
Mycoplasma spp.
Pseudomonas spp.
Salmonella spp.

Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Shigella spp.
Yersinia spp.
Enterococcus
Listeria monocytogenes
Bacteroides vulgatus
Bacteroides burgdorferi

Tableau VI. Agents infectieux suspectés dans I'étio  pathogenése des MICI. D’aprés Lamps et al., 2003 ;
Huysdens et al., 2003 ; Chen et al., 2000 ; Liu et al., 1995 ; Cartun et al., 1993.

A.1l.3. Environnement socio-psycho-culturel

A.ll.3.a. Mode de vie

Le tabagisme affecte différentiellement le risque de survenue des MICI (Lakatos et
al., 2007). Le tabagisme actif augmente le risque de développer une MC et aggrave
I'évolution de la maladie surtout chez les femmes (sévérité de la récidive chirurgicale,
complications perforantes sévéres de type abcés ou fistules) (Calkins, 1989). Le
tabagisme passif au cours de I'enfance pourrait lui aussi augmenter l'incidence de MC
chez l'adulte. A l'inverse, il existe un effet protecteur du tabagisme vis-a-vis de la RCH,
non seulement chez les fumeurs actifs mais aussi chez les fumeurs passifs (Calkins,
1989).
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La forte incidence des MICI dans les pays industrialisés et les zones urbaines a
conduit & considérer les habitudes alimentaires comme un facteur de risque potentiel. Une
consommation excessive en sucres rapides, protéines, graisses ou aliments raffinés,
poissons et coquillages, fruits, eau, potassium, magnésium et vitamine C augmente le
risque de développer une MICI (Ekbom and Montgomery, 2004). La prise de vitamines et
de minéraux chez la mére pendant la grossesse diminuerait ce risque pour la MC. Une
hypothése récente propose que les micro-particules trouvées dans l'alimentation (oxyde
de titanium et silicate d’aluminium) se comportent comme des transporteurs d’antigene de
la lumiére vers la mugueuse intestinale, agissant ainsi comme de puissants stimulateurs
des cellules immunitaires (Lomer et al., 2002).

L’allaitement maternel renforce le systeme immunitaire intestinal de I'enfant
(Schack-Nielsen and Michaelsen, 2006). Plusieurs études ont montré que l'allaitement
artificiel exclusif favorise les MICI alors que I'allaitement maternel les prévient (Klement et
al., 2004).

L’hypothése d'une “meilleure hygiene” a été mise en avant pour expliquer le
gradient nord-sud de la MC et 'augmentation des MICI depuis la derniere guerre. Cette
hypothése propose qu’'un exces d’'assainissement limite le niveau d’exposition aux
antigenes environnementaux et perturbe la maturation fonctionnelle du systeme
immunitaire muqueux et linduction de la tolérance immunitaire. Ces perturbations
instaureraient une réponse immunitaire inappropriée lors de la ré-exposition aux antigenes
environnementaux au cours de la vie, par exemple aux bactéries neurotropes (Listeria,
Yersinia...) si la chaine du froid n’est pas respectée. La limitation du contact avec des
micro-organismes jouant un réle régulateur du systeme immunitaire (Lactobacilli des
produits laitiers fermentés, mycobactéries saprophytes de I'environnement, helminthes?)
expliquerait la résurgence des MICI et des allergies (Rook et al., 2004). Ainsi, plus le
mode de vie est propre, notamment pendant I'enfance, et plus la vulnérabilité aux MICI est
forte. Cette hypothese permet de rendre compte du fait que la MC n’existe pas dans le
tiers-monde.

De facon anecdotique, le stress psychologique a été décrit comme un facteur

aggravant de I'activité inflammatoire dans les MICI. Des événements de vie traumatisants,

! A titre d’exemple, il est & noter que les MICI sont rares et les helminthiases fréquentes dans les pays en
voie de développement. Wang et al. (2008) World J Gastroenterol 14(33):5125-32.
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le stress chronique et la dépression augmenteraient la probabilité de rechute chez les
patients en rémission (Lerebours et al., 2007).

A.11.3.b. Soins médicaux

Les études épidémiologiques suggéerent que I'appendicectomie protege contre la
RCH (Koutroubakis et al., 2002). De facon opposée, les patients appendicectomisés
atteints de MC ont un risque accru de développer des sténoses (Andersson et al., 2003;
Cosnes et al.,, 2006). Ces résultats contrastés pourraient étre lies au contrdle des
microbes par le systeme immunitaire muqueux, au rble de I'hygiéne et a I'incapacité de
développer une tolérance immunitaire aprés I'appendicectomie.

L'utilisation d’antibiotiques favoriserait 'émergence de la MC. Une utilisation accrue
d’antibiotiques chez I'enfant est associée au risque de développer la MC. De plus, les
sujets atteints de MC auraient recu, plus souvent que les témoins, des antibiotiques dans
les 2 a 5 ans précédant le diagnostic (Card et al., 2004).

Faute d’étiologie bien définie et confrontée a I'aspect pluri-factoriel de la maladie, la
recherche de traitements appropriés aux MICI s’est principalement développée sur la base
du diagnostic familial précoce de la maladie, de la maitrise des facteurs de risque
biologiques et de la prévention des facteurs de risque socio-culturels afin de cibler les

symptémes douloureux et inflammatoires.

A.lll. Traitements

A.lll.1. Stratégies thérapeutiques

En I'absence de cause biologique identifiée, aucun traitement n’est en mesure de
guérir définitivement une MICI. Les traitements utilisés actuellement sont insatisfaisants
car ils ont pour objectif le controle de I'activité de la maladie en ciblant les symptomes
mais pas les causes de linflammation. De plus, le délai d’action important, le taux de

réponse incomplet et les risques d’effets indésirables caractérisant la plupart des thérapies
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proposées conduisent les patients a une mauvaise compliance.

La stratégie thérapeutique des MICI consiste a traiter la maladie dans sa phase
active afin de résorber l'inflammation (induction de la rémission par le traitement des
poussées) et a réduire le risque de rechute (maintien de la rémission par le traitement de
fond). Schématiquement, I'induction de la rémission est assurée par les amino-salicylés en
premiére intention puis par les corticostéroides. Pour le maintien de la rémission, les
antibiotiques seront prescrits en premiére intention puis éventuellement assistés par les
anti-métaboliques et les anticorps anti-TNFa.

Les options thérapeutiques sont trés variables selon la nature de la MICI, sa
localisation, sa sévérité et son profil évolutif (induction ou maintien de la rémission). Les
doses, la voie d’administration ou l'association des médicaments entre eux ou avec
d’autres modalités thérapeutigues non médicamenteuses (nutrition ou chirurgie) seront
des facteurs décisifs dans l'efficacité du traitement (Hanauer and Present, 2003). Le
Tableau VII expose les différentes situations cliniques et les décisions thérapeutiques qui

en découlent.

Stratégies thérapeutiques en fonction de la localisation et de la sévérité des MICI

Maladie Type Activité de la maladie
Faible Modérée Sévére Réfractaire Atteinte péri.
mMC Toute région  Amino-salicylés en voie OR Corticostéroides en voie OR Corticostéroides en voies OR ou Infliximab en voie IV Anti-biotiques en voie OR Mercaptopurine ou azathioprine
en voie OR
Métronidazole en voie OR Mercaptopurine ou azathioprine Méthotrexate en voies IV ou Adalimumab en voie SC Mercaptopurine ou azathioprine Budésonide en voie OR
en voie OR sous-cutanée en voie OR
Budésonide ou ciprofloxacine Infliximab en voie IV Certolizumab pégylé en voie SC Infliximab en voie IV Meéthotrexate en voies IV ou SC
en voie OR
Mercaptopurine ou azathioprine Métronidazole en voie OR Infliximab en voie IV
en voie OR
RCH Distale Amino-salicylés en voies OR  Amino-salicylés en voies OR ou Amino-salicylés en voies OR ou Corticostéroides en voies OR ou - Amino-salicylés en voies OR ou
ou RECT RECT PAR IV + mercaptopurine ou RECT
azathioprine en OR
Corticostéroides en voies OR  Corticostéroides en voies OR ou Corticostéroides en voies RECT Amino-salicylés en voie RECT - Mercaptopurine ou azathioprine
ou RECT RECT en OR
Infliximab en voie IV Infliximab en voie IV Tacrolimus en voie OR Infliximab en voie IV = Infliximab en voie IV
Infliximab en voie IV
Extensive Amino-salicylés en voie OR Amino-salicylés en voie OR Corticostéroides en voies OR ou Corticostéroides en voies OR ou Amino-salicylés en voie OR Amino-salicylés en voie OR
PAR IV + mercaptopurine ou
azathioprine en OR
Infliximab en voie IV Infliximab en voie IV Ciclosporine en voie IV Amino-salicylés en voie OR Mercaptopurine ou azathioprine Infliximab en voie IV
en voie OR
Tacrolimus en voie OR Infliximab en voie IV Infliximab en voie IV

Infliximab en voie IV

OR: voie orale / PAR: voie parentérale / IV: voie intra-veineuse / RECT: voie rectale / SC: voie sous-cutanée

Tableau VII. Stratégies thérapeutiques dans les MIC 1.

A.lll.2. Traitements non pharmacologiques

A.lll.2.a. Diete et hygiéne de vie

Certains ajustements alimentaires auraient un effet bénéfique sur les MICI. Les
fruits et légumes joueraient un rdle protecteur alors que la consommation d’aliments gras

et riches en sucres raffinés serait inductrice de la MC. Pour la RCH, un régime riche en
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fibres, particulierement en fibres de cruciferes crus, et la consommation de flocons
d’avoine sont souhaitables. Les herbes aromatiques, riches en composés contenant du
sulphydryl (un groupement chimique proche du sulfate de la sulfalazine utilisé comme
traitement des MICI), sont éventuellement conseillées (Salim, 1992). De méme, les
poissons, riches pourvoyeurs d’anti-inflammatoires alimentaires comme [l'acide
eicosanoique (inhibiteur de l'activité leukotriene) seront préférés aux viandes. Enfin,
comme nous l'avons vu plus haut, I'arrét du tabagisme devra étre envisagé dans le cas de
la MC.

A.lll.2.b. Chirurgie

L’acte chirurgical (résection de tout ou partie de I'intestin ulcéré) est nécessaire en
cas dévolution défavorable : absence de réponse aux médicaments ou apparition de

complications (sténoses, fistules, cancer...) (Tableau VIII).

Traitement chirurgical des MICI

Type Condition Traitement Maladie
Pas de complication Segment non-obstrué, non-perforé Traitement médical MC + RCH
Sténoses Obstruction duodénale Sténoplastie ou pontage MC
Obstruction intestinale aigle Traitement médical MC + RCH
Obstruction récurrente chronique Sténoplastie ou résection MC + RCH
Fistulisation Fistule symptomatique Sténoplastie ou résection MC
Risque septique Abces abdominal Drainage ou résection MC + RCH
Perforation Résection et anastomose MC + RCH
Colectasie (mégacolon toxique) Colectomie et anastomose iléo-rectale ou iléo-anale RCH
Cancérisation Carcinome du gréle Résection segmentaire du gréle ou résection iléo-cascale MC
Carcinome colique Colectomie et anastomose iléo-rectale ou iléo-anale MC + RCH
Carcinome colo-rectal Colectomie et anastomose iléo-rectale ou iléo-anale MC + RCH

Les interventions de dérivation (iléostomie/colostomie) ne sont actuellement plus admises car le maintien d’'un segment intestinal malade et
uniquement dérivé permet la poursuite de la maladie et I'apparition de complications

Tableau VIII. Stratégie chirurgicale en fonction du type de complication des MICI.

La MC ne peut pas étre guérie par la chirurgie mais 45 % des patients subissent
une opération chirurgicale dans les deux années suivant le diagnostic et les résections
chirurgicales sont inévitables dans 90% des cas. L'exérése des segments atteints ne
protége pas des récidives de MC sur le lieu méme de la résection. Les effets collatéraux
de la chirurgie (Tableau X p40) sont les mémes en ce qui concerne la RCH. Cependant, la
résection du cOlon peut s’avérer curative dans les cas graves tels que I'hémorragie

exsanguinatrice, la perforation franche, la cancérisation ou la colectasie.
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A.lll.2.c. Pro-et pré-biotiques

L’administration de bactéries “saines” apparait actuellement comme une approche
pleine de promesses (Schultz and Lindstrom, 2008). Des patients atteints de MC active
traités avec un mélange de bactéries commensales VSL#3® ont une réponse
thérapeutique positive, apparemment sans effet systémique indésirable (Floch, 2003). Le
mélange VSL#3® (VSL#3/Questcor) est composé majoritairement de S. thermophilus mais
contient aussi B. breve, B. longum, B. infantis dans une moindre mesure et L. acidophilus,
L. plantarum, L. casei et L. bulgaricus dans de faibles proportions. Le mécanisme
hypothétique est le ré-equilibrage des populations bactériennes et la régulation du
systéme immunitaire intestinal (Willing et al., 2008). Le mélange VSL#3® a également un
effet bénéfique sur la RCH (Bibiloni et al., 2005) pour laquelle la bactériothérapie fécale
via des instillations rectales a aussi montré des résultats encourageants (Borody et al.,
2003). Les pro-biotiques Lactobacillus GG (Culturelle; ConAgra Functional Foods) et
Saccharomyces boulardii (Florastor; Biocodex) ont été étudiés dans [Iindustrie
pharmaceutique mais les données sont équivoques (Prantera et al., 2002; Guslandi et al.,
2003; Schultz and Lindstrom, 2008).

Les pré-biotigues sont des carbohydrates complexes comme les fructo-oligo-
saccharides (FOS) qui résistent a la digestion dans l'intestin gréle et constituent le substrat
préférentiel de certaines bactéries commensales (en général, le genre Bifidobacteria). Les
pré-biotiques permettent la croissance et la prolifération de ces bactéries et peuvent
modifier I'environnement intestinal, par exemple en changeant le pH colique. Les données
cliniques restent limitées mais une étude pilote chez des malades atteints de MC a montré
gue I'ingestion quotidienne de FOS pendant trois semaines augmentait la concentration de
bifidobactéries fécales tout en diminuant 'activité inflammatoire de la maladie (Lindsay et
al.,, 2006). Les acides gras a chaine courte (acétate, propionate, butyrate) issus du
métabolisme des oligosaccharides pré-biotigues sont les principaux carburants du
colonocyte et ont des effets trophiques et anti-inflammatoires sur le cblon adulte. Les
fibres diététiques pourraient donc avoir un effet protecteur contre les MICI en augmentant
la production colique de ces acides gras (Galvez et al., 2005; Tedelind et al., 2007; Weng
et al., 2007).
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A.111.3. Traitements pharmacologiques

L’ensemble des traitements pharmacologiques est présenté dans le Tableau IX.

A.lll.3.a. Antibiotiques

L'effet bénéfique d’'une action sur la flore colique est retrouvé dans les protocoles
cliniques qui montrent que les antibiotiques sont utiles dans le traitement de certains sous-
groupes de patients avec la MC (Sutherland et al., 1991). Le métronidazole est ainsi
efficace pour les patients dont le tableau clinique présente des atteintes coliques ou des
fistules péri-anales mais des doses importantes (jusqu’'a 750mg, 3 fois/jour) sont
nécessaires et potentielllement neuro-toxiques. La ciprofloxacine et la clarithromycine
pourraient étre utilisées alternativement au métronidazole. De fagon contrastée, l'usage
des antibiotiques dans le traitement de la RCH est tres limité ce qui pourrait indiquer un

réle différent de la flore luminale dans ces deux formes de MICI (Turunen et al., 1998).

A.111.3.b. Modulateurs de la réponse inflammatoire

Anticorps anti-TNFa

Le TNFa est une cytokine pro-inflammatoire dont la concentration est fortement
augmentée au niveau de la muqueuse intestinale et des selles des patients atteints de
MICI (Andoh et al., 2008; Johansson et al., 2008). L'infliximab, I'adalimumab et le
certolizumab pégylé sont les anticorps monoclonaux anti-TNFa les plus utilisés.
L'infliximab est utilisé comme immuno-modulateur pour le traitement des MC sévéres et
ne répondant pas aux traitements cliniques conventionnels. Cet anticorps permet un
contrble efficace des poussées et un maintien des réemissions de MICI (Danese, 2008).
Toutefois, les anti-TNFa comportent une forte toxicité (Tableau X p40) et la durée d’action

du traitement peut étre réduite par la formation d’auto-anticorps (Caviglia et al., 2008).

Anti-inflammatoires stéroidiens
Le traitement des MICI utilise les propriétés anti-inflammatoires des gluco-
corticoides naturels (cortisone, hydrocortisone ou cortisol) (Newton, 2000) et des gluco-

corticoides de synthese (prednisone, prednisolone, méthylprednisolone, cortifoam,
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budésonide, béclométasone) qui ont une activité anti-inflammatoire plus forte et des effets
minéralo-corticoides tres réduits. Il y a peu de contre-indications a I'utilisation des cortico-
stéroides méme si celle-ci impliqgue une surveillance médicale des effets indésirables
potentiels (Tableau X p40) (Lichtenstein et al., 2006).

Amino-salicylés

Les amino-salicylés sont des molécules de synthése dérivées de I'acide salicylique
qui possédent des propriétés anti-inflammatoires et anti-oxydantes. La sulfalazine est
'amino-salicylé le plus utilisé mais le risque deffets indésirables associés a ce
médicament (intolérance digestive et réaction allergique) a conduit a rechercher des
dérivés aussi efficaces et mieux tolérés. Il s’agit principalement de la mésalazine, de

I'olsalazine et de I'acide para-amino-salicylé pour lesquels la tolérance est meilleure.

Anti-métaboliques

Le méthotrexate, I'azathioprine et son produit métabolique la 6-mercaptopurine sont
des agents de la classe des anti-métabolites, utilisés essentiellement dans le traitement de
certains cancers et dans les maladies auto-immunes. Leur activité immuno-suppressive
réduit la prolifération lymphocytaire par linterference avec la synthése des acides
nucléiques purinergiques. Ces composeés neécessitent une surveillance réguliere car ils

sont toxiques et favorisent les infections opportunistes et les lymphomes (Tableau X p40).

Régulation de la réponse T

Les médicaments diminuant l'intensité de la réponse cellulaire du systeme
immunitaire sont trés utilisés dans les MICI. La ciclosporine et le tacrolimus bloquent la
prolifération des cellules T et la transcription du gene IL2. lls sont utilisés comme
traitement d’entretien de la MC et plus rarement de la RCH. Leur utilisation est délicate en
raison d’une mauvaise compliance liée a un délai d’action de plusieurs mois avant leur
pleine efficacité et en raison de leur toxicité (Tableau X p40).

La modulation des cytokines par les anticorps anti-IFNg, anti-IL12, anti-IL23 et anti-
IL10 et le blocage des cellules T par les anticorps anti-IL2R sont également en cours

d’évaluation.
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Traitements thérapeutiques confirmés et potentiels des MICI

Approche thérapeutique Agent Cible Classe médicamenteuse Maladie Potentiel thérapeutique

Différenciation et prolifération des  Azathioprine lymphocytes anti-métabolique MC + RCH validé

cellules T Ciclosporine cellules T immuno-suppresseur MC + RCH validé
Méthotrexate lymphocytes anti-métabolique MC + RCH validé
Tacrolimus cellules T immuno-suppresseur MC + RCH validé
16H5 CD6 anticorps MC + RCH en phase clinique
ABT-874 (J695) IL12 anticorps MC en phase clinique
Atlizumab/MRA IL6R anticorps MC en phase clinique
BF-5 CD7 anticorps MC + RCH en phase clinique
Certolizumab (CDP-870) cellules T anticorps-PEG MC + RCH en phase clinique
cM-T412 CD4 anticorps MC + RCH en phase clinique
CNTO01275 IL12 anticorps MC en phase clinique
Daclizumab/basiliximab CD25 anticorps RCH en phase clinique
Golimumab cellules T anticorps RCH en phase clinique
IFN2a cellules T interféron-PEG RCH en phase clinique
IFN1a cellules T interféron RCH en phase clinique
IL10 lymphocytes cytokine recombinante MC en phase clinique
MAX CD5 anticorps MC + RCH en phase clinique
Mycophénolate mofétil cellules T immuno-suppresseur RCH en phase clinique
STA-5326 mésylate IL12 molécule de petite taille MC en phase clinique
Thalidomide TNF+ molécule de petite taille MC en phase clinique
Visilizumab CD3 anticorps MC + RCH en phase clinique

Cytokines inflammatoires/voies de  Cortisone, cortisol IL glucocorticoides naturels MC + RCH validé

signalisation Infliximab TNF+ anticorps MC + RCH validé
Prednisone, prednisolone, IL glucocorticoides de synthése MC + RCH validé
méthylprednisolone,
cortifoam...
Sulfalazine, mésalazine, IL amino-salicylés MC + RCH validé
olsalazine...
Adalimumab TNF+ anticorps MC + RCH en phase clinique
Adalizumab TNF+ anticorps MC en phase clinique
Basiliximab IL2 anticorps RCH en phase clinique
CDP571 TNF+ anticorps MC en phase clinique
Certolizumab (CDP-870) TNF+ anticorps-PEG MC + RCH en phase clinique
Daclizumab IL2 anticorps RCH en phase clinique
Doramapimod (BIRB796) TNF+ inhibiteur MAPK MC en phase clinique
Etanercept TNF+ protéine de fusion du récepteur p75 MC en phase clinique
Fontolizumab IFN? anticorps MC en phase clinique
Golimumab TNF+ anticorps RCH en phase clinique
Onercept TNF+ récepteur p55 MC en phase clinique
Oprelvekin IL11 cytoline recombinante MC en phase clinique
RDP58 P38/JNK peptide RCH en phase clinique
Rosiglitazone PPAR® molécule de petite taille RCH en phase clinique
Semapimod P38/JNK molécule de petite taille MC en phase clinique
Sémapimod (CNI-1493) TNF+ inhibiteur MAPK MC en phase clinique
Huile de poisson acide arachidonique nr MC nr

Molécules d'adhésion sélective Alicaforsen ICAM1 antisens MC + RCH en phase clinique
MLNO02 intégrine 47 anticorps RCH en phase clinique
Natalizumab intégrine 4 anticorps MC en phase clinique

Stimulation de I'immunité innée Abatacept macrophages, cellules peptide MC + RCH en phase clinique

dendritiques

G-CSF granulocytes peptide MC en phase clinique
GM-CSF macrophages, granulocytes peptide MC en phase clinique
Sargramostim macrophages, monocytes molécule bactérienne recombinante MC en phase clinique
Tétilomast (OPC-6535) granulocytes thiazole (inhibiteur PDE4) RCH en phase clinique

Réparation intestinale Acétate, butyrate, propionate... cellules épithéliales? acides gras a chaine courte RCH en phase clinique
EGF cellules épithéliales peptide RCH en phase clinique
GH IGF1 peptide MC en phase clinique
Héparine facteurs de croissance molécule de petite taille RCH en phase clinique
HGH (somatotropine) cellules épithéliales peptide MC en phase clinique
KGF-2 (répifermine) cellules épithéliales peptide RCH en phase clinique

Elimination du processus de Colonnes d'acétate de leucocytes aphérese RCH en phase clinique

présentation antigénique cellulose
Colonnes en fibres de leucocytes aphérese RCH en phase clinique
polyéthylénephtarate
Diete stricte flore commensale? réduit la charge antigénique MC en phase clinique
E. coli Nissle 1917 équilibre de la flore intestinale pro-biotique MC + RCH en phase clinique
CEufs de Trichuris suis cellules T? helminthe MC + RCH en phase clinique
Transplantation autologue de cellules T? nr MC en phase clinique
moélle osseuse
VSL#3 équilibre de la flore intestinale pro-biotique MC + RCH en phase clinique

Exérése du tissu malade Résection intestin, célon et rectum chirurgie MC + RCH validé

Divers BPI flore commensale peptide MC en phase clinique
Epanova radicaux libres acide gras oméga-3 MC en phase clinique
Krémézine (AST-120) nr charbon actif MC en phase clinique
Patch de nicotine nr nr RCH nr

nr: non renseigné

BPI: bacterial-permeability-increasing protein

PEG: pégylé

Tableau IX. Différentes approches du traitement des
Korzenik & Poldolsky 2006, Podolsky 2002.
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A.lll.4. Traitements alternatifs

Inhibiteurs de I'adhésion leucocytaire

Certains médicaments récemment développés visent a inhiber la diapédese et ainsi
a limiter l'afflux de leucocytes au niveau de la muqueuse enflammée. Par exemple, un
anticorps recombinant (natalizumab) dirigé contre la sous-unité d’'un récepteur d’adhésion
cellulaire, I'intégrine a4, a été testé en clinique et cet essai rapporte un taux de remission 2
fois supérieur a celui du groupe contrdle chez des patients avec une MC (Ghosh et al.,
2003).

Thérapie helminthique

Il existe une corrélation négative entre l'infection parasitaire par les helminthes et la
survenue d'une MICI. Cette observation a conduit a I'évaluation de la thérapie
helminthique dans le traitement des MICI. La thérapie helminthique consiste en l'ingestion
d’'ceufs de Trichuris suis et d’ankylostomes par le patient. Deux études cliniques
contrélées et randomisées ont démontré que I'administration bi-mensuelle de 2500 ceufs
de Trichuris suis améliore les symptdomes dans les formes actives de MC et de RCH
(Summers et al., 2005a; Summers et al., 2005b).

En conclusion, aucun des traitements actuels n’est spécifique de la MC ou de la
RCH. De plus, ils ne ciblent généralement que les événements en aval de la cascade
inflammatoire ce qui entraine une efficacité partielle et de nombreux effets indésirables
(Tableau X).

Effets délétéres des traitements des MICI

Type de traitement Effets nocifs observés

Résection chirurgicale Syndrome de l'intestin court, diarrhées, crampes, ballonnements, brilures d’estomac

Réaction d’hypersensibilité, réaction cutanée sur le lieu de I'injection, démyélination

AR EHIN (neurite optique, scléroses multiples), lupus, infections, tumeurs

Hypertension, acnée, infections, psychose, troubles endocriniens (diabéte de type I,
Corticoides prise de poids, hirsutisme), osseux (ostéonecrose, ostéoporose) et ophtalmologiques
(cataracte, glaucome)

Sulfalazine Intolérance digestive, réaction allergique

Eruption cutanée, pancréatite, malaise, nausée, diarrhée, thrombocytopénie, hépatite,

Anti-métaboliques . PSP .
hyperplasie nodulaire régénérative, leucopénie

Hypertension, migraine, paresthésie, convulsion (ciclosporine), hyperplasie gingivale
Immuno-suppresseurs (ciclosporine), hypertrichose (ciclosporine), diabéte de type Il (tacrolimus), anaphylaxie
(tacrolimus), infections (sepstiques et opportunistes), insuffisance rénale

Tableau X. Effets indésirables dans les différents traitements des MICI.
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Le défi thérapeutique dans les MICI est le développement d’approches
personnalisées grace a la pharmaco-génétique afin de prévenir linitiation et la
perpétuation de la cascade inflammatoire avant la Iésion tissulaire. Cette approche
implique linduction ou le rétablissement de la tolérance immunologique par la
recomposition de la flore intestinale, l'introduction de microbiotes modifiés de maniere a
stimuler des réponses immunitaires régulatrices, le blocage des récepteurs reconnaissant
certains motifs antigéniques pathogeéenes, le blocage de protéines de signalisation ou la

génération de cellules T régulatrices par des cellules dendritiques rendues tolérogenes.

B. Syndrome de l'intestin irritable

B.l. Description

B.l.1. Nosologie

B.l.1.a. Définition clinique

Définition

Le Sl est un trouble fonctionnel intestinal qui se caractérise par une douleur
abdominale diffuse et irradiante. Cette douleur viscérale touche le plus souvent les régions
abdominales basses correspondant au célon distal et au rectum. Elle est associée a des
troubles du transit intestinal, des ballonnements et parfois une allodynie lombaire référée
(Maxwell et al., 1997; Drossman et al., 2002). Aucune anomalie structurale ou biochimique
n'est identifiée par les techniques standardisées d’anatomo-pathologie dans les biopsies
de patients (Kirsch and Riddell, 2006).

Classification
On distingue trois sous-types de Sll en fonction de la symptomatologie dominante :
le Sl avec prédominance de diarrhées (SII-D), le SlI avec constipation (SII-C), le Sll avec

alternance de diarrhées et de constipation (SlI-A). Le Sl post-infectieux (SII-Pl) est un
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guatrieme sous-type désignant un Sll dont l'apparition est consécutive a une infection
gastro-intestinale (Drossman et al., 2002).

B.1.1.b. Symptomatologie

Signes cliniques

Les symptdbmes cardinaux du Sll sont la douleur abdominale, les perturbations du
transit tels que la diarrhée ou la constipation et un inconfort général qui est soulagé par la
défécation. Les symptdmes suivants sont fréquemment retrouvés : ballonnements
résultant d’'un défaut de la propulsion intestinale et apparaissant souvent suite a I'ingestion
de lipides (Serra et al., 2002; Salvioli et al., 2006), éructations, mauvaise haleine, nausée,
fatigue, migraine et anxiéte.

Outre “l'irritabilité” du cblon, le SlI est aussi associé a une hyper-sensibilité de la
partie supérieure du tractus gastro-intestinal (Trimble et al., 1995) ce qui indique
I'existence d’'une HSV chez les patients atteints de Sll. Cette hypothése va dans le sens
de données rapportant une perception accrue des contractions intestinales normales chez
les patients (Kellow et al., 1991). Ce trouble perceptuel serait bien spécifiquement viscéral
car, contrairement au patients fioromyalgiques par exemple, le Sl n’est pas associé a une
hyper-sensibilité aux stimuli nociceptifs somatiques (Cook et al., 1987). Cependant, une
forte composante psycho-somatique existe dans le Sl puisque la perception colique,
eévaluée par le test de distension colo-rectale, est modifiable par I'attention, I'anxiété et la
relaxation (Naliboff and Mayer, 2006).

Signes anatomo-pathologiques

Aucune atteinte structurale, biochimique ou inflammatoire de [Iintestin n’est
rapportée par les techniques anatomo-pathologiques de routine dans le Sll. Cependant,
des analyses plus pointues ont récemment permis la description de caractéristiques micro-
inflammatoires (Kirsch and Riddell, 2006).

Analyses biologiques
L'étude des selles des patients avec un SlI ne révele pas la présence de marqueurs
inflammatoires (Lettesjo et al., 2006). Cependant, il existerait une modification de la flore

fécale des patients atteints avec une concentration diminuée de coliformes, de
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lactobacilles et de bifidobactéries et une concentration augmentée de pseudomonas et
d’entérobactéries (Codling et al., 2009).
A notre connaissance, une seule étude rapporte un profil sérologique pro-

inflammatoire avec une augmentation d’IL6 et d’'IL8 sanguins (Dinan et al., 2006).

B.l.1.c. Diagnostic

Diagnostic d’exclusion

En I'absence de cause biochimique clairement identifiée, il n’existe aucun marqueur
biologique et donc aucun test de laboratoire spécifique du Sll. Le diagnostic du Sll est
exclusivement basé sur la symptomatologie® et 'anamnése. Il faut cependant noter qu'une
eéquipe est pourtant en train de développer un.modele de diagnostic sur la base de
'analyse d'une combinaison de marqueurs sérologiques (Lembo et al., 2009). Compte
tenu du caractére systémique et aspécifique des symptbmes, le faisceau d'indices
cliniques devra étre complété par une démarche d’exclusion des pathologies produisant

des symptomes SllI-like (van Zanten, 2003).

Diagnostic différentiel

Le diagnostic différentiel vise a écarter les pathologies organiques exprimant une
symptomatologie similaire a celle du Sl (Smout et al.,, 2000). Au rang desquelles on
trouve : les infections gastro-intestinales, lintolérance au lactose et les allergies
alimentaires, la maladie coeliaque, le déficit en fer, la MC, la diverticulite, la fiboromyalgie,
le syndrome de fatigue chronique, les parasites, la tourista (ou diarrhée du voyageur —
billet retour). La plupart de ces maladies peuvent étre identifices par les analyses

classiques d’'urine, de selles ou de sang.

Critéres diagnostiques
Afin de faciliter le diagnostic, plusieurs criteres ont été proposés. Le diagnostic

selon les criteres de Manning repose sur la présence ou l'absence des symptomes

! L’hyper-sensibilité colique est régulierement proposée comme marqueur biologique pour ses bonnes
sensibilité et prédictivité mais elle ne serait en fait pertinente que pour le SlI-D et serait peu spécifique car
trés sujette a variation sous l'influence des processus de vigilance et d’anticipation.
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douloureux et intestinaux (Manning et al., 1978). Cependant, ces criteres ont une
sensibilité et une spécificité faibles (58 et 74% respectivement) (van Zanten, 2003) ce qui
a conduit a établir des critéres de référence prenant en compte le décours temporel des
symptémes et permettant la discrimination du Sl par rapport aux maladies intestinales
organiques. Ces criteres, appelés criteres de Rome, sont réactualisés tous les 10 ans et
font du diagnostic du Sll un diagnostic d’inclusion. Les criteres de Manning, de Rome |
(Thompson et al., 1989), de Rome Il (Thompson et al., 1999) et de Rome Il (Drossman et

al., 2006) sont présentés dans le Tableau XI.

Critéres diagnostiques du Sll (basés sur la symptomatologie)

Critéres de Manning (1978) Critéres de ROME | (1994) Critéres de ROME Il (2000) Critéres de ROME 1l (2006)
Symptomatologie stricte Symptomatologie stricte Fréquence des symptdmes Fréquence des symptémes
(1) Douleur abdominale soulagée Au moins 12 semaines avec les symptdmes Au moins 12 semaines de géne et/ou Au moins 12 semaines de géne et/ou
par la défécation suivants, de fagon continue ou épisodique : douleurs abdominales, continues ou douleurs abdominales, continues ou

2) Sl 7 PR . épisodiques, sur une période de 12 mois et épisodiques, sur une période de 6 mois et
(¢ elles molles au début des épisodes

associées a au moins 2 des 3 associées a au moins 2 des 3
douloureux caractéristiques suivantes : caractéristiques suivantes durant les 3
épisodes douloureux derniers mois:

(3) Selles plus fréquentes au début des
-douleur abdominale ou géne : (1) soulagée par la défécation ou (2) associée a un changement dans la fréquence des selles ou (3)
(4) Distension abdominale associée a un changement dans la consistence des selles

(5) Passage de mucus dans les selles X . '
-au moins 2 de ces symptdmes, sur plus d'un

quart de la période : (1) fréquence, (2) forme
(6) Sensation d'évacuation incompléte ou (3) passage des selles modifiés, (4)
passage de mucus, (5) ballonnements ou
sensation de distension abdominale

Tableau XI. Critéres diagnostiques du Sll.  D’aprés Mostafa 2008; Brandt et al., 2002.

Plusieurs algorithmes diagnostiques ont également été proposés (Camilleri, 2001;
Brandt et al., 2002; Lacy, 2003) et la Figure 5 expose le processus classique d’évaluation

clinique.

B.1.1.d.Poids économique et social

Codt humain

Le Sl n'est pas une maladie grave. Cependant, malgré la bénignité de ses
symptémes, sa chronicité, la survenue brutale des douleurs abdominales et la fatigue qui y
sont associées en font une maladie trés invalidante. Le SlI entraine une perte de la qualité
de vie, un inconfort et un stress chronique. Toutefois, le taux de mortalité des patients est

semblable a celui de la population générale (Hulisz, 2004).

Codt économique
Aux USA, la prise en charge médicale du SllI induit 2 & 20 milliards de dollars de
colts médicaux directs et 20 milliards de dollars de codts indirects (perte de productivité,
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absentéisme) (Sandler et al., 2002). En France, le colt annuel lié directement au Sl est
évalué a 800 euros par patient (Brun-Strang et al., 2007).

Evaluation initiale
-Criteres de Rome llI

-Pas de symptémes alarmant (ex. fievre, perte de poids,
saignements du tractus gastro-intestinal, anémie, historique
familial de MICI ou de cancer)

-Historique des symptdmes (sévérité, durée, historiques
familial et psycho-social ...)

ET

-Test de dépistage de sang occulte dans les selles, de parasites et
d’ceufs, analyse de la vitesse de sédimentation, du taux de TSH

-Coloscopie ou sigmoidoscopie uniquement si indispensable

|

Test diagnostic basé sur le symptéme
prédominant et la sévérité de la maladie

Constipation Diarrhée Douleur/Gaz
Sévere Sévere /Ballonnements
Test de transit de Biopsie et
Sitzmark si mouvements recherche de
intestinaux faibles marqueurs
. d’'inflammation ou
sinon :
de parasites
Proct’ograp.hle de Analyse des
défécation
selles

Mesure de I'angle

Test de sensation
recto-anal

rectale

Figure 5. Evaluation clinique du Sll.  D’aprés Drossman et al., 2002.

B.1.2. Epidémiologie
Ces données ont d'importantes implications financieres pour la sécurité sociale au

regard de l'incidence et de la prévalence trés élevées dans les populations occidentales et

de l'inefficacité des traitements (Drossman et al., 2002).

45



Chapitre 1. Pathologies coliques douloureuses - SlI - Description

B.1.2.a. Incidence et prévalence

Incidence et prévalence

Aux USA, l'incidence est évaluée a 0,2 a 1% par an et la prévalence serait de 3 a
20% selon les études (Brandt et al., 2002; Drossman et al., 2002). Cette variabilité de
l'incidence et de la prévalence est due a l'analyse des données (entretien clinique ou
guestionnaire), au choix des criteres de diagnostic (Rome I, Il ou Ill), a la non-
représentativité des échantillons®, aux facteurs culturels, & la présence et au degré de
douleur qui rendent les études épidémiologiques difficiles a interpréter.

Des caractéristiques sont cependant définissables. L'’age d’apparition du SlI
s’échelonne entre 25 et 40 ans avec une médiane a 35 ans mais son déclenchement peut
avoir lieu a tout age. Sa prévalence décline avec les années. Le Sl est ainsi peu
diagnostiqué aprés 60 ans, probablement parce que les maladies organiques prennent
alors le pas sur les troubles plus bénins (Bennett and Talley, 2002). Il n'y a pas de forme
infantile mais les adolescents et les collégiens sont sur-représentés, hypothétiquement
parce qu’ils seraient plus exposés au stress chronique des études. La prévalence du SlI
semble étre identique en Ameérique, en Asie et en Europe méme si certains foyers trés
touchés ont été décrits au Mexique. Il touche aussi bien les Caucasiens, les Africains et
les Asiatiqgues sans distinction raciale ou ethnique. Enfin, les prévalences des différents
sous-type de SllI (SlI-D, SII-C et SlI-A) sont identiques.

Sex ratio

Le Sll est plus souvent diagnostiqué chez les femmes, notamment la forme SII-C. Il
y a une forte prédominance féminine avec un sex ratio établi a 2:1 pour les diagnostics
réalisés grace a des questionnaires et a 3-4:1 pour les diagnostics réalisés en cabinet®
(Chial and Camilleri, 2002).

! par exemple, aux USA, prés de 70% de la population n’a pas accés aux soins médicaux.

% Cette différence pourrait s’expliquer, en partie, par le fait que les femmes recherchent plus souvent la prise
en charge et les avis médicaux que les hommes.
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B.l.2.b. Morbidité

Maladies inflammatoires, systémiques et essentielles

La qualité de vie des malades du Sl est tres souvent encore détériorée par la co-
existence de migraines, de fibromyalgie, de syndrome de fatigue chronique, de dyspepsie,
de maladie coeliaque, de MC, d’endométriose ou de cystite interstitielle. Rappelons qu'il
n’existe aucune preuve de prévalence accrue de Sll dans les familles atteintes de MICI ;
et réciproquement. Le Sll est également fortement associé a un historique de chirurgie

abdominale, pelvique ou biliaire (Riedl et al., 2008).

Troubles psychiatriques

Cause ou conséquence, les symptdbmes sont souvent intimement liés a des
événements de vie traumatisants et a des troubles d’ordre psycho-somatiques. Recherche
pathologique d’attention médicale, hypocondrie, historigue d’abus moraux, sexuels ou
physiques, amplification somato-et viscéro-sensorielle, alexithymie ainsi que dépression,
anxiété et phobies (Porcelli, 2004; Kovacs and Kovacs, 2007) sont frequemment retrouveés

chez les malades de SlI.

B.1l. Etiologie

L’étiologie du Sl est presque completement inconnue. Contrairement aux MICI,
'absence de substrat biologique pouvant expliquer le développement et I'expression du
Sl ne permet pas I'exploration de pistes physio-pathologiques concrétes. Les différentes
formes cliniques du SlI sont difficilement explicables par une cause commune aux
symptémes, telle que I'hyper-sensibilité colique qui de plus n’est pas systématiquement
observeée.

Le SII est une pathologie multi-factorielle. L’inter-relation entre des facteurs
génétiques, environnementaux (flore commensale, infection) et culturels (nutrition) est
conciliable avec I'hypothése d’'une dérégulation de lI'axe cerveau-intestin, hypothése la
plus prometteuse actuellement et supportée par les récentes découvertes de signes

micro-inflammatoires dans le SlI.
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B.1l.1. Génétique

B.ll.1.a. Etudes familiales

Les études d’agrégation du Sll au sein de familles montrent un risque multiplié par
2 a 3 de développer un TFI si un apparenté est lui-méme touché (Saito and Talley, 2008).
L’existence d’'une réelle contribution génétique au Sll a été mise en évidence par deux
études chez les jumeaux qui rapportent un risque 2 fois plus élevé chez les jumeaux
monozygotes que chez les dizygotes (Morris-Yates et al., 1998; Levy et al., 2001).
Cependant, méme chez les jumeaux, la présence du Sll chez le pére ou la mere est un
meilleur prédicteur que sa présence chez un jumeau. Ces résultats suggéerent que le role

des genes est mineur dans I'étiologie du SlI.

B.1l.1.b. Etudes d’association et de liaison génétiques

Les études d'association et de liaisons génétiques restent encore trés peu
nombreuses et ont échoué a mettre en évidence un géne causal, principalement parce
gue les difféerents phénotypes de SllI et les facteurs environnementaux permettant
d’identifier des genes d’intérét sont encore mal définis (Park and Camilleri, 2005). Malgrée
cela, la recherche génétigue naissante dans le Sl a mis en avant quelques génes
candidats. Des polymorphismes ont été retrouvés dans les génes codant les cytokines
anti-inflammatoires IL10 et TGFB1 (Gonsalkorale et al., 2003), dans les génes codant le
transporteur de la sérotonine SERT, les récepteurs adrénergiques a2A et a2C (Camilleri
et al., 2002; Coates et al., 2004) qui ont un réle dans la régulation de la motricité
intestinale et dans le gene codant le canal sodiqgue SCN5A (Na,1.5) dont I'expression
dans les cellules interstitielles de Cajal et dans les muscles lisses circulaires de lintestin
humain suggere un rdle moteur (Saito et al., 2009). Les patients ayant des mutations du
géne SCN5A mentionnent plus souvent des symptbmes gastro-intestinaux, en particulier
de la douleur abdominale (Saito et al., 2009).
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B.11.2. Environnement biologique

B.1l.2.a. Infections

L’infection par des organismes pathogénes détériore la muqueuse intestinale et
altére la composition de la flore commensale ce qui peut induire une dysfonction
intestinale prolongée. Six a 17% des patients déclarent que leurs symptémes de Sll ont
commencé aprés une infection ce qui est cohérent avec les études prospectives qui
montrent une forte incidence de SlI-PI aprés une gastro-entérite (Spiller, 2007).

La gastro-entérite d'origine virale est un facteur de risque important de
développement de SlI-Pl (Chaudhary and Truelove, 1962; Parry et al., 2003a, 2003b).
Aprés une gastro-entérite aigué, 7 a 32% des sujets développent des symptomes de type
Sll a long terme (Spiller et al., 2000; Spiller, 2003b). La virulence, le sexe féminin, le jeune
age, la durée et I'usage d'antibiotiques pendant l'infection sont des facteurs aggravants
(Neal et al., 1997).

Chez les patients présentant un Sll post-dysenterie, le lien entre infection préalable
et développement d’'une inflammation chronique est confirmé par la présence persistante
de cellules neuro-endocrines et de lymphocytes T dans la muqueuse rectale et par
laugmentation de la perméabilité intestinale (Spiller et al., 2000). Les bactéries
responsables de ces gastro-entérites sont Helicobacter pylori (Gerards et al., 2001) ou les
bactéries du genre Campylobacteria (Spiller et al., 2000), Salmonella (McKendrick and
Read, 1994; Mearin et al., 2005) et Shigella (Wang et al., 2004; Spiller, 2007).

B.11.2.b. Dysbiose

Plusieurs études ont mis en évidence I'existence d’'une prolifération excessive des
bactéries commensales de lintestin gréle dans le SlI grace au test d’expiration de
lactulose (Riordan et al., 1996; Pimentel et al., 2003). Des études de la microflore fécale
rapportent un exces de bactéries coliformes et un ratio aérobie/anaérobie augmenté chez
les patients atteints de SII (Malinen et al., 2005; Matto et al., 2005). A linverse, les
bactéries des genres Coprococcus, Collinsella, Lactobacillus et Coprobacillus sont

retrouvées a un niveau réduit dans les féces (Kassinen et al.,, 2007). Ces résultats
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suggerent qu'un déséquilibre des populations bactériennes commensales pourrait étre
impliqué dans le Sll. L'existence d’une telle dyshiose est étayée par des modifications de
la concentration fécale en carbohydrates (acétate, propionate et butyrate), qui sont des
substrats énergétiques de la microflore, chez les patients SlI-D (Mortensen et al., 1987;
Treem et al., 1996).

B.11.3. Environnement socio-psycho-culturel

B.11.3.a. Régime alimentaire

Bien gu’aucune étude clinique contrdlée randomisée n’ait confirmé cette hypothese,
le réle des aliments dans la symptomatologie du Sll a souvent été évoqué. L'excés de
nourriture, et principalement de carbohydrates et de lipides, associé a un défaut de fibres
alimentaires serait responsable d’'une sur-production de gaz chez les patients (Dapoigny
et al.,, 2003). De plus, I'hypothése d'une allergie alimentaire est tres fréquente et
l'intolérance au lactose est souvent décrite chez les malades. Les disaccharides (frutose
ou sorbitol) peuvent entrainer une diarrhée osmotique. Oignon, choux, petit pois, poivre,

caféine et alcool sont les autres aliments suspectés (Burden, 2001).

B.11.3.b. Troubles psychologiques

Les patients avec un SlI présentent fréquemment des troubles psychologiques. La
somatisation, I'anxiété, 'hypochondrie, la dépression et les phobies sont communes chez
les patients (Porcelli, 2004). Cependant, des études de larges cohortes de patients ont
permis de mettre en évidence que ces troubles psychologiques ne concernent qu’une
sous-population de malades qui recherche des soins médicaux et en particulier I'avis de
spécialistes (Gaynes and Drossman, 1999; Herschbach et al.,, 1999). En revanche,
I'historique d’'abus sexuels ou physiques et d'événements émotionnels intenses et
nombreux au cours de la vie est une donnée épidémiologique solide (Drossman et al.,
1996a; Drossman et al.,, 1996b). Cependant, si le stress affecte la fonction digestive
motrice et la perception viscérale (Monnikes et al., 2001) et ce, avec d’autant plus
d’intensité que le sujet est jeune (Ladd et al., 2000), il est plus probable qu’il soit
responsable d’'une aggravation des symptdmes que de leur cause (Bennett et al., 1998).
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B.lll. Traitements

Non seulement le Sll n'est associé a aucun marqueur biochimique mais de plus,
aucun facteur de risque ne semble robustement corrélé a son apparition. Encore plus
problématique, I'effet placebo est tres important dans le SlI puisque les pourcentages de
réponse au placebo des différents traitements proposés pour le Sll s’échelonnent de 20 a
70% lors d’études controlées randomisées (Akehurst and Kaltenthaler, 2001). Cette
réponse placebo ne s’atténue pas avant plusieurs mois et peut persister jusqu'a 1 an.
Jusqu'a 30% de cette réponse est maintenue alors méme que l'aveugle est dévoilé aux
patients. Ces résultats montrent a quel point I'aspect psychologique est important dans le
SlI et pourquoi la recherche de traitements de fond reste relativement vaine.

B.1ll.1. Stratégies thérapeutiques

En dépit de lignorance de I'étiologie du Sll, de nombreux traitements ont été
développés. L'ensemble de ces traitements est décrit pour revues par (Jailwala et al.,
2000; Kamm, 2002; Floch, 2003; Talley, 2003; Johanson, 2004). La galénique et la
posologie sont décrites dans le détail par Spiller et al. (Spiller, 2003a).

La premiére étape de la prise en charge des patients atteints de Sl est d’établir un
diagnostic positif du syndrome. Le choix du traitement est ensuite déterminé par le type et
la séveérité de la symptomatologie ainsi que par I'importance des facteurs psychologiques
(Figure 6) (Delvaux and Gay, 2005).

‘ Diagnostic d’IBS (critéres cliniques) ‘

| ) !

Premier traitement — Echec —» Patient déja Suspicion
Episodes non fréquents en traitement de troubles
1 psychologiques

Nouvelles médications

Antispasmodiques, ) tripycliques

régulateurs du transit, a faibles doses ‘ :

nouvelles molécules ? ‘ \ Diagnostic
< psychiatrique
Echec |

Succes trait t répété si besoi \‘
ucces. rai eme‘n répété si besoin SSRI o ‘ Peychothérapio ‘
Traitement a la demande . :
tricycliques

Figure 6. Stratégies thérapeutiques dans le SIl.  Delvaux & Gay, 2005.
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B.11l.2. Traitements non pharmacologiques

B.1ll.2.a. Diéte et hygiéne de vie

Régimes d’exclusion

Certains produits tels que le café (qui stimule la motilité colique et la sécrétion
gastrique), les sodas, I'alcool (qui induit une diarrhée en diminuant le temps de transit par
des mécanismes neuronaux), le lactose, le mais, le blé ou les graisses peuvent contribuer
a la symptomatologie du Sl (Dapoigny et al., 2003). La réduction de la consommation de
ces produits peut s’avérer utile. De méme, dans les cas d’intolérance alimentaire, la mise
en place de diétes d’éliminations ou d’exclusion peut étre bénéfique (Burden, 2001). Les
carbohydrates (fructose, sorbitol, mannitol, xylitol') peuvent induire des diarrhées
osmotiques. Leur ingestion doit étre limitée dans les cas de SlI-D méme si aucune étude
de qualité n’a pu apporter une preuve de malabsorption du lactose ou du fructose dans le
Sll.

Fibres alimentaires et agents de charge

Les fibres alimentaires (20 a 30 g/j) auraient un effet positif sur les symptémes du
SII-C (Camilleri, 2001). Les patients SlI-C ne consomment pas moins de fibres que les
sujets contrbles (Jarrett et al., 1994) mais dans ce sous-groupe, elles allégeraient les
douleurs abdominales en accélérant le transit oro-anal et en diminuant la pression intra-
colique, la contractilité colique et la concentration colique d’acides biliaires. Les fibres de
mais et le son de blé sont les fibres les mieux documentées pour le traitement du SlI
(Burden, 2001). Cependant, les fibres ne sont pas des susbtances inertes et une
consommation excessive de poly-saccharides non-amidonnés insolubles peut provoquer
un inconfort et des ballonnements abdominaux en augmentant le volume résiduel de la
digestion et la production de gaz intestinaux par fermentation bactérienne. Pour cette
raison, des agents de charge leur sont souvent préférés. Les agents de charge sont des

composés autres que l'eau qui lestent une denrée alimentaire sans en modifier

! A titre d’exemple, la consommation excessive de chewing gum au xylitol peut provoquer une diarrhée
osmotique inattendue (cf. House MD, SO02E06).
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sensiblement la valeur calorique. Outre les fibres alimentaires sus-mentionnées, les fibres
solubles végétales comme l'ispaghula et le psyllium (tirés de la plante indienne Plantago
ovata) sont efficaces dans le SlI-C en accélérant le transit intestinal. Le charbon de bois,
le cromoglycate et le calcium poly-carbophile sont également utilisés (Brandt et al., 2002).
Globalement, il semble que les agents de charge et les fibres alimentaires n’ont pas plus
d’effet que le placebo (Burden, 2001).

B.111.2.b. Pro- et pré-biotiques

La description des SlI post-dysenterie a permis I'émergence de I'hypothese gu’'une
dysbiose pourrait induire le développement du Sll. Des recherches portent ainsi sur le ré-
equilibrage des populations bactériennes commensales grace a l'utilisation de pré- et de
pro-biotiques (Camilleri, 2008; Moayyedi et al., 2008).

Parmi les nombreux micro-organismes introduits dans les produits laitiers fermentés
pour améliorer la physiologie digestive, les pro-biotiques les plus utilisés sont des genres
Lactobacillus et Bifidobacteria. Ces micro-organismes contribuent au maintien de l'intégrité
de la muqueuse par la synthese de vitamines K et B et au transit intestinal en stimulant la
production d’acides biliaires et en assurant la fermentation des résidus indigestibles. Les
essais étudiant I'effet des pro-biotiques sur le Sll indiquent une tendance a I'atténuation
des symptdmes (Floch, 2005). L'utilisation du mélange VSL#3® (Kim et al., 2003; Kim et
al., 2005), du mélange Escherichia coli + Enterococcus faecalis (Enck et al., 2008) ou de
Lactobacillus acidophilus (Sinn et al., 2008) pendant quelques semaines améliore la
symptomatologie globale chez les patients. Les pro-biotiques sont un traitement alternatif
a prendre en compte car dépourvu d’effet indésirable.

Les pré-biotigues sont également une option thérapeutique par leur effet
symbiotigue avec les pro-biotiques. En dépit du manque détudes disponibles
actuellement, le son et les fructo-oligo-saccharides semblent porteurs de promesses
(Macfarlane et al., 2009). Un trans-galactooligosaccharide (Silk et al., 2009), des produits
industriels Actilight® contenant un oligosaccharide a chaine courte (Colecchia et al., 2006)
et le produit Prescript-Assist® contenant un mélange pré-/pro-biotiques (Bittner et al.,

2007) sont capables de soulager les symptémes.
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B.111.3. Traitements pharmacologiques

B.111.3.a. Agents affectant le transit intestinal

Agents pro-kinétiques (laxatifs)

En fonction de la sévérité de la constipation, on pourra utiliser dans un premier
temps les fibres alimentaires (25g/j) puis des laxatifs osmotiques comme le lait de
magnésium, le sorbitol ou le poly-éthylene glycol. D'autres laxatifs tels que I'ispaghula, la
sterculia, le bisacodyl, la phénolphtaléine, le danthron ou l'acide ricinoléique pourront

egalement étre utilisés (Brandt et al., 2002).

Anti-diarrhéiques

Le lopéramide, la codéine et le diphénoxylate sont des agonistes des récepteurs p-
opioidergiques périphériques et exercent leur action sur les neurones des plexi
myentériques de l'intestin. Ces drogues peuvent étre utilisées pour le traitement du Sl a
prédominance diarrhéique qui est associé a une accélération des transits du gréle et du
cblon proximal. Le loperamide (2 a 4 mg, 1 a 4 fois/j) est un opioide synthétique qui
diminue le transit intestinal, augmente la réabsorption d’eau et d’ions et augmente le tonus
du sphincter anal au repos (Brandt et al., 2002). Le lopéramide est préférable au
diphénoxylate qui contient de l'atropine et par conséquent peut induire des effets
indésirables (dysfonction de la vessie, glaucome, tachycardie...) et a la codéine qui peut
franchir la barriere hémato-encéphalique et induire des effets centraux.

La choléstyramine est un agent séquestrant des sels biliaires. La malabsorption des
sels biliaires au niveau de l'iléon provoque un afflux osmotique d’eau dans le célon et une
diarrhée. La choléstyramine prévient cet afflux en rendant les sels biliaires insolubles.
L'utilisation de la choléstyramine est limitée par sa tres mauvaise compliance liée a son

mauvais godt et sa mauvaise palatabilité (Camilleri, 2001).

Relaxants des muscles lisses

Les relaxants des muscles lisses (ou anti-spasmodiques) diminuent le péristaltisme
intestinal et peuvent étre prescrits dans les cas de diarrhée, de ballonnements et de
douleur abdominale. Deux grandes familles sont distinguées: les anti-cholinergiques

muscariniques et les bloqueurs des canaux calciqgues de type L. De nombreux anti-
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cholinergiques muscariniques existent : dicyclomine, hyoscyamine, le bromure de
cimétropium, le bromure de propanthéline, la mébéverine, la trimébutine et la teinture de
belladonne (Brandt et al., 2002). Les antagonistes des canaux calciques sont le bromure

d’octylonium, le bromure de pinavérium et la nifedipine (Brandt et al., 2002).

B.111.3.b. Modulateurs sérotoninergiques

Agents psychotropes

Le traitement du Sll fait appel a deux familles d’agents psychotropes : les anti-
dépresseurs tricycliques (ADTC: amitriptyline, désipramine, imipramine, doxépine,
nortryptiline, fluphénazine, venlafaxine, mirtazapine) et les inhibiteurs sélectifs de la
recapture de la sérotonine (ISRS : fluoxétine, sertraline, paroxétine, citalopram). Leur
emploi se justifie par leur triple effet : (1) sur la prise en charge médicamenteuse des
affections psychiatriques co-morbides (dépression, anxiété...) ; (2) sur la physiologie du
tractus gastro-intestinal (sensibilité, motilité et sécrétion) et (3) sur la perception centrale
de la douleur viscérale (Fishbain, 2000; Hobson and Aziz, 2007). Employés a des doses
plus faibles que celles utilisées pour la dépression, les ADTC et ISRS diminuent 'HSV
indépendamment de leurs propriétés antidépressives (Fishbain, 2000). Hormis la douleur
abdominale, les ADCT ne montrent pas plus d’effet que le placebo pour le soulagement
global des symptomes (Jackson et al., 2000; Clouse, 2003), probablement parce que les
essais cliniques entrepris jusqu’a présent sont de courte durée et n’incluent que trop peu
de patients (Brandt et al., 2002). De plus, les propriétés anti-cholinergiques des ADTC
provoquent des effets indésirables tels que constipation, somnolence, incontinence et
assechement des muqueuses ce qui limite leur utilisation sur la durée. Dans certains cas
de patients SII-D ayant des symptdbmes séveres ou réfractaires, les ISRS peuvent

représenter une alternative aux ADTC.

Antagonistes des récepteurs 5HT3

Les sétrons (alosétron, cilansétron, granisétron, ondansétron et tropisétron) sont
des antagonistes des 5HT3R et permettent de soulager les symptdomes douloureux dans
le SlII en inhibant la motricité intestinale et la douleur abdominale. lls provoquent un
ralentissement du transit colique sans modifier le temps de transit intestinal ni le temps de

vidange gastrique (Zighelboim et al.,, 1995). L'effet anti-diarrhéique des sétrons
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s’expliquerait par une augmentation de la réabsorption d’eau (Banner and Sanger, 1995)
tandis que l'effet antalgique s’expliquerait par une diminution de la sensibilité colique (Prior
and Read, 1993) mais aussi probablement par le blocage du message nociceptif viscéral
transduit par les 5HT3R spinaux (Bueno et al., 2007). Cependant, en raison d’'important
effets indésirables, et en particulier du développement de colites ischémiques, les sétrons
n’'ont pas obtenu l'autorisation de mise sur le marché (AMM).

Agonistes des récepteurs 5HT4

Le tégasérod et le cisapride sont des agonistes partiels des 5HT4R. lls ont des
effets pro-kinétiques sur le tractus gastro-intestinal en stimulant le réflexe péristaltique
(Prather et al., 2000), en accélérant les transits intestinal et colique et en diminuant le
niveau d’activation des afférences rectales. lls ont également un effet antalgique en
réduisant la sensibilité viscérale (Coffin et al., 2003) et peuvent ainsi améliorer la
symptomatologie des patients avec un SlI-C. Le tégasérod s’est montré plus efficace que
le placebo chez la femme avec SII-C dans plusieurs études randomisées controlées
(Brandt et al., 2002). Mis sur le marché américain en 2002, le tégasérod a ensuite été
interdit par la Food and Drug Administration (FDA) aprés gu'il ait été associé a l'induction
de diarrhées sévéres et de troubles cardio-vasculaires graves. De la méme facgon, le
cisapride n’a pas été commercialisé car son utilisation s’accompagne de forts risques
cardio-vasculaires. L'agoniste total prucalopride a été peu étudié. Il a également un effet
pro-kinétique sur le cblon et accélere le transit mais, s'il pourrait s’avérer utile dans les cas

de constipation, aucun effet sur la douleur n’a été décrit a ce jour (Brandt et al., 2002).

B.111.3.c. Médicaments en cours d'évaluation clinique

Agonistes des récepteurs 5HT1

La buspirone (agoniste 5HT1A, anxiolytique) et le sumatriptan (agoniste 5SHT1B et
1D, anti-migraineux) réduisent les réponses colique et gastrique a la distension et
pourraient avoir un role a jouer dans le traitement du SlI. La buspirone a de plus des effets
anxiolytiques pouvant compléter son action sur la symptomatologie du Sl (Kamm, 2002).
Antagoniste du récepter CCK1

La cholécystokinine (CCK) est une hormone peptidique sécrétée par la muqueuse

intestinale du duodénum et du gréle. Ses récepteurs CCK1 et CCK2 sont localisés dans le
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systeme digestif ou ils médient les contractions de la vésicule biliaire et la libération des
enzymes pancréatigues et gastrigues suite a l'ingestion de protéines et de lipides. Dans le
systeme nerveux central, ils participent a la genése de la nausée et de la satiété
(Szewczyk and Laudeman, 2003). Les antagonistes du CCK1 comme le dexloxiglumide
facilitent la vidange gastrique, inhibent les contractions de la vésicule biliaire, accélérent le
transit colique et réduisent la sensibilité colique chez les patients avec Sll et chez les

sujets sains (Scarpignato and Pelosini, 1999; Cremonini et al., 2005).

Antagonistes des récepteurs aux tachykinines

Les tachykinines (substance P et neurokinines A et B - SP, NKA et NKB) sont une
famille de neuro-peptides dont les effets sont médiés par les récepteurs aux tachykinines
NK1, NK2 et NK3. Présentes au niveau des muscles lisses, des neurones intrinseques
excitateurs et des afférences viscérales, elles ont des effets différentiels sur la motilité
gastro-intestinale, les réponses autonomes au stress, sur la sensibilité viscérale et la
transmission du message nociceptif (Improta and Broccardo, 2006). Ces caractéristiques
en font de bonnes cibles thérapeutiques dans le Sl (Lecci and Maggi, 2003). Plusieurs
antagonistes (talnétant, népadutant, maropitant, casopitant) sont en cours de
développement. Chez le volontaire sain, le népadutant (antagoniste NK2) réduit
significativement les altérations de la motricité intestinale induite par la NKA et diminue la

douleur abdominale (Lordal et al., 2001) mais il n’existe encore aucune donnée sur le SlI.

Agoniste a2-adrénergique

La clonidine agit comme un agoniste des récepteurs a2-adrénergiques pré-
synaptiques pour diminuer [I'excitabilité des afférences neuronales. Cette propriété
pharmacologique lui conférerait une action anti-nociceptive (Gentili et al., 2001). La
clonidine ralentit le transit colique, augmente la compliance intestinale et diminue les
seuils de sensibilité a la distension colique chez des volontaires sains (Bharucha et al.,
1997; Malcolm and Camilleri, 2000). Ces effets concourent a réduire la fréquence des
selles et la sévérité des douleurs abdominales chez des patients atteints de SII-D
(Camilleri et al., 2003).

Octréotide
L'octréotide est un octapeptide qui mime [laction pharmacologique de la

somatostatine, hormone inhibant la sécrétion du glucagon, de I'insuline et de 'hormone de
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croissance (Burroughs and McCormick, 1991). En outre, I'octréotide, qui augmente les
seuils de réponse a la distension colo-rectale chez les patients SlI-D, aurait des effets anti-
nociceptifs viscéraux (Hasler et al., 1994). Cependant, I'effet de 'octréotide semble limité a

long terme (Klooker et al., 2007).

Opiacés

Les propriétés antalgiques des opiacés ont naturellement conduit a leur utilisation
pour le traitement des douleurs abdominales. Les agonistes périphériques des récepteurs
opioidergiques ont rapidement été préférés aux agonistes non spécifiques afin de limiter
les effets indésirables et particulierement les effets constipants de la morphine. L’effet
antalgique du tramadol (agoniste des récepteurs U, & et k-opioidergiques) est compléte
par ses effets de type anti-dépresseur tricyclique La fédotozine (agoniste des récepteurs

k) est actuellement en cours d’évaluation clinique (Lembo, 2006).

Agoniste des canaux chlorure

La lubiprostone active les canaux chlorure de type 2, CIC-2, du péle apical des
cellules intestinales et augmente la sécrétion de chlorure et d'eau dans la lumiére
intestinale. Cette augmentation des sécrétions intestinales augmente le péristaltisme et
permet de traiter la constipation chronique. La lubiprostone a été commercialisée aux

Etats-Unis en 2006 mais reste en cours d’évaluation clinique en Europe.

B.lll.4. Traitements alternatifs

L’effet placebo prononcé et la forte co-morbidité des troubles anxieux et dépressifs
dans le Sll ont encouragé le recours aux thérapies psychologiques pour son traitement.
Parmi celles-ci, on trouve : (1) la relaxation, basée sur I'hypothése que le stress stimule le
systeme nerveux autonome (SNA) et exacerbe les symptomes ; (2) le biofeedback qui
permet au patient d’apprendre a percevoir ses sensations rectales pendant la distension et
ainsi a réguler ses mouvements intestinaux ; (3) I'hypnothérapie, basée sur I'hypothése
gue I'hypnose peut induire un état de relaxation durable et affecter positivement la motilité
intestinale ; (4) les thérapies comportementale et cognitive, basées sur I'hypothése que le
patient a appris a répondre au stress en exacerbant ses symptdmes et ayant pour but
d’adapter son comportement afin d’identifier les événements stressants et d’'y répondre de
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facon active et adaptée et (5) la psychothérapie, basée sur I'hypothese que les
symptomes du Sl sont une manifestation psycho-somatique d’événements de vie
traumatisants (Brandt et al., 2002). Les résultats vont dans le sens d’'un effet bénéfique
des différentes thérapies psychologiques. Il semble que les améliorations sont les plus
nettes dans le cas de patients présentant des douleurs avec prédominance de diarrhées
(Guthrie et al.,, 1991). Ces reésultats restent ambivalents sauf pour la thérapie
comportementale qui est plus efficace que le placebo pour soulager la symptomatologie
d’ensemble du SlI (Brandt et al., 2002).

L’ensemble des traitements disponibles du Sll est récapitulé dans le Tableau XII.

Conclusion

Les médicaments ciblant un symptdme précis causé par un mécanisme
physiologique connu comme les relaxants des muscles lisses pour les diarrhées ou les
opiacés pour les douleurs abdominales sont efficaces mais n’ont pas plus d’effet que le
placebo sur les autres symptdmes. Les traitements globaux comme les régimes, les
modulateurs des récepteurs 5HT (sauf I'alosétron qui améliore la symptomatologie du SlI-
D chez la femme (Viramontes et al., 2001) et qui est le seul sétron a avoir obtenu
l'autorisation de mise sur le marché américain) et les thérapies psychologiques souffrent
de nombreux biais. Le manque d’études de qualité ne permet pas d’évaluer I'apport de
ces thérapies en raison de petits échantillons, de I'absence de définition précise des
symptémes, de I'absence d’aveugle et/ou du défaut d’études cliniques.
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T et iels du SII
Classe pharmacologique Agent Cible pharmacologique Symptéme(s) ciblé(s) Contr Potentiel
Anti-spasmodiques Bromure de ci des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée si-C validé
Mébéverine des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Sii-C validé
Trimébutine des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Si-C validé
Bromure d'otilonium des Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Pirenzépine des Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Bromure de pirifinium des Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Rocivérine des Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Dicyclomine des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Si-C en phase clinique
Hyoscyamine des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Si-C en phase clinique
Bromure de des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Si-C en phase clinique
Teinture de des Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Sii-C en phase clinique
Bromure de pinavérium Agent bloquant des canaux calciques de type L Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Sii-C valide
Bromure d'octylonium Agent bloguant des canaux calciques de type L Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée  SII-C validé
Diltiazem Agent bloquant des canaux calciques de type L Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Nifédipine Agent bloguant des canaux calciques de type L Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée  SII-C en phase clinique
Veérapamil Agent bloquant des canaux calciques de type L Douleur abdominale nr en phase clinique
Nicardipine Agent bloguant des canaux calciques de type L Douleur abdominale nr en phase clinique
Huile de menthe poivrée nr Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée nr empirique
Anti L Agoniste des récepteurs p-opioidergiques Diarrhée, urgence fécale SII-C, personnes agées validé
Choléstyramine Agent séquestrant des sels biliaires Diarrhée, urgence fécale sli-c en phase clinique
Codéine Agoniste des récepteurs p-opioidergiques Diarrhée, urgence fécale , personnes agées en phase clinique
Diphénoxylate Agoniste des récepteurs p-opioidergiques Diarrhée, urgence fécale , personnes agées en phase clinique
Anti Sérotonine, noradrénaline Douleur abdominale nr en phase clinique
tricycliques Désipramine Histamine, noradrénaline Douleur abdominale nr en phase clinique
Doxépine Sérotonine, noradrénaline, histamine Douleur abdominale nr en phase clinique
Fluphénazine Dopamine? Douleur abdominale nr en phase clinique
Imipramine Sérotonine, noradrénaline, histamine, dopamine. Douleur abdominale nr en phase clinique
Mépiprazole Sérotonine, noradrénaline, dopamine Douleur abdominale nr en phase clinique
Miansérine Noradrénaline Douleur abdominale nr en phase clinique
Mirtazapine Sérotonine, noradrénaline Douleur abdominale nr en phase clinique
Nortriptyline Noradrénaline, sérotonine Douleur abdominale nr en phase clinique
Venlafaxine Sérotonine, noradrénaline Douleur abdominale nr en phase clinique
Inhibiteurs sélectifs de la Citalopram Sérotonine Douleur abdominale nr en phase clinique
dela i é Sérotonine Douleur abdominale nr en phase clinique
Paroxétine Sérotonine Douleur abdominale nr en phase clinique
Sertraline Sérotonine Douleur abdominale nr en phase clinique
Ligands des récepteurs ala  Alosétron Antagoniste des récepteurs SHT3 Douleur abdominale, diarrhée Sii-C validé
sérotonine Tégasérod Agoniste partiel des récepteurs 5HT4 Douleur abdominale, constipation nr validé
Buspirone Agoniste des récepteurs 5HT1 Douleur abdominale, anxiété nr en phase clinique
Cilansétron Antagoniste des récepteurs 5HT3 Douleur abdominale, diarrhée sli-Cc en phase clinique
Cisapride Agoniste partiel des récepteurs 5HT4 Douleur abdominale, constipation nr en phase clinique
Granisétron Antagoniste des récepteurs 5HT3 Douleur abdominale, diarrhée sll-C en phase clinique
Ondansétron Antagoniste des récepteurs 5HT3 Douleur abdominale, diarrhée sIl-C en phase clinique
Prucalopride Agoniste des récepteurs 5HT4 Constipation Sli-D en phase clinique
Sumatriptan Agoniste des récepteurs 5HT1 Douleur abdominale nr en phase clinique
Tropisétron Antagoniste des récepteurs 5HT3 Douleur abdominale, diarrhée sii-C en phase clinique
Laxatifs Laxatifs osmotiques (sorbitol, lait  Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée SI-D empirique
de magnésium, P!
voir Fibres alimentaires
voir Agents de charge
Fibres alimentaires Mais Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Si-D -empirique
Blé Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Si-D empirique
Son de blé Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée SI-D empirique
Agents de charge Charbon de bois Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée SI-D empirique
Cromoglycate de sodium Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarthée  SII-D empirique
Ispaghula Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée  SII-D empirique
Meéthyicellulose Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée SI-D empirique
Psyllium Transit colique Douleur abdominale, ballonnements, diarthée  SII-D empirique
Diétes d'exclusion Exclusion Graisses, sucres, alcool Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée sli-Cc empirique
Exclusion Fibres Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée sli-Cc empirique
Exclusion Lactose Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée Sii-C empirique
Exclusion Fructose, sorbitol, xylitol... Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée si-C empirique
Pro-biotiques Bifidobacteria Flore commensale Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Escherichia coli Flore commensale Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Enterococcus faecalis Flore commensale Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
L il i Flore Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
VSL#3 Flore commensale Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Pré-biotiques Actilight® (Beghin meiji) Flore commensale Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Prescript-Assist™ (Researched ~ Flore commensale Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Nutritionals®)
Trans-galacto-olig Flore Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Antagonistes du récepteur a Dexloxiglumide Antagoniste des récepteurs CCK1 Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée nr en phase clinique
la Loxi Antagoniste des récepteurs CCK2 Douleur abdominale, ballonnements, diarrhée nr en phase clinique
Opiacés Asimadoline Agoniste des récepteurs K-opioidergiques Douleur abdominale nr en phase clinique
Fédotozine Agoniste des récepteurs K-opioidergiques Douleur abdominale nr en phase clinique
Tramadol Agoniste des récepteurs K-opioidergiques Douleur abdominale nr en phase clinique
Agonistes a-adrénergiques  Clonidine Agoniste des récepteurs a2-adrénergiques Douleur abdominale, diarrhée sil-C en phase clinique
Lidamidine Agoniste des récepteurs a2-adrénergiques Douleur abdominale, diarthée nr en phase clinique
en phase clinique
Antagonistes - Timolol des B Transit nr en phase clinique
adrénergiques Bisoprolol des ré Bl Transit nr en phase clinique
Analogue de la Octréotide Glucagon, insuline, GH... Douleur abdominale nr en phase clinique
somatostatine
Antagonistes des récepteurs Casopitant Antagoniste des récepteurs NK1 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
aux tachykinines CJ-11974 Antagoniste des récepteurs NK1 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Ezlopitant Antagoniste des récepteurs NK1 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Maropitant Antagoniste des récepteurs NK1 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
MEN-11420 Antagoniste des récepteurs NK1 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Neépadutant Antagoniste des récepteurs NK2 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Talnétant Antagoniste des récepteurs NK3 Douleur abdominale, ballonnements nr en phase clinique
Inhibiteur de la Néostigmine Acétylcholine Constipation nr en phase clinique
cholinestérase
des D Antagoniste des récepteurs D2 et D3 Ballonnements nr en phase clinique
a la dopamine
Antagonistes du récepteur ~ Zamifénacine Antagoniste du récepteur muscarinique M3 Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
muscarinique M3 Darifénacine Antagoniste du récepteur muscarinique M3 Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Neurotrophines NT3 recombinante NT3 Constipation nr en phase clinique
Anti-épi Agoniste des canaux calciques (a25) Douleur abdominale nr en phase clinique
Prégabaline Agoniste des canaux calciques (a25) Douleur abdominale nr en phase clinique
T Sensibilité et motricité intestinale Douleur abdominale, transit, anxiété nr empirique
Biofeedback Sensibilité viscérale Douleur abdominale, ballonnements, transit nr en phase clinique
Hypnothérapie Sensibilité et motricité intestinale Douleur abdominale, ballonnements, transit nr empirique
Thérapie cognitivo- Sensibilité et motricité intestinale Douleur abdominale, ballonnements, transit nr empirique
comportementale
Psychothérapie Sensibilité et motricité intestinale Douleur abdominale, transit, anxiéte nr empirique
nr: non renseigné ; PEG: polyéthyléne glycol ; 5HT: sérotonine ; GH: growth hormone ; NT3: neurotrophine 3 ; SlI-D: syndrome de l'intestin irritable & 1 SIC: Sl a d

Tableau XII. Différentes approches du traitement du

SlII.



Chapitre 1. Pathologies coliques douloureuses - Mini-synthése #01

C. Mini-synthése #01

MICI VERSUS S| : VERS UNE ETIOPATHOGENESE COMMUNE?

Ce premier chapitre descriptif a permis de souligner les différences entre les MICI

et le Sll mais aussi I'existence de caractéristiques communes.

Signature inflammatoire des MICI

La principale différence entre MICI et SlI réside dans le fait que les MICI sont des
affections purement organiques alors que le Sll présente une tres forte composante
environnementale. Les symptémes inflammatoires des MICI expliquent tout a la fois
douleurs abdominales, diarrhées et troubles sensori-moteurs intestinaux tandis que leur
origine reste inconnue chez les patients atteints de Sll. Ainsi, cette différence se retrouve
dans le panel de traitements proposés avec, d'un c6té, pour les MICI, des médicaments
ciblant les symptdémes en amont par un mécanisme anti-inflammatoire, et de l'autre, des
meédicaments jouant uniquement sur le ré-équilibrage de la fonction intestinale

défectueuse pour le SlI.

Existe-t-il un continuum entre MICI et SII?

Cependant, les données rapportées dans cette premiere partie introductive
suggerent aussi que les différences entre MICI et Sl ne sont pas si définitives.

En effet, ces deux entités pathologiques partagent I'existence d’'une vulnérabilité
géneétique a l'expression des symptomes. Les genes candidats sont impliqués dans
linflammation aussi bien pour les MICI (NOD2/CARD15, TNFa, IL23R...) que pour le Sli
(IL10, TGFB). L’hypothése d’'une base immunologique dans I'étiologie des MICI mais aussi
dans celle du Sl est d’ailleurs confortée (1) par les données épidémiologiques qui
indiquent que le risque de développer MICI et Sl est augmenté a la suite d’infections
virales ou bactériennes (MICI : Escherichia coli et Mycobacteria paratuberculosis
notamment ; Sll : virus de la gastro-entérite et Helicobacter pylori) et (2) par les
descriptions récentes de signes micro-inflammatoires dans le SlI (infiltration mucosale de
lymphocytes et de mastocytes, implication des IL6 et IL8, sur-expression des CD3+, CD4+
et CD25+). Réciproquement, au-dela des caractéristiques purement inflammatoires des

MICI, lexistence d'un déséquilibre de la flore commensale et I'exacerbation des
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symptdmes des MICI en rémission par le stress et I'anxiété indiquent que des causes
environnementales sont non seulement a I'ceuvre dans le Sl mais aussi dans les MICI.

La Figure 7 présente les mécanismes communs aux étiologies des MICI et du SlI.

oIlr‘lflue!ue genethule I"Siverlte d. ympté Mécani: putatif Niveau

GENES
Troubles cognitifs

Douleur Sl :vigilance, attention

et perception Cortex et

abdominale gyrus cingulaire

MICI Stress et anxiété
MiCl et SII
Axe adréno-
. , Alimentation hypothalamo-
Diarrhée MICl et Sl :

. hypophysaire
sucres et graisses

Troubles sensori-moteurs

MICI :infl. neurogéne

SII :SP,5HT, SERT
Ballonnements

Dysbiose
MICl et SlI : prolifération
bactérienne excessive

Moélle épiniére
et structures
supra-spinales

Inconforts
abdominalet  Infection
rectal MICI:E. coli,S. cerevisiae,
M. paratuberculosis
SlI :Virus de la gastro- Systéme nerveux
entérite, H. pylori périphérique

Dérégulation de la
Flatulences réponse immunitaire

mucosale a la flore

MC:Th1

RCH :Th2

Sl :CD3,CD4 et CD25+ Célon

Inflammation

MC:IL2,IL12, TNF, IFN,NOD
RCH:IL4,IL5,1L13
SlI:IL6?,1L87,1L10?7

SlI-C

Constipation

ENVIRONNEMENT

5HT :sérotonine ; SERT : serotonin transporter ; Th1/Th2 :réponse des lymphocytes T helpers de type 1 et de type 2 ; TNF :tumor necrosis factor ; IFN :interferon ; IL :interleukine ; NOD : nucleotide-binding
oligomerization domain ; MICI : maladie inflammatoire chronique de ['intestin ; MICI-R : MICI en rémission ; SII : syndrome de l'intestin irritable ; SII-PI : SIl post-infectieux ; SII-D : Sll diarrhée ; SII-C : SIl constipation

Figure 7. Roles respectifs de I'environnement et de s genes dans la symptomatologie des MICI et du
SlI.

En fonction de l'implication relative de chaque organe dans la symptomatologie
(cdlon, systeme nerveux périphérique, SNA, systeme nerveux central), la part des genes
et I'influence de I'environnement est variable. On peut cependant noter qu’a linterface
entre genes et environnement, MICI en rémission, SlI-Pl et SII-D ont une expression
cliniue proche. A la lumiere de données clinigues montrant que I'inflammation dans les
MICI peut contribuer a des dysfonctions intestinales motrices persistant au-dela de la
résolution de l'inflammation et conduisant a des symptdmes similaires a ceux du Sli
pendant les périodes de rémission, I'hypothése de I'existence d’'un continuum entre MICI
et Sll a été proposée (Quigley, 2005b). Ce continuum irait du SlI-D (pas d’inflammation,

étiologie plutdt environnementale) aux MICI (inflammation stricte régie par les genes). Les
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chainons intermédiaires seraient constitués du SlI-Pl (micro-inflammation, causes
environnementales précipitant la maladie en synergie avec un génotype vulnérabilisant) et
des MICI en rémission. La mise en évidence des mécanismes sous-jacents est donc une
voie prometteuse qui pourrait permettre (1) de prévenir le développement des MICI a partir
d’'un état pathologique préalable (ex. identification et prise en charge précoce d'un SlI-Pl)
et (2) de définir de nouvelles cibles pour le traitement du SlI (ex. modulation du systeme

immunitaire).
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CHAPITRE 2. MECANISMES DE L’'HYPER-SENSIBILITE VISCERALE

Le deuxieme chapitre de ce mémoire s’attache a I'étude des mécanismes
inflammatoires et modulateurs des fonctions sensori-motrices intestinales pouvant
expliquer la symptomatologie des MICI et du SlI. L’objectif est de mettre en évidence des
mécanismes permettant de jeter les bases d’une physio-pathologie commune aux MICI et
au Sll et ainsi de définir un éventuel continuum étio-pathogénique de ces maladies. Pour
cela, nous allons évoluer de la périphérie (cblon, systeme nerveux entérique et ganglions
spinaux) ou ont lieu les phénomenes inflammatoires et les interactions neuro-immunitaires
vers les structures nerveuses complexes (MEp, tronc cérébral et cerveau) ou s’opérent

l'intégration et la modulation des informations sensorielles (Figure 8).

Centres supra-spinaux

B

Inflammation

Infection

Allergénes alimentaires
Perméabilisation intestinale
Dyshiose

Acides biliaires

Acides gras a chaine courte

Stress
Abus physiques et sexuals

et Changements

RIFHERIGL neuro-plastiques :
canaux ioniques, RCPG,
neurotrophines

Altérations sensori-motrices

Mugqueuse colique Moélle épiniére
et
Systéme nerveux entérique

Figure 8. Niveaux anatomiques ou s’opérent les méca  nismes de 'HSV. Les mécanismes inflammatoires
(infections, allergies) et les atteintes intestinales (perméabilisation de I'épithélium par les bactéries
commensales ou les produits de la digestion) se déroulent au niveau de la muqueuse colique ou ils
provoquent des troubles sensori-moteurs en altérant le fonctionnement du systeme nerveux entérique. Les
phénomeénes de sensibilisations périphérique et centrale (neuro-plasticité, potentialisation a long terme)
s’operent dans les GRD et la MEp tandis que les effets du stress et la modulation de la nociception prennent
naissance dans les centres supra-spinaux (cerveau et tronc cérébral). AGCC, acides gras a chaine courte ;
GRD, ganglions rachidiens dorsaux ; RCPG, récepteurs couplés aux protéines G.
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A. Colon

Centres supra-spinaux

SENSIBILISATIONS
CENTRALE
ET
PERIPHERIQUE

HYPER-SENSIBILITE
COLIQUE

Muqueuse colique Moélle épiniére
et
Systéme nerveux
entérique

Le coblon est le lieu de I'HSV dans les MICI et le Sll. Alimentation, dysbiose ou
infections peuvent “irriter” la muqueuse colique et sont autant d'agents conduisant
potentiellement a I'inflammation. Il en résulte un dysfonctionnement du systéme nerveux
entérique propice au développement de troubles sensori-moteurs intestinaux.
Réciproquement, l'altération des messages efférents du systéme nerveux central (SNC)
ou la sensibilisation croisée entre le célon et un autre organe viscéral peut conduire a la

sensibilisation des terminaisons nerveuses dans le colon.

A.l. Perte dhoméostasie de la flore commensale

Chez les patients avec une MICI, les nombreuses mutations retrouvées soit dans
des génes codant pour des récepteurs impliqués dans la reconnaissance immunitaire de
produits bactériens soit dans des genes codant pour des protéines impliquées dans la
modulation de la réponse des lymphocytes T par les cellules dendritiques sont des
arguments en faveur d'une origine bactérienne au développement de l'inflammation
colique. Cette hypothése est confortée par le déséquilibre des populations bactériennes
intestinales décrit chez les patients, d'ailleurs également rapporté dans le Sll. Trois

mécanismes peuvent conduire a une rupture de tolérance a la flore commensale : (1) une
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dysbiose favorisant I'expansion de bactéries pathogénes, (2) une translocation
bactérienne excessive et (3) une perméabilisation de la barriére épithéliale conduisant a

l'activation de la réponse immunitaire muqueuse.

A.l.1. Dysbiose

A.l.1.a. Flore commensale

La flore commensale est composée de plusieurs centaines de milliards de micro-
organismes répartis tout le long du tractus digestif (Berg, 1996). La flore colique est trés
diversifiée. Elle est composée de plus de 400 espéces bactériennes dont la plupart sont
anaérobies et appartiennent aux grands groupes des Bactéroides (genres Cytophagia,
Flavobacterium et Bacteroides) et des Firmicutes (genre Clostridium et Eubacterium). La
population bactérienne aérobie est composée essentiellement d’entéro-bactéries et de
lactobacilles. Les bactéries commensales sont nécessaires au bon fonctionnement du
systeme digestif (Guarner and Malagelada, 2003). Elles modulent I'expression de génes
impliqués dans I'absorption des nutriments, renforcent la barriere muqueuse et participent
au métabolisme xénobiotique, a I'angiogenése et a la maturation intestinale post-natale.
Cette relation symbiotique est établie durant les 3 premieres années de vie aprés la
colonisation du tube digestif stérile du bébé et s’Taccompagne d’'une maturation du systeme

immunitaire muqueux (tolérance a la flore commensale).

A.l.1.b. Déséquilibre de la flore commensale

Un changement qualitatif dans la composition de la flore intestinale (dysbiose)
pourrait provoquer un déséquilibre de la balance microbienne et activer la réponse
immunitaire muqueuse dans les MICI et/ou dans le Sll. Ainsi, chez les patients en
rémission de MC, linstillation d’'une flore fécale autologue dans une région intestinale ne
présentant pas une flore de méme composition (ex. du cblon vers l'iléon) provoque une
réaction inflammatoire de la muqueuse et I'apparition de lésions aigués caractéristiques
d’'une rechute (D'Haens et al., 1998). De la méme maniere, toute action sur la flore a des
effets symptomatiques : les pro- et pré-biotiques ont des effets bénéfiques (O'Sullivan and
O'Morain, 2000; O'Mahony et al., 2005) tandis que les antibiotiques peuvent avoir des
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effets opposés sur les troubles digestifs selon qu’ils sont absorbables ou non par la
muqueuse (Di Stefano et al., 2000; Maxwell et al., 2002).

De facon intéressante, le méme profil bactérien anormal est observé dans les MICI
(Swidsinski et al., 2002; Sokol et al., 2006; Macfarlane et al., 2009) et dans le SlI (Balsari
et al., 1982; Nobaek et al., 2000) : diminution des Lactobacilli et Bifidobacteria mais
augmentation des anaérobies, Escherichia coli et Bacteroides (voir Chapitre 1).

Les modeles animaux ont confirmé la nécessité de la présence de la flore colique
pour le développement de linflammation intestinale. En effet, le développement d’'une
colite spontanée chez des rats HLA-B27 axénigues ou d’une colite induite par le DSS chez
la souris requiert la présence de la flore luminale (principalement des Bacteroides).
L’'apparition de telles colites est inhibée par un pré-traitement antibiotique mais est re-
amorcée rapidement apres la colonisation par des bactéries commensales aérobies et/ou
anaérobies (Hata et al., 2001; Rath et al., 2001; Elson et al., 2005).

Ces observations montrent gu’un déséquilibre de la flore colique ou tout simplement

sa composition peut avoir une action sur la physiologie intestinale.

A.l.1.c. Effets physiologiques

La dysbiose conduit a une modification des proportions relatives de chaque espéce
bactérienne. Le déséquilibre entre les différentes populations engendre une diminution de
la bio-diversité bactérienne et une sur-production de produits bactériens néfastes. Les
toxines sont capables de causer des douleurs abdominales (Pimentel et al., 2000) et les
gaz résultant de l'augmentation de la fermentation des aliments peuvent contribuer au
dysfonctionnement sensori-moteur de l'intestin (King et al., 1998). Si ce déseéquilibre est
en faveur d’espéces potentiellement pathogenes (comme dans le cas des MICI et du SlI
avec la sur-représentation des Bacteroides et Escherichia coli), la muqueuse intestinale
peut étre colonisée par les bactéries adhérentes. Plusieurs études ont ainsi souligné la
présence d’antigenes bactériens (Macpherson et al., 1996) et 'augmentation du nombre
de bactéries adhérentes ou intra-cellulaires dans [I'épithélium colique de patients
présentant une MICI (Chadwick et al., 2002; Swidsinski et al., 2002; Darfeuille-Michaud et
al., 2004). La présence de bactéries pathogenes (et en particulier E. coli) peut provoquer
une irritation de la muqueuse et une perméabilisation de la barriere épithéliale (Rocha et
al., 2001).
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A.l.2. Bactériophages

La dysbiose peut s’expliquer par lintervention des bactériophages. Présents en
grand nombre dans tout écosystéeme bactérien, les bactériophages exercent une forte
influence sur la diversité et la composition de la population bactérienne (Riley, 2004). lls
peuvent étre impliqués indirectement en favorisant le transfert de gene et la ré-
organisation du génome au sein de la population bactérienne ou directement en tant
gu’agent immuno-modulateur (Gorski et al., 2006).

Une étude récente a comparé la communauté phagique totale associée a la
muqueuse intestinale entre des sujets sains et des patients atteints de MC. Les résultats
montrent que les patients atteints de MC présentent plus de VLP (virus-like particules)
dans les zones saines mais moins de VLP dans les zones ulcérées (Lepage et al., 2008).
Ces données indiquent que, dans les zones non ulcérées, les phages sont produits en
plus grande quantité ou gu'’ils y survivent plus longtemps. Les bactériophages pourraient
donc concourir au déséquilibre des populations bactériennes sur le lieu de [l'atteinte

inflammatoire : I'épithélium muqueux.

A.1.3. Perméabilisation de la barriére épithéliale

La barriére intestinale protege I'organisme des menaces bactériennes potentielles.
Elle est constituée d'un biofilm bactérien, d’'une couche de mucus et de I'épithélium
intestinal au sein duquel se trouvent les défenses immunitaires innées (cellules
dendritiques, cellules de Paneth, macrophages et neutrophiles) (Korzenik and Podolsky,
2006). La Figure 9 présente les principaux mécanismes de défense au niveau de la
mugueuse intestinale.

Dans les MICI, la résistance de la barriere épithéliale est diminuée et sa
permeéabilité est augmentée méme en I'absence d’inflammation chez les individus a risque
(Soderholm et al.,, 2002), notamment ceux présentant une mutation dans le gene
NOD2/CARD15 (Buhner et al., 2006). Parmi les altérations rapportées, on signale un
défaut de sécrétion de mucus (Moehle et al., 2006), un dérangement des jonctions
cellulaires (Hill et al., 2004) et une altération de la production des défensines chez les
patients avec MICI (Ramasundara et al., 2009).

La dégradation de la barriere épithéliale permet Tlinitiation de mécanismes
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pathogéniques en facilitant l'invasion bactérienne dans la muqueuse et en rendant

possible une interaction excessive entre la microflore et le systeme immunitaire muqueux.
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Figure 9. Mécanismes de défense de la barriere épit héliale intestinale. D’apres Cho 2008, Korzenick &
Podolsky 2006. L'invasion de la muqueuse est prévenue par des défenses physiques (couche de mucus
sécrétée par les cellules caliciformes, barriere cellulaire formée par les cellules épithéliales) et par les
cellules immunitaires de I'épithélium (cellules de Paneth et cellules M) et du systéeme immunitaire muqueux
(cellules mono-nucléaires, lymphocytes et cellules dendritiques du déme sous-épithélial). La reconnaissance
des éléments bactériens pathogénes se fait par les récepteurs TLR et NOD. La réaction inflammatoire est
médiée par les cytokines et les facteurs de croissance. TNFa, tumor necrosis factor a ; NOD2 nucleotide
oligomerization domain 2 ; TLR toll-like receptor; GM-CSF granulocyte-macrophage colony stimulating
factor; EGF epithelial growth factor ; ITF, intestinal trefoil factor ; IL interleukine.

A.l.4. Translocation bactérienne excessive

La translocation bactérienne est définie comme le passage de bactéries endogénes
viables de la lumiére du tractus gastro-intestinal vers les nodules mésentériques et les
autres organes internes. Certaines bactéries présentes dans la lumiere intestinale, telles
que E. coli, Enterococcus spp., Clostridium perfringens, Proteus spp. et Bacteroides
fragilis peuvent envahir la mugueuse des patients atteints de MICI et franchir la barriére
epithéliale pour atteindre ensuite les ganglions mésentériques (McGuckin et al., 2009). La
translocation bactérienne participe a la perméabilisation intestinale et induit des

complications septiques et extra-intestinales.
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A.1.5. Perte de tolérance a la flore commensale

Dans les MICI, I'affaiblissement des défenses de la barriere intestinale, conjugué a
une forte pression exercée par des bactéries adhérentes sur-représentées au sein de la
microflore coliqgue, peut conduire a une perméabilisation de la barriere épithéliale
(McGuckin et al., 2009). L’augmentation du nombre de contacts entre la microflore
commensale (et en particulier les bactéries pathogenes) et le systeme immunitaire
mugueux peut provoquer une rupture de la tolérance immunitaire a la flore commensale
(Farrell and LaMont, 2002). Cette perte de tolérance met en jeu I'activation des cellules de
limmunité innée, les lymphocytes T et les cellules dendritiques qui sont sur-activées au
niveau des sites inflammatoires dans les MICI (Hart et al., 2005) ce qui conduit a une sur-
production d’'IL4, IL6, IL12 et de TNFa et a l'activation des lymphocytes T effecteurs,

amorcant ainsi une inflammation locale persistante (Niess, 2008).

A.ll. Dérégulation de la réponse immunitaire intest  inale

A.ll.1. Systeme immunitaire intestinal

Le tissu lymphoide associé a l'intestin (ou GALT gut-associated lymphoid tissue)
permet de discriminer les allergénes bénéfiques et pathogénes et de surveiller les
innombrables micro-organismes au contact de la muqueuse intestinale. Le GALT est
organisé en sites effecteurs diffus (lymphocytes disséminés le long de I'épithélium et de la
lamina propria de la muqueuse) et en organes lymphoides responsables de la phase
d’'induction de la réponse immunitaire (plaques de Peyer, nodules mésentériques et
follicules lymphoides isolés) (Figure 10A) (Mowat, 2003).

Au sein des plaques de Peyer, les cellules M (microfold cells), qui sont des
entérocytes spécialisés sans micro-villosités, peuvent fixer des pathogénes invasifs
comme les bactéries des genres Salmonella, Shigella et Yersinia ou les réovirus pour les
présenter aux cellules dendritiqgues. Les ganglions lymphatiques mésentériques sont de
grande taille et sont composés de follicules de cellules B et de zones T.

La réponse immunitaire intestinale se déroule en quatre grandes étapes : capture
des antigénes, activation des cellules présentatrices d’antigénes (CPA), activation puis
migration et action des effecteurs (Figure 10B). Schématiquement, la reconnaissance des
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antigénes se fait via des récepteurs spécialisés, les récepteurs de reconnaissance de
motifs microbiens (pattern-recognition receptors PRR) qui assurent la détection des motifs
moléculaires associés aux microbes (microbe-associated molecular patterns MAMP)
(Didierlaurent et al., 2005). Les cellules dendritiques activées par I'intermédiaire des PRR
font office de cellules présentatrices d’antigénes (CPA) aux lymphocytes T auxiliaires
CD4+ naifs grace aux molécules du CMH de classe Il. Le jeu de cytokines sécrétées
détermine I'équilibre entre les sous-populations de lymphocytes effecteurs et régulateurs
tout en assurant l'activation des cellules mono-nucléaires. Dans les plagues de Peyer,
sous l'influence des contacts cellulaires, du TGFB et de I'IL10, les cellules B se
différencient en plasmocytes sécrétant des IgA (Mowat, 2003).

La mise en ceuvre séquentielle de la réponse immunitaire indique que plusieurs
étapes sont cruciales pour une réaction adaptée et contrélée du GALT a l'invasion par des
agents pathogenes. Un défaut de la réconnaissance de I'antigéne, un dysfonctionnement
de la présentation antigénique aux lymphocytes, des perturbations de la maturation ou de
la différenciation des sous-populations effectrices sont autant de causes pouvant conduire
a un défaut d’activation ou de régulation de la réponse immunitaire et pouvant ainsi

participer a la pathogenése des MICI.
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Figure 10. Réponse immunitaire du tissu lymphoide a  ssocié a lintestin. Adapté de Mowat 2003. (A)
Sites effecteurs de la réponse immunitaire : tissu lymphoide diffus dans la lamina propria et organes
lymphoides. (B) Activation du GALT (voir les explications au paragraphe A.ll.1.b). SED, déme sous-
épithélial ; DC, cellule dendritique ; CD4+, lymphocyte T4 ; TDA, aire dépendante du thymus.
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A.ll.2. Dysfonction de I'immunité innée

A.ll.2.a. Infections

La fréquence des infections respiratoires, intestinales ou péri-natales est
augmentée chez les malades de MICI (Ekbom et al., 1990; Garcia Rodriguez et al., 2006;
Issa et al., 2008). Bien qu’'aucune étude n’ait permis de définir sans ambiguité le réle de
ces agents infectieux dans les MICI, en revanche, I'implication de Mycobacterium spp.
(Feller et al., 2007) et d’Escherichia coli (Kaper et al., 2004) est fortement associée aux
MICI. Le caractere pathogéne de Mycobacterium spp. et d’Escherichia coli vient de leur
capacité a acquérir des propriétés de virulence envers I'héte.

L’association d’E. coli a la MC est I'une des données les plus solides de I'étiologie
des MICI. Par rapport aux patients controles, E. coli est plus fréquemment retrouvée dans
les granulomes, dans la lamina propria (Boudeau et al., 1999; Darfeuille-Michaud et al.,
2004) et dans les ganglions lymphatiques mésentériques (Laffineur et al., 1992) prélevés
chez les patients atteints de MC. La pathogénicité potentielle des E. coli réside dans
'expression de ces facteurs de virulence qui intensifient leurs capacités d’adhésion et
d’'invasion des cellules eucaryotes et leurs capacités de survie et de prolifération dans les
macrophages (Glasser et al., 2001).

L'infection des muqueuses par les bactéries pathogenes active les défenses de la
barriére épithéliale (cellules épithéliales, cellules de Paneth et cellules dendritiques). Dans
les MICI, l'altération et/ou I'absence de régulation de ces cellules de I'immunité innée
conduit au développement de I'état inflammatoire chronique et aboutit a la destruction des
tissus, a la déstabilisation de I'épithélium et & la dissémination des bactéries dans les

tissus adjacents.

A.ll.2.b. Réponses de la barriere épithéliale

Cellules de I'épithélium

Les premieres défenses de la barriere épithéliale sont affaiblies dans les MICI. Les
cellules épithéliales intestinales constituent le premier rempart contre [Iinvasion
d’organismes pathogenes. En communication constante avec la microflore luminale, elles

sont capables d’identifier des composants bactériens pathogénes grace aux récepteurs
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extra-cellulaires Toll-like (Toll-like receptor TLR) et intra-cellulaires NOD (Nucleotide-
binding Oligomerization Domain NOD1 et NODZ2). Cette activation conduit a la production
des B-défensines (peptides anti-microbiens) et des cytokines pro-inflammatoires TNFaq,
IL8, IL12 et IFNy (Funderburg et al., 2007). 1l existe des mutations des génes HBD (human
beta defensine) et des anomalies de la production des (-défensines par les cellules
épithéliales dans les MICI (Fellermann et al., 2006) et dans le Sll (Langhorst et al., 2009).
Cette sur-production est le signe d’'une activation de I'immunité innée mais pourrait aussi
traduire un défaut d’activation par ces peptides (Langhorst et al., 2009).

Les cellules de Paneth, situées dans les cryptes intestinales, sécretent également
des a-défensines qui contribuent a la régulation de la densité microbienne et a la
protection des cellules souches intestinales. Dans les MICI, une forte diminution de la
production des a-défensines par les cellules de Paneth est rapportée (Wehkamp et al.,
2007). Cette diminution entraine une réduction de la capacité de destruction bactérienne

dans les cellules iléales des patients atteints de MC (Wehkamp et al., 2005).

Cellules dendritiques

Au niveau de la muqueuse, les cellules dendritiques (CD) sont les cellules clé du
contrdle de 'immunité contre les pathogénes et de la tolérance envers les organismes
commensaux. Les CD expriment toute la gamme des récepteurs PRR (pattern recognition
receptor) TLR et NOD ce qui leur permet de distinguer les pathogenes des organismes
commensaux et d’activer ou de maintenir quiescentes les cellules T effectrices (Fleeton et
al., 2004). Dans les MICI, un dysfonctionnement des réponses aux PRR conduirait les CD
a reconnaitre de facon inappropriée les bactéries commensales et a induire des réponses
pro-inflammatoires Thl et Thl7 normalement dévolues aux organismes pathogenes
(Niess, 2008). L'absence de tolérance périphérique engendrée perpétue alors
l'inflammation.

Si les cellules dendritiques sont les acteurs cellulaires du contréle d’identité
pathogene a la frontiére intestinale, les récepteurs PRR (pattern recognition receptors)
TLR et NOD sont les acteurs moléculaires garants de la reconnaissance des constituants

bactériens.

Récepteurs TLR et NOD
Les TLR forment une famille de récepteurs membranaires (Kanzler et al., 2007)

exprimés a la surface des cellules épithéliales, des cellules dendritiques, des
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macrophages et des monocytes (Michelsen and Arditi, 2007). Les TLR détectent les
bactéries extra-cellulaires et initient les réponses de I'immunité innée en activant les voies
de signalisation de genes codant des protéines pro-inflammatoires (lwasaki and
Medzhitov, 2004). Chaque TLR est capable de reconnaitre un ou plusieurs motifs
moléculaires bactériens, viraux ou fongiques (Kawai and Akira, 2006). Dans les MICI, les
altérations des mécanismes épithéliaux de I'immunité innée auraient pour cause une
modification des patrons d’expression des TLR. Par exemple, le TLR3 est sous-régulé
dans la MC alors que le TLR4 et son co-récepteur CD14 sont fortement surexprimés dans
la MC et la RCH (Cario and Podolsky, 2000).

NOD2 est un récepteur cytoplasmique impliqué dans I'immunité innée et le controle
de la multiplication de bactéries intracellulaires dans des cellules épithéliales intestinales
humaines. La protéine NOD2 est exprimée dans les cellules dendritiques, les monocytes
et les macrophages (Kawai and Akira, 2009), dans les cellules de Paneth (Lala et al.,
2003) et dans les cellules épithéliales intestinales humaines (Hisamatsu et al., 2003). La
présence de mutations dans le gene NOD2 avec une fréquence de 10 a 15%
exclusivement chez les patients atteints de MC supporte le réle de NOD2 dans I'étio-
pathogénése de la MC. Cette hypothése est également étayée par la propriété de NOD de
se lier a la sérine-thréonine kinase RICK/RIP2/CARDIAK pour activer le NFkB (Bertin et
al., 1999; Inohara et al., 1999; Ogura et al., 2001). Les trois variants majeurs de NOD2
(G908R, R702W et L1007fsinsC) conduisent a un défaut d’activation de NFkB suite a la
stimulation par les composants bactériens qui a pour conséquence un défaut d’élimination
des microbes intra-cellulaires (Singh et al., 2006) et conduirait, par compensation, a
'augmentation de la production de cytokines pro-infammatoires via la voie de signalisation
des TLR (Watanabe et al., 2004).

Autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire autonome qui permet la dégradation de
constituants cytoplasmiques par le lysosome (Schmid and Munz, 2007). Dans les CPA
mais aussi dans les cellules épithéliales, 'autophagie participe aux réponses immunitaires
innée et adaptative de I'hdte vis-a-vis des pathogenes en permettant la dégradation de
bactéries intra-cellulaires et la présentation des antigenes cytosoliques aux lymphocytes T
CD4+ (Nedjic et al., 2008). L'autophagie contréle aussi 'ontogenése des lymphocytes T et
la tolérance centrale par la régulation des voies de signalisation de I'apoptose et de la

survie cellulaire (Klionsky, 2007; Levine and Deretic, 2007).
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L’association de polymorphismes dans les genes d’autophagie ATG16L1 (ATG
autophagy related 16-likel) et IRGM (Immunity-Related GTPase protein type M) a la MC
(Prescott et al.,, 2007) corrobore I'hypothése d’altérations de la reconnaissance et du
traitement intra-cellulaire de composants bactériens dans l'immuno-pathogenése de la
maladie (Pua and He, 2007; Cadwell et al., 2008).

A.11.3. Dysfonction de I'immunité adaptative

Déséquilibre Th1/Th2

Dans les MICI, les anomalies de la réponse immunitaire innée perturbent la
reconnaissance et la présentation antigéniques aux cellules effectrices (Figure 10). Ainsi,
la barriére intestinale est plus sensible aux infections et l'activation du systéme
immunitaire muqueux est dérégulée. Quand la MICI est active, il y a un déséquilibre entre
le nombre de lymphocytes T effecteurs (Th) et de lymphocytes T régulateurs (Trég)
(Martin et al., 2004). Pour la MC, ce sont les lymphocytes Thl, caractérisés par une
production élevée d’'IL2 et d'IFNy, qui prédominent (Bamias et al., 2003). A l'inverse, la
mugueuse des patients atteints de RCH est infiltrée majoritairement par des lymphocytes
Th2 atypiques qui sont des lymphocytes caractérisés par la production d’IL5, d’IL13 et de
TGFp (Targan and Karp, 2005).

Déséquilibre Th17/Trég et voie 1L23

Les recherches récentes ont mis a jour une nouvelle population de cellules T
appelée Th1l7 qui contribuerait a la prédominance des populations effectrices sur les
populations régulatrices dans les MICI (Fujino et al., 2003). Le Th17 (CD4+ CD25-) est un
lymphocyte T produisant la cytokine pro-inflammatoire IL17. La différenciation de la
population Th1l7 a partir des T naifs est induite par la co-expression d’lL23 et de TGFp
dont le rdéle dans la détermination de [I'équilibre entre lymphocytes Trég (anti-
inflammatoires) et Th1l7 (pro-inflammatoires) est primordial (Mangan et al., 2006). Les
associations génétiques impliquant le gene du récepteur IL23R dans les MICI (Fisher et
al., 2008) ont donc conduit naturellement a suspecter cette sous-population effectrice qui a
une forte activité inflammatoire et promeut l'activation et I'accumulation locale des
neutrophiles sur le site de l'inflammation tissulaire (lvanov and Linden, 2009). L'hypothese

avancee est celle d’'une contribution de la voie de signalisation de I'lL23R a l'inflammation
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en favorisant I'état pro-inflammatoire Th17. L’IL23 favorise en effet le développement et
'expansion de cellules T mémoire pathogenes et en particulier les Th17 dont elle assure

la survie et I'expansion clonale (Bettelli et al., 2006).

Déregulation de la production de chimiokines

Outre le role de cytokines telles que I'lL23, la modification du patron d'expression
des chimiokines (ou cytokines chimio-attractives) peut également provoquer [l'afflux
anormal de cellules immunitaires effectrices au niveau de la muqueuse intestinale.
L'expression de trées nombreuses chimiokines et de leurs récepteurs est augmentée
pendant la phase active des MICI (Kraneveld et al., 2008) (Tableau XIIl). Dans les MICI,
un défaut de la production des chimiokines ou un défaut de la régulation des voies de
transduction de leurs récepteurs pourrait contribuer a la perte d'intégrité épithéliale en
induisant la production locale de radicaux libres (Keshavarzian et al., 2003; Kirkegaard et
al., 2004) et I'afflux des leucocytes dans la muqueuse grace a une forte angiogenése
(Koutroubakis et al., 2006). Dans le SlI, le role des chimiokines reste tres peu étudié.
Seules de rares études rapportent des niveaux élevés de CXCL8 chez des patients avec

un SlI-PI (Katsuta et al., 2000; Macsharry et al., 2008).

Dérégulation de la production d’lg

Enfin, la RCH et la MC sont associées a une réponse humorale caractérisée par
une infiltration de cellules B plasmatiques. Dans la muqueuse, les taux
d'immunoglobulines G1 (IgGl), 1gG2, IgM et IgE sont augmentés tandis que la
concentration d’lgA sécrétoires est diminuée (Bossuyt, 2006). De plus, la sur-activation
des cellules B dans les colites de type MICI entraine une forte production d’auto-anticorps
mugueux de type IgG dirigés contre les antigénes bactériens commensaux de la lumiere
intestinale (Holstein et al., 2006). Ces observations suggérent un shift des anticorps de
sous-type protecteur (IgA) vers des anticorps de sous-type aggressif (IgG) entretenant
linflammation de la muqueuse.

Dans le SlI, peu d’études rapportent des modifications dans le profil d’expression
des Ig. Une étude a décrit une augmentation des taux d’lgG et d’'IgE mais sans distinguer
le phénotype clinique de SlI (SlI-PI ou SlI induit par le stress ou les allergies alimentaires)
(Fahmy et al., 1991). Bien que quelques cas de patients avec une allergie alimentaire non-
meédiée par les IgE aient été décrits, il semble plus que probable que ces taux anormaux

d’'IgE et d’'lgG soient spécifiques d'allergies alimentaires car les régimes de restriction
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appropriés réduisent les symptémes (Kalliomaki, 2005).
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Tableau XIII. Structure, classification et implicat  ion des chimiokines dans la pathogenése des MICI.
D’aprés Kraneveld 2008 ; Kohidai 1999.
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Récemment, l'intérét s’est porté vers les chaines légéres des Ig (ou IgLC pour Ig
Light Chain) qui sont sécrétées par les lymphocytes B et peuvent se lier spécifiqguement
aux antigénes en l'absence de leurs chaines lourdes (Kraneveld et al., 2008). Les IgLC
sont impliquées dans des phénomeénes de sensibilisation suite a 'activation directe des
mastocytes (Redegeld et al., 2002; Rijnierse et al., 2009). Chez les patients présentant
une MICI ou un SllI, les niveaux sériques d'IgLC sont supérieurs a ceux de controles
normaux (Kraneveled et al., 2009, observations non publiées). Compte tenu du réle des
mastocytes et des interactions neurones-mastocytes dans les réponses d’inflammation et
d’hyper-sensibilité et de ces données récentes sur le développement de réponses
antigéniques par les IgLC, il a été proposé que les Ig et les IgLC sont a l'origine de
l'activation directe des mastocytes et des neurones sensoriels dans les MICI et le Sl
(Kraneveld et al., 2008; Rijnierse et al., 2009).

L’exposition répétée ou continue a des antigénes potentiels comme les bactéries
luminales, les nématodes, les allergenes alimentaires ou les auto-antigenes peut initier
une réaction inflammatoire en induisant la production d’lg et d'IgLC. Ce mécanisme
permet de rendre compte aussi bien de I'exacerbation de linflammation dans les MICI
actives ou en rémission que de I'hypothése selon laguelle une inflammation légére est a

I'origine du SlI, par le truchement des interactions neuro-immunitaires.

A.lll. Interactions neuro-immunitaires

A.lll.1. Systeme nerveux entérique

Les processus inflammatoires décrits dans les MICI et le SlI-PI conduisent a une
forte concentration de cellules immunitaires et de médiateurs inflammatoires dans la
muqueuse intestinale. Cette “soupe inflammatoire” baigne alors les nerfs entériques,
créant les conditions d’'une sensibilisation des afférences nerveuses et de I'hyperalgie

viscérale.
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A.lll.1.a. Organisation du tissu intestinal

Structure pariétale

L'ensemble du tube digestif présente une organisation caractéristique avec, de
I'extérieur vers l'intérieur, quatre tuniques successives : la séreuse, la musculeuse, la
sous-muqueuse et la muqueuse (Figure 11) (Knowles and Aziz, 2009).
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Figure 11. Vascularisation, innervation et structur e de la paroi digestive. D’aprés Knowles & Aziz,
2009.
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La séreuse est une tunique fine formée de cellules mésothéliales en continuité avec
le mésentere et adhérant de fagon intime a la musculeuse. La musculeuse est constituée
de fibres musculaires lisses disposées en deux couches : une couche longitudinale
externe et une couche circulaire interne. Entre la couche circulaire et la couche
longitudinale s’inserent les plexi nerveux myentériques (ou plexi d’Auerbach). La sous-
mugueuse se compose d’un tissu conjonctif lache a fibres de collagéne et de quelques
fibres élastiques, permettant le glissement de la muqueuse par rapport a la musculeuse.
Elle abrite un riche réseau artériel, veineux et lymphatique, ainsi que les plexi nerveux
sous-muqueux (ou plexi de Meissner). La muqueuse differe considérablement d’un
segment intestinal a 'autre, reflétant ainsi des activités fonctionnelles différentes. Elle est
constituée de trois couches successives: la muscularis mucosae (musculaire mugueuse),
formée de deux couches musculaires minces orientées de facon longitudinale puis
circulaire; la lamina propria, composée d'un tissu conjonctif fin et réticulé, riche en
lymphocytes et en polynucléaires éosinophiles ; et I'épithélium monostratifié. Tous les
éléments de la lamina propria et de la muscularis mucosae se prolongent dans les

villosités dont elles constituent le support axial.

Vascularisation

La vascularisation du tube digestif est assuré par le sang artériel distribué par les
arteres meésentériques qui se subdivisent en vaisseaux SOus-S€reux, en vaisseaux
perforants qui traversent la musculeuse, les plexi sous-muqueux et intra-muqueux et les

réseaux capillaires intra-glandulaires. Le retour veineux suit un chemin analogue.

A.lll.1.b. Innervation

Les fibres nerveuses non-myélinisées de petit diametre (ou fibres C) constituent la
quasi totalité de I'innervation sensorielle du systéme gastro-intestinal. Cette innervation est
complexe puisque le systéme nerveux entériqgue (SNE) posséde son propre systeme
nerveux formé de plexi entériques (innervation intrinseque) mais est également contrélé
par le SNC (ou innervation extrinseque) (Blackshaw and Gebhart, 2002; Knowles and
Aziz, 2009).
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Innervation intrinséque

Les neurones des plexi myentériques contiennent des neurones sensoriels qui
innervent le muscle lisse circulaire, les ganglions myentériques et sous-muqueux et
'épithélium afin d’assurer la régulation de la motilité intestinale par les cellules
interstitielles de Cajal (réle pacemaker ou dans la neuro-transmission) et la sécrétion de
médiateurs nécessaires au fonctionnement de lintestin (cellules neuro-endocrines et
cellules immunitaires) (Cooke, 1989). Les plexi sous-muqgueux contiennent des neurones
sensoriels non-adrénergigues non-cholinergiques (ou NANC) qui communiquent avec les
plexi myentériques et les nerfs moteurs afin de réguler les transports ioniques et aqueux
de I'épithélium muqueux et des vasculatures sanguine et lymphatique (Cooke, 1989).
Dans la paroi intestinale, les synapses réciproques entre plexi myentérigues et sous-
mugueux forment un réseau associant de nombreux inter-neurones (Holzer, 2001). Ce
réseau dense permet d'assurer le réflexe péristaltique, de coordonner les réflexes viscéro-
viscéraux (entre I'estomac et I'intestin par exemple) et d’adapter la réponse aux stimuli en
provenance de la lumiere intestinale. La paroi intestinale contient en effet les “récepteurs”
intra-muraux qui sont des neurones intrinséques afférents primaires convoyant les
informations luminales aux plexi. Ces neurones répondent aux stimuli mécaniques
(contraction, relaxation, distension) ou chimiques dans les conditions physiologiques.
D’autres neurones “récepteurs”, polymodaux, sont activés par des stimuli nociceptifs
meécaniqgues, chimiques ou osmotiques et sont aussi appelés nocicepteurs. Au-dela de
cette innervation intrinseque dense, les plexi intestinaux sont également innervés
extrinséquement par le SNA sympathique (nerfs spinaux thoraco-lombaires) et para-

sympathique (nerfs craniaux et spinaux sacrés) (Cooke, 1986; Holzer, 2001).

Voies afférentes

Les neurones NANC extrinséques qui convoient l'information de lintestin vers le
cerveau empruntent différentes voies en fonction du segment intestinal innervé. lls se
répartissent en afférences vagales provenant des ganglions nodulaires (nodose ganglia)
et en afférences spinales provenant des ganglions rachidiens dorsaux (GRD ou ganglions
spinaux) (Holzer, 2001) (Figure 12 et Figure 13).

En fonction du niveau du tractus gastro-intestinal, les afférences sensitives
empruntent des voies nerveuses différentes (Figure 13). Une premiere voie relaie les
informations en provenance de la partie haute du tractus digestif : cesophage et estomac

via les afférences vagales ; duodénum, jéjunum et iléon via les afférences splanchniques
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supérieures. Ces afférences ont leurs corps cellulaires dans les ganglions mésentériques,
hypogastriques et dans les ganglions pré-vertébraux et projettent directement dans le
tronc cérébral (noyau du tractus solitaire). Une seconde voie relaie les informations en
provenance de la partie basse du tractus digestif : intestin gréle, clon et organes uro-
genitaux via les nerfs splanchniques inférieurs et les nerfs pelviens. Ce sont les afférences
spinales dont les corps cellulaires se situent dans les ganglions pré-vertébraux et spinaux
(ou ganglions rachidiens dorsaux). Ces afférences projettent leurs terminaisons dans la
corne dorsale de la MEp puis vers le noyau para-sympathique bulbaire et le noyau du
tractus solitaire, le thalamus et le systéme limbique (Holzer, 2001; Blackshaw and
Gebhart, 2002; Anand et al., 2007; Knowles and Aziz, 2009).
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Figure 12. Afférences et efférences nerveuses intes

tinales. D’'apres Furness 2006, The Enteric Nervous
System, Blackwell Publishing. Deux classes de neurones afférents primaires intrinseques (IPAN intrinsic
primary afferent neurons) ont été identifiées : les IPAN myentériques répondent a la distorsion des muscles
et aux stimuli chimiques luminaux ; les IPAN sous-muqgueux répondent a la distorsion de la muqueuse et aux
stimuli chimiques luminaux. Les neurones afférents primaires extrinséques ont leur corps cellulaire dans les
ganglions spinaux et dans les ganglions vagaux. Les neurones afférents primaires spinaux envoient des
terminaisons dans les ganglions pré-vertébraux (sympathiques) et dans la paroi intestinale. LM, muscle
lisse ; CM, muscle circulaire ; MP, plexus myentérique ; SM, sous-muqueuse ; Muc, muqueuse.
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Il est & noter que le cblon distal ou célon descendant, impliqué dans les MICI et
surtout le SllI, innerve a la fois la MEp thoraco-lombaire via les nerfs hypogastriques,
lombaires coliques et splanchniques inférieurs et la MEp lombo-sacrée via les nerfs
lombaires coliques, splanchniques supérieurs et pelviens (de Groat, 1987; Grundy and
Scratcherd, 1989; Blackshaw and Gebhart, 2002).
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Figure 13. Efférences du tractus gastro-intestinal. D’apres Blackshaw & Gebhart, 2002. L’innervation

sensorielle du tractus gastro-intestinal se compose de voies afférentes empruntant les ganglions pré-
vertébraux et para-vertébraux rejoignant la MEp et de voies afférentes pelviennes et vagales empruntant les
ganglions spinaux et vagaux, respectivement.

Voies efférentes

Les nerfs thoraco-lombaires ou sympathiques naissent dans les segments
thoraciques et lombaires de la MEp, traversent les ganglions para-vertébraux et passent
via les nerfs splanchniques dans les ganglions pré-vertébraux. De 13, ils forment 3 grands
ganglions : le ganglion coeliaque se distribue en nerfs oesophagiens, stomacaux et
duodénaux, le ganglion mésentérique supérieur se distribue en nerfs intestinaux en deca
de la partie proximale du cblon et le ganglion mésentérique inférieur se distribue en nerfs

coliques de la flexure hépatique jusqu’au rectum. Les nerfs cranio-sacraux ou para-
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sympathiques sont constitués de 2 contingents : les nerfs vagues (ou X ou
pneumogastrique) qui fusionnent au-dessus du diaphragme pour former les troncs vagaux
qui se distribuent dans les viscéeres abdominales gastro-intestinales jusqu’au célon
ascendant ; et les efférences sacrées issues des segments sacrés de la MEp qui forment
les nerfs pelvigues et pudendaux et se distribuent dans le cdlon descendant, le rectum et
le plancher pelvien (de Groat, 1987; Grundy and Scratcherd, 1989; Blackshaw and
Gebhart, 2002). Ces efféerences modulent les activités vegétatives intestinales (sécrétion,

motilité...) en fonction des informations fournies par le SNC (cf. Chapitre D.I1.).

A.lll.1.c. Axe cerveau-intestin

L’axe cerveau-intestin coordonne les fonctions motrices et sécrétoires de l'intestin
et traite les sensations en provenance du tractus digestif et ce jusqu’au niveau du cortex
cérébral (Shanahan, 1999; Delvaux, 2004; Mulak and Bonaz, 2004; Kellow et al., 2006).
Ce systeme de communication entre le SNE et le SNC est bi-directionnel. Du SNE vers le
SNC, cette communication passe par les voies nerveuses sensitives et les interactions
neuro-immunitaires. Du SNC vers le SNC, des voies nerveuses (systeme nerveux
autonome SNA), neuro-endocrines (axe hypothalamo-hypophysaire) et neuro-
immunitaires sont mises en jeu.

Des stress psychologiques peuvent moduler la réponse immunitaire au niveau de
lintestin par I'axe hypothalamo-hypophysaire et par le SNA. A linverse, les signaux
afférents de lintestin au cerveau sont impliqués dans les réflexes de régulation des
fonctions digestives mais ils peuvent aussi jouer un rble dans diverses fonctions de
régulation de I'émotion, de la sensibilité douloureuse et dans la réponse immunitaire.
Ainsi, bien que le SNE contrdle le fonctionnement du tractus gastro-intestinal de fagon
autonome, c’est le jeu des activations et inhibitions centrales descendantes des voies du
SNC, du SNA et du SNE qui module la sensibilité, la motricité, I'activité sécrétoire,
lirrigation et I'immunité du systeme digestif (Shanahan, 1999). L’état émotionnel peut alors
perturber cet équilibre et modifier les profils moteurs intestinaux ou la sensibilité du tractus
digestif dans les MICI et le SII (Anand et al., 2007).
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A.lll.2. Troubles sensoriels périphériques

Chez de nombreux patients avec un SllI, la perception viscérale est plus fine que
chez les sujets normaux. Des études ont montré, en utilisant des techniques de distension
des organes creux, que leurs seuils de sensibilité sont plus bas (hyper-sensibilité viscérale
HSV) non seulement au niveau du colon descendant (Ritchie, 1973) mais aussi pour
'ensemble du tube digestif : cesophage (Trimble et al., 1995), estomac (Simren et al.,
2001), duodénum (Fukudo et al., 2002), ileon (Kellow et al., 1988) et cdlon sigmoide
(Drewes et al., 2001). Les troubles de la sensibilité sont limités a la sphére viscérale
(Accarino et al., 1995) puisque des patients avec un Sll ne présentent pas d’hyper-
sensibilité somatique a la douleur (Cook et al., 1987).

Les patients SlI-D ont des seuils diminués pour les sensations de ballonnement,
d’inconfort, de défécation ou d’'urgence fécale lors d’'une DCR progressive, associés a une
activité contractile réflexe du rectum excessive (Ritchie, 1973; Prior et al., 1990). Pour les
patients SII-C, les études sont contradictoires avec la manifestation d’une sensation
d’'inconfort pour des seuils de DCR plus élevés (Prior et al.,, 1990) ou a linverse une
hyper-sensibilité rectale ou sigmoide (Chang et al., 2000). Les patients chez qui la douleur
est prédominante ont une perception viscérale augmentée lors de la distension anale,
recto-sigmoide et iléale (Ritchie, 1973; Prior et al., 1990; Mertz et al., 1995; Chang et al.,
2000). Cependant, ces corrélations ne sont pas nettes et seule l'association entre
laltération de la perception rectale et lintensité des douleurs abdominales est
reproductible (Dong et al., 2004; Kwan et al., 2005).

Cependant, il faut bien noter que I'HSV est la caractéristique d’un sous-groupe de
patients. Tous les patients atteints de Sl ne sont pas forcément hyper-sensibles et il n'y a

pas de corrélation entre 'HSV et la symptomatologie.

A.lll.3. Troubles moteurs

Des profils moteurs anormaux ont été décrits dans la MC et la RCH (O'Brien and
Phillips, 1996). Il existe peu d’études et leur interprétation est sujette a caution compte
tenu de facteurs individuels variables tels que le degré de sévérité de la maladie,
I'existence d’une chirurgie antérieure, le suivi d’'un traitement ou les effets des symptémes

obstructifs ou diarrhéiques. Une vidange gastrique et un temps de transit oro-caecal lents
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sont communs dans la MC (Tursi et al., 2003). Les études manométriques ont révélé une
dysfonction du sphincter anal (Chrysos et al., 2001). Les zones enflammées présentent en
général une activité contractile réduite du muscle lisse et une prévalence élevée de
contractions se propageant par bouffées dans lintestin gréle proximal (Annese et al.,
1997). Ces changements moteurs concourent a la promotion d’un transport rapide du
contenu du cblon recto-sigmoide et a I'apparition de diarrhées et de crampes. lls sont de
plus associés a des modifications des neurones entériques comme la mort des cellules
interstitielles de Cajal dans les plexi musculaires (Porcher et al., 2002) et a une
augmentation de la libération des neuro-transmetteurs entériques (SP substance P, CGRP
calcitonin gene-related peptide et VIP vaso-active intestinal peptide) dans la muqueuse
colique (Koch et al., 1987; Mazumdar and Das, 1992; Mantyh et al., 1995; Tomita et al.,
2000).

Dans le Sll, les profils contractiles sont perturbés (Maxwell et al.,, 1997). La
présence de contractions de grande amplitude se propageant par bouffées dans l'iléon
terminal (McKee and Quigley, 1993a, 1993b), une réponse motrice jéjunale exagérée a
l'ingestion (Quigley, 1999, , 2005a) et des anomalies du complexe moteur migrant (Kellow
et al., 1988; Kellow et al., 1990) ont été rapportées. Ces anomalies motrices sont
associées a une augmentation de I'expression des récepteurs a la cholécystokinine CCK1
(Varga et al., 2004), au VIP (Zhang et al., 2008) et a une augmentation de I'expression de
la substance P et des neuropeptides Y et YY (Simren et al., 2003). Globalement, le Sll se
caractérise par une sur-activité péristaltique dans l'iléon, le jéjunum (Kellow et al., 1988;
Evans et al.,, 1996) et le colon (Clemens et al., 2003b; Clemens et al., 2003a). Ces
anomalies induiraient la rétention abdominale de gaz. Certains patients atteints de SlI
ayant une intolérance (allergie) intestinale aux gaz, la rétention de gaz constituerait une
base pour I'activation de la réponse inflammatoire (Serra et al., 2001).

En conclusion, les études de motricité intestinale et colique n’ont jamais permis de
mettre en évidence un profil moteur typique des patients présentant des douleurs
fonctionnelles dans le Sll, hormis dans le SII-D ou I'on observe un transit accéléré couplé
a une activitt motrice générale diminuée et dans le SII-C ou l'on observe une
augmentation de lactivité motrice stationnaire couplée a une diminution de Iactivité
propulsive. Ces changements, plus quantitatifs que qualitatifs, indiquent que les troubles
de la motilité ne sont pas spécifiques des MICI ou du SlI (Collins et al., 1999) ce qui est
confirmé par I'absence de corrélation entre le décours temporel des troubles moteurs et

les symptdmes douloureux et par l'absence d’amélioration des symptomes par des
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traitements ciblant la motilité intestinale aussi bien chez 'homme gu’en pré-clinique.
Cependant, les variations d’expression des neuro-transmetteurs ou hormones intestinales
(CCK, VIP, NPY, NPYY, CGRP et SP) dans les MICI et le SllI font suspecter des
anomalies de l'appareil neuro-musculaire entérique. L’altération du couplage sensori-
moteur peut étre responsable des symptdomes intestinaux comme cela a été montré dans
le cas d'une dysfonction des plexi myentériques chez des patients atteints de RCH
(Neunlist et al.,, 2003). De telles altérations sensori-motrices sont majoritairement la
conséquence d’interactions chroniques entre les cellules immunitaires et les terminaisons

nerveuses (Collins, 1996).

A.lll.4. Inflammation neurogéene

L’inflammation neurogéene est une réaction locale initiée par les contacts entre
cellules immunitaires et terminaisons nerveuses lors de réponses immunitaires a une
infection, a des toxines ou a un trauma. Elle est médiée par les cytokines pro-
inflammatoires et par les neuro-peptides libérés par les terminaisons nerveuses locales.
Les cytokines libérées stimulent la libération de neuro-peptides. En retour, les neuro-
peptides modulent la fonction mucosale, participent au recrutement des granulocytes et
des lymphocytes et modulent I'activation des mastocytes. Enfin, une prolifération et une
croissance des fibres nerveuses s’operent sur le site de l'inflammation (Le Bars and
Adam, 2002; Richardson and Vasko, 2002). L'ensemble de ces processus conduit a un
changement du phénotype des fibres nerveuses qui aboutit & une sensibilisation des

terminaisons mucosales (sensibilisation périphérique).

A.lll.4.a. Infiltration mucosale de cellules immunitaires

L'infiltration de cellules immunitaires dans la muqueuse intestinale et a proximité
des terminaisons nerveuses entériques est trées largement décrite dans I'anatomo-
pathologie des MICI, et du Sl dans une moindre mesure. Les MICI sont caractérisées par
une forte présence de cellules dendritiques activées (matures), de lymphocytes T CD4+
(populations Thl, Th2 et cellules natural killer NK et NKT), de cellules B et de
macrophages dans tout I'épithélium et en particulier dans la lamina propria (Cobrin and
Abreu, 2005; Baumgart and Carding, 2007; Kraneveld et al., 2008). Dans le SlI, la lamina
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propria et les cryptes épithéliales peuvent étre infiltrées par des lymphocytes T, aussi bien
dans le SlI-PI que dans les autres formes de Sll. L'infiltration lymphocytaire serait plus
marquée dans la forme SlI-D que dans le SII-C (Kirsch and Riddell, 2006). Plus de 50%
des patients avec un Sll présentent des caractéristiques inflammatoires marquées avec
une augmentation des lymphocytes intra-épithéliaux, une infiltration de neutrophiles, de
mastocytes, de macrophages et de cellules NK dans la lamina propria (Chadwick et al.,
2002; Dunlop et al., 2003). L’ensemble de la muqueuse est touché puisque l'infiltration

lymphocytaire gagne également les plexi myentériques (Tornblom et al., 2005).

A.lll.4.b. Contacts immuns aux terminaisons nerveuses

La densité élevée de cellules immunitaires actives au voisinage des neurones
entériques constitue le pré-requis a I'activation des afférences viscérales par la “soupe”
inflammatoire. De plus, MICI et Sl sont associés a une croissance nerveuse et a une
activation des nerfs et des cellules immunitaires, ce qui facilite les interactions neuro-
immunitaires directes.

Une augmentation du nombre d’afférences entériques exprimant la SP et la 5SHT est
effectivement décrite dans les biopsies recto-sigmoides de patients avec un Sll. Ces fibres
sont situées autour d’aggrégat de mastocytes (O'Sullivan et al., 2000). Dans les MICI, on
retrouve une activation du SNE avec une augmentation de lI'expression de nombreux
neuro-peptides et neuro-transmetteurs (oxyde nitrique, VIP, PACAP pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide, NGF, CGRP) et des antigenes du CMH de classe Il (HLA-
DR) dans les neurones et les cellules gliales de la muqueuse et de la sous-muqueuse
(Barbara et al., 2004a). La distance entre les fibres axonales du SNE et les cellules
inflammatoires (incluant mastocytes et lymphocytes) est réduite chez les patients atteints
de Sl comparativement aux témoins. En particulier, les mastocytes se regroupent au
niveau des nerfs entériques chez les malades (Barbara et al., 2004b) et les médiateurs
mastocytaires (histamine, tryptase) libérés dans la muqueuse contribuent a I'hyper-
excitabilité des nerfs sensoriels nociceptifs viscéraux (Barbara et al., 2007). De plus, les
fibres non myélinisées de type C immuno-réactives pour le VIP et la SP ont des contacts
membranaires directs avec les plasmocytes dans la mugueuse des patients avec une MC
(Feher et al., 1997).

Dans les modeles animaux de MICI, I'hyper-sensibilité colique est fortement
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corrélée a une activation des neurones, qui se traduit par une production élevée de neuro-
peptides SP, CGRP et VIP. L'utilisation d’antagonistes des récepteurs NK1 et NK2 permet
de diminuer la douleur viscérale et linfiltration granulocytaire observées dans le célon
d’animaux présentant une colite induite par le TNBS (Improta et al., 2003) ou une colite
induite par le DNBS (Ursino et al., 2009). Dans le modéle DSS, la colite s’Taccompagne
d'une infiltration de cellules T CD4+ et d'une forte expression de SP corrélée a
'augmentation des réponses a la DCR (Verma-Gandhu et al., 2007).

L’interaction bi-directionnelle entre les neuro-peptides libérés par les nerfs et les
médiateurs inflammatoires libérés par les mastocytes alimente la stimulation des fibres

nerveuses et initie I'hyperalgie viscérale dans sa phase aigué.

A.lll.4.c. Sensibilisation périphérique

Pendant l'inflammation, les interactions neuro-immunitaires peuvent changer le
phénotype des neurones entériques mais aussi des muscles lisses et conduire a des
interactions chroniques entre les cellules immunitaires et I'appareil neuro-musculaire. Le
réseau complexe de neuro-peptides et de neuro-transmetteurs permettant la
communication entre cellules épithéliales, éosinophiles, mastocytes, glie entérique et
neurones contribue a linitiation et a 'amplification de I'inflammation, a la perturbation de la
motilité et a la médiation de la douleur. Cela a été montré pour I'lL1 (Tjwa et al., 2003) ou
encore le NO, I'histamine et les protéases (Collins et al., 1999) qui peuvent modifier le
fonctionnement des nerfs entériques et activer des réponses sécréto-motrices inadaptées
(Collins et al., 1999; De Giorgio et al., 2004). Ce phénomeéne de sensibilisation
périphérique est a lorigine de [I'hyperalgie viscérale consécutive a [linflammation.
Mécanistiquement, la sensibilisation des nerfs entériques résulte d'un switch du phénotype
des neurones sensoriels qui transmettent l'information viscérale vers le systeme nerveux
central. Le switch phénotypique des neurones sensoriels implique une augmentation de
'expression des canaux membranaires (TRPV1, ASIC, P2X/P2Y, canaux sodiques et

calciques dépendant du voltage) et des neurotrophines (NGF, GDNF).
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A.IV. Mini-synthése #02

MICI VERSUS S| : DEUX ENTITES INFLAMMATOIRES ?

La revue des altérations de la physiologie du c6lon dans les MICI et le SlI décrit de
multiples anomalies de la réponse immunitaire a la flore et aux pathogénes intestinaux.
Ces données sont tres nettes pour les MICI et préfigurent un schéma immuno-
pathogénétique relativement complexe (Figure 14).

En ce qui concerne le SlI, I'infiltration de mastocytes dans la lamina propria est une
donnée qui tend a étre reconnue. De plus, les taux élevés de cytokines (IL17), d’IgE et
IgM ainsi que des médiateurs pro-inflammatoires (IL1, IL6, TNFa) suggérent une réponse
cellulaire pro-inflammatoire dans le SlI.

Les nombreux modéles animaux rendent bien compte de I'étio-pathogenese
immunitaire des MICI (délétion de geénes codant des cytokines, des voies de
différenciation ou d’activation lymphocytaire...) tandis que les modéles animaux de Sl
impliquent la flore coligue (modele alimentaire avec des instillations de butyrate) ou le
systeme nerveux central (modéles de stress) (Tableau XIV).
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Figure 14. Immuno-pathogenése des MICI. D’aprés Baumgart & Carding, 2007. Gauche : En I'absence
d’inflammation, les antigénes luminaux sont présentés par les CPA et les cellules épithéliales expriment des
molécules de co-stimulation qui assurent I'anergie des cellules ThO de la muqueuse. Les cellules B
différenciées en plasmocytes sécretent des IgA protectrices. Les CD contrdlent la réponse immunitaire en
régulant l'activation des cellules NK et I'équilibre des populations T effectrices (Thl, Th2, Thl7) et
régulatrices (Treg, Th3). Les différentes cellules effectrices (granulocytes, mastocytes, cellules NK et NKT,
macrophages) restent dans leurs compartiments respectifs. Droite : Dans les conditions inflammatoires des
MICI, I'équilibre de la réponse immunitaire intestinale est perturbé a tous les niveaux. Les antigénes
luminaux accédent a la lamina propria, déclenchent et entretiennent la réponse immunitaire en activant les
CD. Les CD perdent alors leur statut tolérogene et activent les Thl, Th2, Thl7 et les cellules NK T.
L'expression de profils de TLR et de molécules de co-stimulation du CMH différents chez les CPA non-
professionnelles amplifie les processus de différenciation lymphocytaire en activant également les ThO.
Dans les ganglions lymphatiques mésentériques (MLN), les cellules B se différencient en plasmocytes. Les
cytokines libérées (IL12, IL17, IFN, chimiokines) favorisent la différenciation des cellules T effectrices et
recrutent les macrophages qui libérent du TNF et des médiateurs nociceptifs sur le site.
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Tableau XIV. Modéles animaux de MICI et de SII.

et al., 1995.

D’apres Rijnierse et al., 2007 ; Elson et al., 2005 ; Elson

Les modéles animaux confirment que laltération de la flore colique induit des

réponses immunitaires inadaptées. La stimulation pathologique des systemes nerveux

périphérique et central module également I'immunité intestinale (Shanahan, 1999). Les

processus immunitaires pourraient donc étre a la base du développement de I'hyper-

sensibilité colique aussi bien dans les MICI que dans le Sll. L’équilibre entre les différentes

cytokines déterminerait alors le devenir de l'inflammation et ainsi la nature de la pathologie

se développant (Figure 15) (Kraneveld et al., 2008). Il faut néanmoins pondérer cette

assertion. La majorité des modeles animaux de Sll ne permettent pas de dissocier 'HSV
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d'une inflammation aigué intense.
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Figure 15. Détermination du type de pathologie se d  éveloppant en fonction du statut inflammatoire.
D’apres Kraneveld 2008. Suite a une inflammation intiale, la perte de tolérance et d'anergie a pour
conséquence la différenciation des ThO en cellules T effectrices. Le profil d’expression des cytokines,
dépendant des conditions inflammatoires et de facteurs génétiques, définit 'engagement des ThO vers une
réponse Th1/Th1l7 (MC) ou Th2 (RCH). La conjonction du défaut de différenciation des ThO en Treg et de la
différenciation des ThO en une population T effectrice favorisant I'activité macrophagique serait responsable
du SII.

Dans le SllI, lnflammation joue un réle subtil et elle pourrait plus intervenir comme
un initiateur de mécanismes physio-pathologiques que comme une cause propre.
L'inflammation dans les MICI est causale et repose sur une vulnérabilité génétique avérée.
L'inflammation de faible degré dans le Sl serait plutdt une conséquence comme
l'indiquent les modifications de la flore colique et le réle majeur de I'environnement. Dans
les deux cas, l'inflammation ouvre la voie a linstallation de meécanismes neurogenes

induisant I'hyperalgie viscérale.

En résumé, la vulnérabilisation de la muqueuse colique par une altération de la flore
colique (MICI et Sll), des infections (MICI et Sll) et l'alimentation (SIl) conduit a une

inflammation (MICI et SlI) dont le degré est déterminé par les facteurs génétiques
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individuels (MICI). Par le biais des relations neuro-immunitaires, les cellules immunitaires
et les médiateurs inflammatoires sensibilisent les neurones entériques de la muqueuse
colique et rendent possible la mise en place des phénoménes de sensibilisation
périphérique et centrale a l'origine de I'HSV.

Le chapitre 2. B. se propose de décrire les mécanismes moléculaires responsables

de la sensibilisation des nocicepteurs viscéraux.

B. Ganglion spinal

Centres supra-spinaux

SENSIBILISATIONS
CENTRALE
ET
PERIPHERIQUE

HYPER-SENSIBILITE
COLIQUE

Muqueuse colique Moélle épiniére
et
Systéme nerveux
entérique

Dans la paroi intestinale, les terminaisons sensitives des nerfs vagues et des nerfs
spinaux détectent les stimuli nociceptifs. Les axones de ces nerfs sont pour la grande
majorité non-myélinisés (fibres C : diamétre de 0,3 a 1,5um ; vitesse de conduction lente
de 0,4 a 2m/s) bien gu’'une minorité soit faiblement myélinisée (fibres Ad : diametre de 1 a
5um ; vitesse de conduction modérée de 4 a 30m/s). Leurs corps cellulaires sont situés
dans les ganglions mésentériques (nerfs vagues) ou dans les GRD pour les afférences
spinales. Les afférences spinales véhiculent le message nociceptif méme si les afférences
vagales contribuent aussi a certaines conditions physio-pathologiques (Cervero, 1994;
Gebhart, 2000). Ce chapitre se focalisera donc sur les mécanismes neuro-plastiques

aboutissant a une hyper-excitabilité des neurones sensoriels des GRD.
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B.l. Nocicepteurs

B.l.1.a. Définition

Les nerfs périphériques véhiculent des informations somesthésiques, motrices et
végetatives. Les messages nociceptifs sont codés au niveau des terminaisons libres
amyeliniques qui forment des arborisations plexiformes dans les tissus cutanés,
musculaires et articulaires. Les terminaisons libres amyéliniques des fibres nerveuses
périphériques Ad et C sont appelées nocicepteurs. Rassemblées au sein des nerfs
spinaux, elles conduisent les messages vers la MEp (Guirimand and Le Bars, 1996).

Au niveau viscéral, les fibres C spinales constituent la quasi totalité des fibres
afférentes nociceptives. Outre les terminaisons muqueuses qui participent a la chimio-
nociception (Longhurst, 1995), il existe trois groupes d’afférences (Christianson et al.,
2008). Les mécano-récepteurs tonigues (ou wide dynamic range WDR) ont une activité
tonique de repos et répondent linéairement a la tension de la paroi intestinale des les bas
seuils jusqu'a de hauts seuils ce qui en fait également des mécano-nocicepteurs. Les
mécano-récepteurs phasiques (ou a haut seuil) ont une activité de repos faible et
répondent a des intensités de distension nociceptives et sont donc considérés comme des
mécano-nocicepteurs. Ces récepteurs innervent la paroi intestinale mais aussi le
mésentére et les séreuses. Ce sont aussi des chimio-récepteurs capables de répondre
aux médiateurs inflammatoires et a lischémie (Longhurst, 1995; Le Bars and Adam,
2002). Enfin, les nocicepteurs silencieux sont des mécano-nocicepteurs actifs uniquement

aprés exposition aux meédiateurs inflammatoires (Le Bars and Adam, 2002).

B.1.1.b. Profil neuro-chimique des nocicepteurs

Les fibres afférentes primaires de type C peuvent étre classées en deux catégories
selon leur profil neuro-chimique. Elles peuvent étre peptidergiqgues ou non-peptidergiques
(Figure 16). Les neurones sensoriels formant les fibres peptidergiques expriment
spécifiguement des peptides comme le CGRP et la substance P mais aussi le récepteur
TRPV1 et les récepteurs TrkA et p75 a la neurotrophine NGF. Les fibres peptidergiques
sont responsables de l'inflammation neurogene. Ces fibres se projettent dans les couches
les plus superficielles | et llo (“outer”) de la corne dorsale de la MEp qui contiennent des
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neurones exprimant le récepteur NK1 a la substance P. Elles sont différenciables
facilement par immmuno-histo-chimie grace a des marquages du CGRP ou du trkA. Les
fibres non-peptidergiques n’expriment ni la substance P ni le CGRP. En revanche, elles
sont caractérisées par I'expression des récepteurs a la neurotrophine GDNF (RET, GFRA)
et des récepteurs purinergiques P2X3 a I'ATP et par la présence de la thiamine
monophosphatase (ou fluoride-resistant acid phosphatase FRAP). Histologiquement, les
fibres non-peptidergiques peuvent étre mises en évidence par un marquage a l'isolectine
B4. Electrophysiologiquement, elles se caractérisent par une forte densité de canaux
sodigues insensibles a la tétrodotoxine (SNS/PN3). Les courants induits sont faibles et la
durée des potentiels d'action particulierement longue ce qui se traduit par des seuils
d’activation plus élevés et des réponses moins nombreuses mais par une efficacité
synaptique accrue. Ces fibres se projettent exclusivement dans la couche lli (“inner”) de la
corne dorsale de la MEp qui ne contient que des inter-neurones répondant aux stimuli

mécanigues non nociceptifs (Guirimand and Le Bars, 1996; Hunt and Mantyh, 2001).
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Figure 16. Terminaisons des fibres C dans la corne dorsale de la MEp. D’aprés Hunt & Mantyh, 2001.
Les fibres C different par leur contenu peptidergique et la couche spinale (lamina) ou elles font synapse.
CGRP, calcitoningene-related peptide; FRAP, fluoride-resistant acid phosphatase; IB4, IB4-lectin-binding
site; P2X3, purine receptor; Ret, glial-cell-derived neurotrophic factor receptor tyrosine kinase; SP,
substance P; TrkA, tyrosine receptor kinase A.

B.1l. Sensibilisation périphérique

La sensibilisation périphérique définit une forme de plasticité de la réponse des
nocicepteurs a un stimulus répété ou a l'inflammation. Dans un contexte de Iésion et/ou

d’'inflammation, la stimulation plus prolongée et intense du nocicepteur conduit a un
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changement de son phénotype qui lui permet de produire des PA pour des seuils de
dépolarisation plus bas que ceux habituellement provoqués par un stimulus nociceptif

aigu.

B.1l.1. Signalisation sensorielle

Les potentiels d’action sont générés par I'ouverture des canaux ionigues sodiques
dépendants du voltage en réponse a un stimulus dépolarisant. lls s'achévent par la
combinaison dans le temps de linactivation de ces canaux et de I'ouverture de courants
potassiques sortants dépendants du voltage (Glazebrook et al., 2002). Le déclenchement
des potentiels d’action (PA) dans le contexte d’un stimulus mécano-nociceptif dépendrait
des canaux sodiques sensibles a la tétrodotoxine NaV1.7 (TTX-S) (Akopian et al., 1999)
tandis que les canaux sodiques reésistants TTX-R Navl.8 et NaV1.9, localisés
préférentiellement dans les nocicepteurs de type C, ont un réle tonique sur I'excitabilité
membranaire et peuvent ainsi amplifier les stimuli de faible intensité (Amir et al., 2006). Ce
profil d’activation de conductances membranaires bien décrit au niveau des afférences
somatiques est vraisemblablement identique au niveau viscéral (Rugiero et al., 2003;
Coste et al., 2004).

La transduction membranaire de stimuli nociceptifs viscéraux nécessite la
génération de courants par des canaux ioniques posseédant un seuil élevé d’activation par
des changements meécaniques, chimiques ou thermiques. Il existe principalement trois
grandes familles de canaux ioniques jouant ce role : (1) les canaux TRP activables par
des stimulations chimiques, thermiques ou mécaniques, (2) les canaux ASIC activables

par les ions H+ et (3) les canaux purinergiques P2X activables par 'ATP.

B.11.2. Neuro-plasticité des nocicepteurs

Toute Iésion organigue consécutive a l'inflammation déclenche des phénoménes
précoces au premier rang desquels chaleur et libération de médiateurs inflammatoires
comme I'ATP, les ions H+ et K+, la bradykinine, les prostaglandines, la sérotonine,
I'histamine et les cytokines. Ces stimuli peuvent sensibiliser les nocicepteurs directement
en modifiant les cinétiques électrophysiologiques des canaux dépendants du voltage et

des canaux cationiques TRP, ASIC et P2X. Cependant, la majorité des effets de ces
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médiateurs (bradykinine, prostaglandines, histamine, sérotonine, NGF, protéases) passent
par la liaison a des récepteurs métabotropiques couplés a une protéine G (RCPG) qui vont
permettre I'intégration du stimulus douloureux a I'échelle cellulaire (Woolf and Ma, 2007).
L'activation de voies de signalisation intra-cellulaires permet la mise en place de
phénomeénes tardifs tels que des synthéses protéigues aboutissant a un changement
(switch) du phénotype des neurones sensoriels qui deviennent hyper-excitables (seuils de
transduction des afférences primaires réduits) et a un recrutement des nocicepteurs
silencieux (Woolf and Salter, 2000; Julius and Basbaum, 2001). La sensibilisation des
afférences nerveuses primaires gastro-intestinales peut encore étre accentuée par les
interactions entre les neurones sensoriels et les cellules épithéliales et inflammatoires qui
produisent des neuro-peptides (SP, CGRP) et des neurotrophines (NGF). La Figure 17
résume les bases moléculaires des voies de signalisation nociceptive viscérale avant et

apres sensibilisation (Knowles and Aziz, 2009).

B.1l.2.a.Canaux ioniques

Les canaux ioniques qui participent a la génération du PA en réponse a un stimulus
nociceptif (NaV, CaV) et les récepteurs canaux qui modulent ce PA (TRP, ASIC, P2X...)
sont situés dans la membrane plasmique du neurone au niveau du corps cellulaire, des

terminaisons libres et des prolongements cellulaires.

Récepteur TRPV1

Les récepteurs canaux TRP (transient receptor potential) sont exprimés notamment
dans les neurones afférents de petit diametre (Mezey et al., 2000), dans les afférences du
tractus digestif et dans les nerfs extrinseques (Geppetti and Trevisani, 2004; Holzer, 2009)
ou ils participent aux processus nociceptifs, en particulier TRPV1, TRPV4 et TRPA1
(Caterina et al., 1999; Dhaka et al., 2006; Brierley et al., 2008). Le récepteur TRPV1 (TRP
Vanilloid 1) est particulierement intéressant pour son réle dans la douleur somatique et
dans I'HSV. Le TRPV1 est un canal calcique activé par la capsaicine, substance
appartenant a la famille des vanilloides. Il est également activé par les stimuli thermiques
nociceptifs supérieurs a 43T et son seuil d’activation est modulé par le pH (une
acidification a pH6,4 abaisse son seuil d’activation a 37<C), le froid (influence inhibitrice) et

des récepteurs tels que le trkA (Caterina and Julius, 2001). L’hyper-excitabilité de TRPV1
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Figure 17. Bases moléculaires périphériques de las  ignalisation viscérale nociceptive avant (Let2)e t
apres (3 a 5) sensibilisation. D’aprés Knowles & Aziz, 2009.

en réponse a une diminution du pH serait la cause des hyperalgies inflammatoire et
ischémique (Hellwig et al., 2004). L'augmentation de I'expression de TRPV1 dans les
neurones sensoriels fait aussi partie des changements phénotypiques induits par les
meédiateurs inflammatoires comme la bradykinine, les prostaglandines ou
lesneurotrophines NGF et GDNF (Geppetti and Trevisani, 2004). Les caractéristiques du
TRPV1 semblent étre la cause de I'hyper-sensibilité observée dans de multiples affections
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touchant le tractus gastro-intestinal. Dans le prurit anal (Lysy et al.,, 2003), I'hyper-
sensibilité rectale (Chan et al., 2003) et le reflux gastro-intestinal (Matthews et al., 2004),
l'acidité induite par I'inflammation pourrait étre a l'origine de la sur-expression de TRPV1
dans les fibres nerveuses. Chez les patients atteints de MICI avec symptémes douloureux,
le nombre de neurones exprimant TRPV1 est significativement augmenté dans la
mugqueuse colique (Yiangou et al., 2001a). Dans le SllI, les mémes observations rapportant
une sur-expression du TRPV1 muqueux ont trées recemment été faites chez des patients
présentant une inflammation (Akbar et al., 2008; Hughes et al., 2009). Ces changements
sont tres probablement la conséquence de l'effet du NGF dont la production est trés

augmentée sur le site de l'inflammation (cf. Chapitre B.11.2.b).

Canaux ASIC

Les canaux sensibles a I'acide ASIC (acid-sensing ion channel) appartiennent a la
famille des canaux sodiques épithéliaux et des dégénérines” de C. elegans (DEG/ENaC).
Il existe six sous-unités s'assemblant en homo- ou hétéro-trimeres pour former des
canaux fonctionnels : les isoformes ASICla et ASIC1b, les isoformes ASIC2a et ASIC2Db,
ASIC3 et ASIC4 (Waldmann et al., 1996; Lingueglia et al., 1997; Waldmann et al., 1997b;
Waldmann et al., 1997a; Chen et al., 1998; Akopian et al., 2000). Les ASIC sont exprimés
majoritairement dans le systeme nerveux central et dans les neurones sensoriels (Garcia-
Anoveros et al., 2001), y compris les nocicepteurs somatiques et viscéraux (Voilley et al.,
2001; Alvarez de la Rosa et al., 2002; Mamet et al., 2003; Page et al., 2005; Holzer, 2007;
Page et al., 2007). Alors que l'activation de TRPV1 dépend de l'acidification a des pH
physiologiquement extrémes (pH<6,0) (Caterina and Julius, 2001), les canaux ASIC sont
plus sensibles aux protons et s’activent pour de faibles variations de pH (Waldmann et al.,
1997a). Cette propriété leur confere un réle dans la nociception et I'HSV car les lésions
tissulaires s’accompagnent d’'une acidose locale. Les ASIC sont exprimés dans les
neurones entérigues ou ils assurent la mécano-sensation et la mécano-perception colique
et gastro-esophagienne (Page et al., 2004; Page et al., 2005; Page et al., 2007). Le canal
ASIC3, qui est sur-exprimé chez les patients atteints de MICI (Yiangou et al., 2001c) et
dans les états douloureux inflammatoires et viscéraux (Voilley et al., 2001; Jones et al.,
2005; Wultsch et al.,, 2007) est une cible potentielle pour le traitement de la douleur

inflammatoire et de 'HSV.
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Récepteurs P2X

Les récepteurs P2X et P2Y sont des récepteurs ionotropiques calciques, activés
respectivement par I'ATP et 'ADP extra-cellulaires. lls sont exprimés dans les neurones
sensoriels notamment ceux de l'intestin (Van Crombruggen et al., 2007). L’ATP, libéré par
les neurones extrinseques et sympathiques et les cellules en souffrance, est un médiateur
impliqué dans l'initiation et la transmission du message douloureux (surtout d’origine
ischémique ou vasculaire). Le récepteur P2X3 est exprimé spécifiguement par les
nocicepteurs périphériques non-peptidergiques (Yiangou et al., 2000). Son expression est
augmentée dans les biopsies coliques de patients atteints de MICI (Yiangou et al., 2001b).
Ce résultat suggére que P2X3 pourrait contribuer a linflammation, la douleur et la

dysmotilité intestinale dans les pathologies digestives (Christofi, 2008).

Canaux sodiques dépendants du voltage

Les canaux VGSC (voltage-gated sodium channels) sont présents dans le SNC et
le SNP (Amir et al., 2006) ou ils assurent la phase dépolarisante du PA en augmentant la
perméabilité sodique de facon dépendante du voltage. En concertation avec les canaux
K+, les VGSC modulent I'excitabilité des neurones sensoriels. Les canaux TTX-R NaV1.8
et NaV1.9 sont exprimés de préférence par les nocicepteurs des afférences sensorielles
(Coste et al., 2007). En accord avec cette distribution tissulaire, NaV1.8 et NaV1.9 ont un
réle déterminant dans la transmission nociceptive puisque leurs états d’activation et
d’inactivation sont modulés par la prostaglandine E2, la sérotonine et 'adénosine (Rush
and Waxman, 2004; Amaya et al., 2006). Ces médiateurs inflammatoires diminuent le
seuil d’activation et augmentent l'amplitude du courant généré par ces canaux,
augmentant la probabilité de générer un PA et induisant ainsi une sensibilisation
neuronale (Catterall et al., 1992). Ce mécanisme a été bien décrit dans les neurones
sensoriels et entérigues d’animaux sains (Coste et al., 2004; Priest et al., 2005) et dans
des modeles d’inflammation somatique (Rush and Waxman, 2004; Maingret et al., 2008)
et dans des modeles de douleur viscérale (Beyak et al., 2004; Beyak and Vanner, 2005;
Ritter et al.,, 2009) mais aucune étude n'a a ce jour étudié leur réle dans la physio-

pathologie viscérale humaine.

Canaux calciques dépendants du voltage
Les canaux VGCC (voltage-gated calcium channels ou CaV) activés par de hauts

voltages (canaux CaV2.1 de type P/Q et CaV2.2 de type N) ou de bas voltages (canaux
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CaV3 de type T) sont impligués dans les mécanismes douloureux. Exprimés dans les
neurones myentériques (Perez-Reyes, 2003), les terminaisons pré-synaptiques et le SNC,
les canaux CaV2 et CaV3 sont de bonnes cibles pour le traitement des douleurs
viscérales (McGivern, 2006). Les anti-convulsivants tels que la gabapentine et la
prégabaline qui se fixent sur les sous-unités a2 des CaV2 induisent une analgésie se
traduisant par une réduction de I'hyperalgie dans les modéles de douleur (Taylor et al.,
2007) comme le modele d'inflammation viscérale au TNBS (Diop et al.,, 2002) ou les
modeles de neuropathie (Luo et al., 2002). Les canaux de type T sont particulierement
intéressants de part leurs propriétés électrophysiologiques. Tout comme les Nav1.8 et 1.9,
leur courant présente une composante TTX-R et ils ont un réle tonique dans la génération
du potentiel de membrane. lls s’activent pour de faibles variations de potentiel et ont une
dé-inactivation rapide qui leur confére la capacité de générer plusieurs PA a bas seuils
consécutifs (Perez-Reyes, 2003). lls sont ainsi responsables du signal douloureux dans
les nocicepteurs périphériques et spinaux (Bourinet and Zamponi, 2005). Les canaux
calciques contribueraient donc au phénomene de sensibilisation des afférences
nociceptives (Bourinet et al., 2005). Bien qu’aucune étude n’ait rapporté une implication
des VGCC dans les MICI ou le Sll, en revanche, I'HSV et I'hyper-activité motrice de
l'intestin sont associées a une augmentation de I'exocytose de calcium et de neuro-
transmetteurs (neuropeptides VIP, NPY, NK et SP, acétylcholine) ce qui constitue des
conditions idéales pour l'activation de ces canaux (Smith et al.,, 2003). L'efficacité de
bloqueurs sélectifs des canaux calciques sur la motricité digestive dans le Sl confirme

l'intérét de ces canaux en tant que cible thérapeutique (Saad and Chey, 2008).

B.11.2.b. Médiateurs inflammatoires et leurs récepteurs

Apres avoir été actives par les médiateurs inflammatoires (kinines,
neurotrophines...) libérés sur le site de la Iésion, les récepteurs tyrosine kinase (trk) et les
récepteurs métabotropiques (RCPG) assurent la transduction du message nociceptif au
niveau des terminaisons libres. Les voies de signalisation impliquent le recrutement de la
phospholipase C, de l'adényl cyclase, de la guanylate cyclase, la libération de calcium et
la synthése de NO. L’activation conseécutive des seconds messagers intra-cellulaires
conduit a la modification des lipides membranaires, a la modification du patron
d’expression et de distribution des protéines membranaires et a l'activation de génes
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précoces et tardifs (switch phénotypique : changements plastiques a long terme).

Récepteurs aux kinines

Les kinines ou tachykinines (substance P, neurokinine A, bradykinine et kalliddine)
participent au développement de I'hyperalgésie dans les conditions inflammatoires en
stimulant la production de cytokines, en activant les voies de transduction de la synthese
d’acide arachidonique et en déclenchant la dégranulation d’histamine par les mastocytes.
Les récepteurs aux kinines sont des RCPG. Le récepteur a la bradykinine Bl est
inductible et synthétisé uniquement dans les conditions inflammatoires sous dépendance
du facteur de transcription NFKB. Le récepteur B2, constitutif, conduit a I'activation et a la
sensibilisation des nocicepteurs par la bradykinine en provoquant la libération de
substance P et de CGRP (Holzer and Holzer-Petsche, 1997; Blaukat, 2003; Wang et al.,
2006). Exprimés dans les neurones sensoriels et les neurones myentériques (Stadnicki et
al., 2005), les récepteurs a la bradykinine font partie des acteurs de la sensibilisation
viscérale, par exemple en réponse a l'IlL1B (Murakami et al., 2008). Le blocage des
récepteurs B1 a ainsi montré des effets bénéfiques sur des patients atteints de MICI
(Marceau and Regoli, 2008).

Le réle de la substance P (SP) est quant a lui beaucoup plus documenté. La SP est
un neuro-transmetteur et un neuro-modulateur qui augmente I'excitabilité des neurones
sensoriels dans l'inflammation neurogene (Datar et al., 2004). Son récepteur NK1 est sur-
exprimé dans la muqueuse, la musculeuse et les cellules inflammatoires des c6lons de
patients avec une MICI, qu’ils présentent une inflammation ou non (Raithel et al., 1999;
O'Connor et al., 2004; ter Beek et al., 2007). Dans le SlI, les niveaux d’expression de SP
sérique ne sont pas changés (Zhang et al., 2008) mais I'effet des neuropeptides étant
local, sa quantification doit étre entreprise au niveau tissulaire. En revanche, chez I'animal,
plusieurs modéles de Sll ont mis en évidence I'implication de la SP et de son récepteur.
Par exemple, la densité de fibres exprimant la SP est augmentée dans le colon et la MEp
de rats présentant une hyper-sensibilité colique induite par l'instillation gastrigue d’eau
glacée (Amaya et al., 2006). L'usage d’antagonistes NK1 permet de réduire la libération
d’histamine induite par la SP et la fréquence de défécation dans des modéles de Sl induit
par le stress (Okano et al.,, 2001; Okano et al., 2002; Greenwood-Van Meerveld et al.,
2003). L'utilisation d’agonistes du NK1 est utilisée pour modéliser I'hnyper-contractilité des
cellules musculaires intestinales observée dans le Sl (Improta and Broccardo, 2006).

Enfin, dans le récent modele d’hyper-sensibilité coligue non inflammatoire induite par le
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butyrate, les seuils de réponses a la distension colo-rectale sont augmentés par une
destruction néo-natale des fibres C peptidergiques qui expriment la SP et le CGRP, un
autre neuro-transmetteur impliqué dans la nociception viscérale (Bourdu et al., 2005).

Le CGRP et son RCPG CLR (calcitonin-like receptor) sont donc également des
acteurs moléculaires potentiellement impliqués dans I'hyper-sensibilité colique. Dans le
modéle butyrate, I'administration d’'un antagoniste du CLR permet de réduire I'hyper-
sensibilité colique de facon similaire au traitement néonatal a la capsaicine (Bourdu et al.,
2005). A linverse, de facon surprenante, dans un modele animal de colite induite par le
TNBS, [l'utilisation d’un antagoniste du CGRP aggrave l'inflammation (Reinshagen et al.,
1998) ce qui suggére que le CGRP pourrait avoir un effet protecteur vis-a-vis de la

mugueuse et que le rble nociceptif est dévolu a son récepteur (Smith and Smid, 2005).

Récepteurs aux neurotrophines

Les neurotrophines forment une famille de protéines comprenant le NGF, le BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) et les neurotrophines 3 (NT-3), 4/5 (NT-4/5) et 6 (NT-6,
qui n'existe que chez les poissons de la classe des Téléostéens). Pendant le
développement, les neurotrophines maintiennent en vie certaines sous-populations de
neurones exprimant les récepteurs appropriés (Huang and Reichardt, 2001). Le récepteur
de basse affinité p75NTR fixe toutes les neurotrophines. Chaque neurotrophine possede
en outre un récepteur spécifique de haute affinité appartenant a la famille des récepteurs
tyrosine kinase (trk). Le NGF se lie au trkA, le BDNF et la NT-4/5 se lient au trkB et la NT-
3 se lie au trkC. Chez l'adulte, les neurotrophines modulent I'équilibre entre survie et
apoptose cellulaires et régulent I'excitabilité neuronale et la fonction synaptique en activant
des voies de signalisation intra-cellulaires (Figure 18) aboutissant a des changements

neuro-plastiques dans les processus nociceptifs (Chao, 2003; Pezet and McMahon, 2006).
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Figure 18. Récepteurs aux neurotrophines et voies d e signalisation intra-cellulaire.  D’aprés Pezet &
McMahon, 2006. BDNF, brain-derived neurotrophic factor; JNK, Jun N-terminal kinase; NGF, NGF; NT,
neurotrophin; trk, tropomyosine receptor kinase.

Au niveau des terminaisons nerveuses des neurones sensoriels, I'activation des
récepteurs trk par les neurotrophines produites localement sensibilise les nocicepteurs
(Patapoutian and Reichardt, 2001). De plus, les complexes trk-neurotrophine sont
internalisés et constituent un message rétrograde qui exerce un contrble transcriptionnel
tardif dans le neurone.

Parmi ces neurotrophines, le NGF a été largement étudié in vitro sur des cultures
de neurones sensoriels. Les voies de signalisation du NGF régulent I'expression de génes
impliqués dans la croissance nerveuse et la nociception dans les neurones exprimant le
trkA (Pezet and McMahon, 2006). Des résultats similaires ont par la suite été observés in
vivo. Parmi la large gamme d’effets du NGF sur le phénotype des nocicepteurs, on
observe : (1) une augmentation de l'expression du CGRP et du BDNF suite a un
traitement par le NGF (Michael et al., 1997; Bowles et al., 2004) ; (2) une augmentation de
I'expression de récepteurs couplés a des canaux ioniques comme TRPV1 (Ji et al., 2002;
Zhang et al., 2005), ASIC3 (Mamet et al., 2003) et P2X3 (Simonetti et al., 2006) et de
RCPG comme le récepteur B2 a la bradykinine (Lee et al., 2002b) ou le récepteur
opioidergique 1 (Mousa et al., 2007) ; (3) une augmentation des courants mediés par les
canaux ASIC3 (Mamet et al.,, 2002), P2X3 (Giniatullin et al., 2008) et par les canaux
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sodiques TTX-S et TTX-R (Fjell et al.,, 1999b; Fjell et al., 1999a) et (4) un
“bourgeonnement” des fibres sympathiques post-ganglionnaires exprimant le trkA qui
enveloppent ensuite les neurones sensoriels primaires et un bourgeonnement des
nocicepteurs trkA-IR qui conduit & une hyper-innervation de I'épiderme et des autres tissus
cibles du NGF (Ramer et al., 1999). Ces changements font du NGF une molécule clé dans
les phénomenes d’hyper-sensibilisation des nocicepteurs.

Au niveau viscéral, le NGF est impliqué dans les états douloureux (di Mola et al.,
2000; Chung et al., 2007), ce qui est en accord avec la distribution des récepteurs trkA et
p75 dans les neurones sensoriels coliques (Lee et al., 2002a), les neurones myentériques
(Lin et al., 2005a), les fibres nerveuses sympathiques (Reichardt, 2006) et les cellules
immunitaires (Tabakman et al., 2004). L’administration de NGF exogene provoque une
hyperalgie dans des modéles animaux de douleur viscérale (Dmitrieva and McMahon,
1996; Delafoy et al., 2003) tandis que la neutralisation de ce méme NGF par des anticorps
anti-NGF administrés par voie systémique empéche I'expression de la douleur (Delafoy et
al., 2006; Guerios et al., 2006).

L’augmentation des niveaux d’expression du NGF et de ses récepteurs trkA et p75
a été décrite dans les MICI. Cette sur-expression est variable dans les cellules
polynucléaires de la lamina propria, dans les mastocytes et dans une partie des plexi
d’Auerbach et de Meissner et de la glie adjacente (Aloe and Levi-Montalcini, 1977; di Mola
et al., 2000; Lee et al., 2002a). Par ailleurs, si le NGF participe a la nociception, il a aussi
un réle neuro-protecteur. Dans les biopsies de c6lon de patients avec une RCH présentant
un statut inflammatoire tres sévere, le niveau d’expression des neurotrophines est réduit et
traduit le dépassement des systémes de protection de I'épithélium (Johansson et al.,
2007). Aucune étude clinique n’a a ce jour étudié l'implication des neurotrophines dans la
physio-pathologie du Sll. Chez le rat, tres récemment, il a été montré que le NGF participe
au développement et au maintien des altérations de la sensibilité viscérale et de l'intégrité
de la muqueuse dans le modéle de stress néo-natal par déprivation maternelle (Delafoy et
al., 2006; Barreau et al., 2007).

Outre le role sensibilisateur du NGF sur les canaux ioniques (ASIC, TRPV1), une
hypothése avancée fréquemment est que le NGF produit par les mastocytes induit la
croissance des nerfs dans leur direction (Stanzel et al., 2008) et que, réciproquement, les
mastocytes activés au contact des nerfs liberent du NGF en excés (Collins et al., 1999;
Barbara et al., 2006). Dans les biopsies de patients présentant une hyper-sensibilité

rectale, le lien entre NGF et croissance nerveuse a été confirmé puisque les muqueuses
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rectales présentent un nombre augmenté de fibres sensorielles exprimant le NGF et le
TRPV1 (Chan et al., 2003).

En conclusion, 'augmentation concomitante de I'expression du NGF et du trkA a la
fois dans les structures nerveuses et lymphoides coliques supporte I'hypothése
d’interactions neuro-immunitaires dans la physio-pathologie des douleurs coliques
chroniques. Les neurotrophines peuvent étre considérées comme le lien entre ces deux
systemes ; en particulier, le rdle du NGF doit étre étudié plus avant pour éclaircir ses
implications dans les processus pathologiques (Skaper et al., 2001; Anand et al., 2007) et

dans la protection de I'intestin contre I'inflammation (Tabakman et al., 2004).

B.1ll. Neuro-dégénération

Les études menées sur les changements plastiques dans les neurones sensoriels
des ganglions suggerent que les mécanismes de 'HSV reposent sur une augmentation de
I'activité nerveuse et de l'innervation nerveuse du tissu cible, notamment par I'action de
neurotrophines favorisant la croissance des fibres sensorielles. Cependant, dans les
douleurs chroniques coliques, plusieurs indices laissent supposer que les mécanismes de
neuro-protection sont défaillants et que des processus neuro-dégénératifs sont a I'ceuvre.

Dans la MC, la microscopie électronique a transmission a permis de montrer
morphologiquement que le nombre de terminaisons nerveuses dans liléon des patients
est diminué (Szabo and Feher, 1991; Feher et al., 1997). Le nombre de lysosomes dans
les corps cellulaires de ces fibres est augmenté (Szabo and Feher, 1991) ce qui suggere
une dégénération neuronale, probablement liée a la production de radicaux libres par les
neutrophiles (Nguyen et al., 2007). Des axones dégénérés ont pu étre co-localisés avec
des lymphocytes (Feher et al., 1997). De plus, les fibres nerveuses SP-IR ont un diametre
réduit dans le colon des patients atteints de MC et de RCH (Watanabe et al., 1998). Ces
résultats sont a mettre en paralléle avec une étude qui rapporte un niveau d’expression
des neurotrophines réduit dans les MICI actives (Johansson et al.,, 2007). Les études
cliniues sont confortées par des données pré-cliniques issues de modeles animaux de
MICI (Miampamba and Sharkey, 1998; Sanovic et al., 1999; Boyer et al., 2005; Linden et
al.,, 2005). Chez des patients présentant un Sll avec une légere inflammation, une
dégénérescence nerveuse a egalement été observée dans les plexi myenteriques du

jéjunum (De Giorgio et al., 2002; Tornblom et al., 2002) mais les études sur le cblon
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restent inexistantes.

La neuro-dégénération peut entrainer une polynévrite (démyélinisation) et une
inflammation chronique des structures nerveuses participant a I'inflammation neurogéne
responsables des dysfonctions sensori-motrices dans les MICI et le Sll. Ainsi, dans un
modéle de Iésion du nerf pelvien chez le rat, I'activité nerveuse et les seuils de douleur a
la distension colo-rectale sont augmentés (Coutinho et al., 2000). Ce résultat suggére que,
méme en l'absence d'inflammation périphérique, l'atteinte d'un nerf viscéral peut
sensibiliser les afférences spinales. Ce mécanisme pourrait rendre compte de l'effet
aggravant ou générateur des interventions chirurgicales sur les troubles fonctionnels

intestinaux.

En conclusion, les mécanismes responsables de la sensibilisation gastro-intestinale
périphérique sont de méme nature dans les MICI et le Sll. Les mécanismes par lesquels
les neurones des afférences viscérales primaires contribuent a I'HSV incluent
linflammation périphérique, les atteintes nerveuses viscérales et les changements dans le
nombre et/ou la fonction des canaux ioniques. Le NGF et le récepteur TRPV1 sont
actuellement décrits comme les acteurs clés de la sensibilisation périphérique car ils sont
au centre des mécanismes de la croissance nerveuse et de I'hyper-excitabilité des

nocicepteurs (Figure 19).

Les changements neuro-plastiques peuvent provoquer des pertubations sensori-
motrices de l'intestin a long terme méme apres résolution de 'inflammation (Collins, 1996).
Le systéeme nerveux intrinseque (environ 100 millions de neurones intrinseques versus
100 000 extrinseques) ne transmet pas directement le message douloureux conscient
mais participe a la libération de la SP et du CGRP en réponse aux stimuli nociceptifs et

promeut I'inflammation neurogéne (Furness, 2006).
Les mécanismes de sensibilisation périphérique induisent une HSV qui peut

s’exprimer indépendamment d’'une amplification des entrées sensorielles viscérales dans

le SNC. Mais il est plus probable que les mécanismes périphériques agissent de facon
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synergique ou causale avec les mécanismes centraux qui contribuent également aux
douleurs viscérales™.
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Figure 19. Mécanismes de la sensibilisation périphé rique impliquant le NGF et le TRPV1. D’aprés
Anand et al.,, 2007. (A) Mécanismes moléculaires proposés pour I'hyper-sensibilité. (B) Voie possible
conduisant a la douleur chronique et a I'’hyper-sensibilité.

! C’est notamment le cas pour le SlI-PI dont 'anamnese indique que I'apparition des symptémes a lieu
plusieurs mois apres la résolution de I'infection gastro-intestinale. Durant ce laps de temps, les mécanismes
centraux de I'HSV sont probablement mis en place.
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La chronicisation et I'amplification des douleurs viscérales repose sur le
développement d’'une réponse excessive des fibres afférentes primaires (hyper-réactivité
des neurones sensoriels) au stimulus nociceptif viscéral. A un niveau anatomique
supérieur, I'intensité du message douloureux en provenance de la périphérie peut encore
étre amplifié et renforcé lors de sa transmission vers les centres nerveux supérieurs. La
MEp est le lieu de I'intégration de ce message en transit. C’est en effet dans la MEp qu’'a
lieu la premiere synapse entre le neurone sensoriel du GRD et les neurones du SNC et
gue s’opérent les processus responsables de la sensibilisation centrale en réponse aux
entrées nociceptives répétées : I'hyper-réactivité des nocicepteurs spinaux (augmentation
du gain des synapses viscéro-spinales par la potentialisation a long terme ou PLT) et le

recrutement de nocicepteurs spinaux silencieux.

C.l. Neurophysiologie spinale

C.1.1. Organisation fonctionnelle

C.l.1.a. Couches spinales

La substance grise (SG) de la MEp a été subdivisée en dix couches fonctionnelles

(ou laminae) définies par Rexed selon le type d’innervation afférente ou efférente (Rexed,
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1952). Les cing premiéres correspondent a la corne dorsale (sensitive) ; les couches VI-
VIl a la zone intermédiaire ; les couches VIII-IX a la corne ventrale (motrice) et la couche X
a la zone péri-épendymaire (Figure 20).

Les fibres périphériques entrent dans le SNC par les racines dorsales spinales pour
se distribuer dans la MEp. Leur corps cellulaire (cellule de Dogiel, dite en T) se trouve
dans le ganglion rachidien correspondant. A la jonction radiculo-médullaire, les fibres de
gros calibre (AaB) se séparent de celles de petit calibre (Ad et C) de sorte qu’a leur entrée
dans la corne dorsale de la MEp, les fibres amyéliniques occupent la partie latéro-ventrale
de la MEp alors que les fibres plus grosses ont une position médio-dorsale (Guirimand
and Le Bars, 1996; Purves et al., 2005).

Les nocicepteurs Ad et C se divisent en une branche ascendante et une branche
descendante et n’envoient des collatérales que vers les régions de la corne dorsale de la
MEp, impliqguées principalement dans la réception, le traitement et la transmission de
linformation nociceptive. Apres progression sur plusieurs segments dans la substance
blanche (SB) dorso-latérale (tractus de Lissauer), les fibres Ad et C se projettent dans les
différentes couches superficielles de la corne postérieure en fonction de leur origine. Les
fibres cutanées se projettent essentiellement dans les couches | et llo. Les fibres Ad se
projettent en outre sur les couches V. Les projections d’origines viscérale et musculaire
sont tres différentes des afférences cutanées puisqu’elles évitent la lamina llo, Il et IV.
Les afférences musculaires se terminent dans les laminae |, V et VI et les afférences
viscérales dans les couches I, V, VIl et X (Guirimand and Le Bars, 1996). On constate par
conséquent une convergence anatomique des afférences nociceptives cutanées,

musculaires et viscérales dans les couches | et V.

112



Chapitre 2. Mécanismes de I'HSV - Moélle épiniére - Neurophysiologie spinale

Nuclear cell columns Laminae of Rexed
1 I

I Nucleus pos! lulcv marginais U] 1
(margin.

Substantia gelatinoss

Nucleus proprius of posterior homn

uu m 3 u7

Figure 20. Organisation de la MEp et répartition de s différents neurones dans les couches spinales.
Gauche : 1, neurone sensitif somatique ; 2, neurone sensitif viscéral ; 3, neurone viscéral moteur ; 4,
neurone somatique moteur ; 5, corne postérieure ; 6, corne latérale ; 7, corne antérieure ; 8, racine dorsale
sensitive du nerf spinal ; 9, ganglion spinal ; 10, nerf spinal mixte ; 11, racine ventrale motrice du nerf spinal ;
12, neurone sensitif bipolaire ; A, zone somato- sensitive (inter- neurones) ; B, zone viscéro- sensitive (inter-
neurones) ; C, zone viscéro- motrice (neurones moteurs) ; D, zone somato- motrice (neurones moteurs).
Droite : couches (laminae) de Rexed.

C.1.1.b. Types de neurones spinaux

Les études électrophysiologiques ont permis de caractériser deux grandes classes
de neurones a gamme de sensibilité différente aux stimuli douloureux dans les couches |
et V : les neurones nociceptifs non spécifigues (NNS) et les neurones nociceptifs
spécifiqgues (NS) (Guirimand and Le Bars, 1996).

Neurones nociceptifs non spécifiques

Les NNS sont également appelés neurones a convergence ou neurones a large
gamme dynamique (wide dynamic range ou WDR). Leur repartition suit une organisation
de type somatotopique avec des champs récepteurs cutanés. Les NNS codent l'intensité
de la stimulation puisque leur fréquence de décharge augmente proportionnellement avec
lintensité du stimulus. Les NNS répondent a des stimuli polymodaux (mécanique,
thermique et chimique) conduits par les fibres afférentes de type AB, Ad et C d'origines

cutanée, musculaire et viscérale.

Neurones nociceptifs spécifiques

Les NS sont essentiellement localisés dans la lamina | de la MEp et ne sont
innervés que par les fibres périphériques Ad et C dont les origines diverses peuvent
expliqguer le phénomene de convergence viscéro-somatique. Les NS répondent
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exclusivement a un type donné de stimulus nociceptif (chimique, mécanique ou
thermique). Leur champ récepteur est de petite taille. lls n’ont aucune activité spontanée
et s’activent pour des stimulations supra-liminaires en déchargeant de fagon proportionnée

a l'intensité de la stimulation.

C.l.1.c. Projections vers les neurones de troisieme ordre

Les neurones sensoriels des GRD sont les premiers neurones du systeme
sensoriel et sont appelés neurones de premier ordre. Les neurones spinaux sont les
premiers neurones centraux a recevoir linformation nociceptive (premiére synapse
centrale) par les fibres afférentes périphériques primaires (neurones de premier ordre) et
sont dits de second ordre. Le message douloureux va ensuite étre transmis au cortex par
l'intermédiaire des structures supra-spinales (bulbe rachidien, tronc cérébral et thalamus)
dans lesquelles s’effectue la deuxieme synapse centrale avec les neurones centraux de

troisieme ordre.

Voies somatiques

La majeure partie des fibres des neurones nociceptifs projettant vers les structures
supra-spinales croise la ligne médiane par la commissure grise antérieure et gagne le
faisceau ascendant de Déjerine (faisceau spino-thalamique latéral) par le quadrant antéro-
latéral contro-latéral (Figure 21). Les neurones nociceptifs de la corne dorsale de la MEp
projettent vers trois sites principaux : le thalamus (faisceaux spino-thalamiques), la
formation réticulée (faisceaux spino-réticulés) et la substance grise péri-agueductale

(faisceaux spino-mésencéphaliques) (Purves et al., 2005).

Voies viscérales

Les messages viscéraux nhociceptifs en provenance des visceres pelviens,
abdominaux et thoraciques gagnent les centres supra-spinaux en passant non pas par le
cordon antéro-latéral de la MEp (messages nociceptifs somatiques) mais par la voie des
colonnes dorsales lemniscales médianes (Figure 21) pour se projeter sur le thalamus

ventral postérieur (Willis et al., 1999).
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Figure 21. Voies nociceptives spinales ascendantes.
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éditions. (A) Voies de la sensibilité thermique et nociceptive discriminative. (B) Voies de la douleur viscérale.

C.1.2. Premiers neurones centraux (de second ordre)

C.l1.2.a. Définition

Dans la MEp, les afférences primaires font synapse avec trois types de neurones

bY

de second ordre : des neurones a projections supra-spinales, des neurones proprio-

spinaux a projection spinale et des interneurones médullaires excitateurs ou inhibiteurs.

Les projections vers les centres supérieurs assurent l'attribution des composantes

émotionnelle, cognitive et sensorielle discriminative (nature, localisation, intensité et

durée) de la douleur. Les projections spinales (homo- ou hétéro-segmentaires) assurent la

coordination de réflexe médullaire a la stimulation nociceptive. Les interneurones

participent aux mécanismes de contrble nociceptif (anti-nociception spinale) ou
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transmettent leurs informations vers les motoneurones qui géneérent les réflexes spinaux.

C.1.2.b. Neuro-médiateurs libérés dans la MEp

Le potentiel d’action (PA) généré par l'activation des fibres afférentes primaires
suite a une stimulation nociceptive parvient au niveau de la premiére synapse située dans
la MEp. Dans I'élément pré-synaptique, le PA provoque I'ouverture de canaux calciques
dépendants du voltage entrainant une augmentation de la concentration cytosolique de
calcium et la libération de neuro-médiateurs par exocytose des vésicules synaptiques. Les
neuro-médiateurs peuvent étre classés en deux catégories : les acides aminés excitateurs
(glutamate, aspartate) qui sont les neuro-transmetteurs stricto sensu et les neuro-peptides
(CGRP, SP, CCK, ocytocine, SST, NGF, BDNF, enképhalines, galanine, VIP, NPFF...) qui
modulent leurs effets (Dickenson et al., 1997). Les neuro-transmetteurs libérés activent les
récepteurs post-synaptiques des neurones spinaux et permettent la transmission du

message douloureux.

C.l1.2.c. Récepteurs pré-synaptiques

La quantité de neuro-médiateurs synaptiques libérés dépend de la concentration de
calcium pré-synaptigue dans les terminaisons des fibres afférentes primaires. Les
récepteurs pré-synaptiques tels que les récepteurs “pro-nociceptifs” P2X (a 'ATP), 5-HT3
(a la sérotonine) et EP (aux prostaglandines) et les récepteurs “anti-nociceptifs” GABA-B
(au GABA), a2-adrénergiques (a la noradrénaline), 5-HT1A et 1B (a la sérotonine) et
opioidergiques [, ® et kK modulent positivement et négativement, respectivement, cette
concentration ce qui va favoriser ou inhiber la libération des neuro-médiateurs et neuro-

modulateurs au niveau spinal (Julius and Basbaum, 2001).

C.l1.2.d. Récepteurs post-synaptiques

Récepteurs glutamatergiques
Le glutamate est le neuro-médiateur clé de la transmission synaptique nociceptive

et se lie a des récepteurs ionotropiques ou a des récepteurs meétabotropiques (Bleakman
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et al., 2006). Les récepteurs glutamatergiques ionotropiques sont subdivisés selon leurs
ligands de synthése en récepteurs au N-methyl-D-aspartate (NMDA), au alpha-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4 isoxalone propionate (AMPA), au kainate et au 2-amino-4-
phosphonobutyrate (AP4). Les récepteurs ionotropiques AMPA/kainate ouvrent un canal
sodique et les récepteurs ionotropiques NMDA ouvrent un canal calcique (Bleakman et al.,
2006). Les récepteurs métabotropigues mGlu-R sont couplés aux protéines G. lls peuvent
moduler les cinétiques d’activation des récepteurs glutamatergiques ionotropiques. Les
mGIu-R ont un rdle critique dans les mécanismes nociceptifs car ils initient les
phénomeéenes de PLT et de "wind-up" responsables de I'hyper-excitabilité de la MEp (voir
chapitre C.Il.1). Le glutamate libéré dans la fente synaptique se fixe aussi sur des
récepteurs pré-synaptiques pour favoriser sa propre libération ou étre capturé par des
transporteurs actifs situés sur les membranes de la terminaison et des astrocytes qui
'entourent et participer a la régulation métabolique de l'activité synaptique (Bleakman et
al., 2006).

Autres récepteurs

Les récepteurs aux neuro-peptides (CGRP, SP, VIP, CCK...) augmentent
I'excitabilité membranaire lors de leur activation. Par exemple, les récepteurs trkB peuvent
activer le réecepteur NMDA par I'intermédiaire de la PKC (Garraway et al., 2003; Slack et
al., 2004).

Enfin, les canaux calcigues voltage-dépendants de type N (Bourinet and Zamponi,
2005) et les canaux sodiques ASIC activés par les ions H+ relargués par les vésicules
d’exocytose seraient fortement impliqués dans la transmission spinale du message
nerveux (Bloodgood and Sabatini, 2008). En patrticulier, le canal ASICla participe aux
courants spinaux évoqués par des stimulation nociceptives (Wu et al., 2004; Baron et al.,
2008). De plus, un réle lui a été proposé dans la PLT puisque ASICla, dans des situations

de forte activité synaptique, contribuerait avec les canaux AMPA a l'activation du
récepteur NMDA (Wemmie et al., 2002).

C.1l. Sensibilisation centrale spinale

La sensibilisation centrale est un processus clé dans le développement de I'hyper-

sensibilité persistante a la douleur. Au niveau somatique, la SP, la PGE2 et les récepteurs
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5HT, AMPA et NMDA ont été largement impliqués dans le développement et le maintien
de la sensibilisation au niveau de la MEp. L’état actuel des connaissances indique que les
nocicepteurs du systeme gastro-intestinal ont une identité moléculaire similaire puisque
des études expérimentales ont démontré que les récepteurs post-synaptiques NK
(Gaudreau and Plourde, 2003), NMDA (Kolhekar and Gebhart, 1996), AMPA (Miranda et
al., 2004) et 5HT (Gershon and Tack, 2007) ont un role dans la transmission de la douleur
viscérale.

Les décharges répétitives de PA en provenance de la périphérie (comme c’est le
cas avec la sensibilisation périphérique) renforcent les entrées nociceptives dans la corne
dorsale de MEp. Cela conduit a des réponses amplifiées aux stimuli de type douloureux
(hyperalgie) mais aussi aux stimuli non douloureux (allodynie) (Anand et al., 2007) en
raison d'une facilitation des mécanismes excitateurs et d'un affaiblissement des
mécanismes inhibiteurs (Woolf, 2007). Ces mécanismes sont sous la dépendance de

phénomeénes neuro-plastiques.

C.1.1. Neuro-plasticité

Potentialisation a long terme

Le renforcement synaptique rend compte de I'hyper-excitabilité médullaire dans les
états d’hyper-sensibilisation et de chronicisation de la douleur. En effet, les entrées
nociceptives répétées génerent des changements transcriptionnels dépendant de I'activité
dans les neurones sensoriels et les neurones spinaux (Ji and Woolf, 2001). Ces
changements vont permettre d’améliorer sur le long terme la communication entre deux
neurones actives simultanément en augmentant I'efficacité de la transmission synaptique,
par exemple en permettant la libération de neuro-transmetteurs excitateurs en réponse a
un PA pré-synaptique infra-liminaire. C’est ce qu’on appelle la potentialisation a long terme
(PLT).

Le mécanisme de la PLT implique également les récepteurs post-synaptiques
AMPA et NMDA (Figure 22). Schématiquement, l'activation simultanée répétée de
plusieurs éléments pré-synaptiques conduit a une libération massive de glutamate a la
synapse. L'activation des récepteurs AMPA est alors suffisante pour modifier les
propriétés des récepteurs NMDA, qui sont inactifs lorsque la concentration de glutamate

dans la synapse est faible, et les rendre activables. L’activation des récepteurs NMDA
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aboutit & I'entrée de calcium dans la cellule. De plus, les récepteurs mGlu-R post-
synaptiques participent a ce processus par l'intermédiaire des protéines G qui activent des
cascades enzymatiques intra-cellulaires et conduisent a la sensibilisation des récepteurs
NMDA ainsi qu'a la mobilisation des réserves calciques intra-cellulaires contenues dans le
réticulum endoplasmique. La modification de la cinétique d'activation du NMDA concourt a
augmenter la réponse neuronale au glutamate et rend la cellule capable de s’activer pour
des stimulations auparavant infra-liminaires (Woolf and Thompson, 1991; Yaksh et al.,
1999; Woolf and Salter, 2000). La forte concentration de calcium intra-cellulaire active les
protéines dépendantes du calcium médiatisant des changements d’expression génique
dans I'élément post-synaptique (Kawasaki et al., 2004; Weiss and De Waard, 2006). De
méme, le NO produit par la NOS (NO synthase) peut diffuser jusqu'aux éléments pre-
synaptiques ou il augmente la libération des vésicules synaptiques et jusqu’aux cellules
gliales et au noyau du neurone ou il contribue a modifier I'expression génique (Feil and
Kleppisch, 2008). La modification des profils d’expression génique pré- et post-synaptique
conduit, sur plusieurs heures, a un switch phénotypique caractérisé par une augmentation
de la production et de la libération des neuro-transmetteurs et neuro-meédiateurs pré-
synaptiques (glutamate, SP, BDNF...) et par une augmentation de l'expression des
récepteurs post-synaptiques correspondants (NMDA, AMPA, NK, trk...) (Takahashi,
2005). La PLT assure ainsi I'amplification de la transmission synaptique suite a un
historique de stimulations répétées.

La PLT modifie les caractéristigues des réponses a un stimulus normal, par
exemple en provoquant une réponse nociceptive a un stimulus tactile non-nociceptif
(allodynie). Les fibres sensorielles a bas seuil activées par des stimuli non nociceptifs sont
désormais capables d’activer des neurones spinaux nociceptifs a haut seuil, contribuant a
une réduction des seuils douloureux.

Bien que la douleur se référe a la périphérie, elle émerge du SNC. Cette facilitation
centrale se manifeste en quelques secondes d’une stimulation conditionnante nociceptive
appropriée et peut se maintenir aprés la stimulation pendant plusieurs heures (Woolf and
Wall, 1986; Yaksh et al., 1999). Si le stimulus se maintient méme a de bas niveaux, la

sensibilisation centrale persiste.
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Figure 22. Mécanismes moléculaires de la PLT.  D’aprés Miyamoto., 2006. Tout comme le wind-up, la PLT
se met en place suite a I'activation répétée d’'un méme neurone. Les mécanismes impliquent également le
«déblocage» des canaux NMDA-R, une forte dépolarisation membranaire et I'afflux massif de Ca2+ dans le
cytoplasme. Cependant, la PLT se caractérise par I'activation des kinases dépendantes du Ca2+ CaMKII qui
vont phosphoryler le facteur de transcription CREB et provoquer la synthése de genes tardifs nécessaires a
I'établissement d’'une facilitation synaptique a long terme. SV, vésicule synaptique ; PAF, platelet-activating
factor ; G, GTP-binding protein ; PLC, phospholipase C ; CaMKIIl, CaM kinase Il ; CaMKIV, CaM kinase IV ;
PTK, phosphotyrosine kinase ; NOS, nitric oxide synthase ; TF, transcription factor ; AA, acide
arachidonique.

Nocicepteurs silencieux

La sensibilisation centrale est aussi caractérisée par le recrutement de nocicepteurs
préalablement silencieux qui s'accompagne d'une extension des champs récepteurs dans
la MEp. De plus, elle induit une hyper-sensibilité dans des zones (somatiques et
viscérales) qui sont éloignées du site de la sensibilisation périphérique (hyperalgie
secondaire). Au niveau du tractus gastro-intestinal, cette convergence viscero-somatique,
mise en évidence expérimentalement dans I'cesophage apres sensibilisation par I'acide
(Garrison et al., 1992), implique les récepteurs NMDA (Kolhekar and Gebhart, 1996;
Banerjee et al., 2009). La nature de ces nocicepteurs silencieux reste inconnue. Il a été
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proposé que certaines afférences vagales spécifiques, capables d'émettre des décharges
continues hors de la gamme physiologique et nommées “afférences a large sensiblilité
dynamique” pourraient jouer ce role (Ozaki et al., 1999). Ces afférences, comme presque
toutes les afférences vagales innervant le tractus gastro-intestinal, sont des fibres a bas
seuil d’activation (Ozaki et al., 1999). Malgré cette propriété, elles pourraient avoir un role
dans la nociception viscérale car elles peuvent étre activées par des médiateurs
inflammatoires ce qui en fait des chimio-nocicepteurs latents dans les états pathologiques
(Lennerz et al., 2007).

Chez 'homme, l'existence d’'une hyperalgie secondaire aux douleurs abdominales
aigués ou chroniques dans les TFI a été démontrée en testant les dermatomes appropriés
(Bouin et al., 2001; Drewes et al., 2006).

C.11.2. Hyper-excitabilité spinale dans les MICI et le S|

A notre connaissance, il n’existe aucune étude sur la sensibilisation spinale dans
les MICI. Cependant, la cinétique de ré-apparition des douleurs abdominales chez les
patients en rechute plaide en faveur de la ré-activation de voies nociceptives centrales
sensibilisées et des études récentes ont mis en évidence l'implication spinale des
récepteurs NMDA (Zhou et al., 2009) et des récepteurs NK1 (Greenwood-Van Meerveld et
al., 2003; Palecek et al., 2003) dans des modeles pré-cliniques de MICI.

Une hyper-excitabilité de la MEp en réponse aux stimulations nociceptives a été
montrée chez les patients atteints de SlI par I'analyse de l'effet de la distension colo-
rectale sur des enregistrements électromyographiques du réflexe de flexion somatique
nociceptive (RIIl) (Coffin et al., 2004). L'HSV dans le Sl est sous dépendance d’un
mécanisme segmentaire localisé au sein de la MEp lombo-sacrée (Verne et al., 2001) qui
a été confirmé par la mise en évidence d'une sur-expression du marqueur d’activité
neuronale Fos dans des modeles animaux de SlI induit par le stress (Stam et al., 2002;
Chung et al., 2007).

Au niveau mécanistique, le phénoméne de PLT est vraisemblablement impliqué

dans la sensibilisation centrale aux stimuli viscéraux (Figure 23).
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Figure 23. Mécanismes de sensibilisation a la synap  se formée par les terminaisons des afférences
primaires et les neurones spinaux. D’aprés Pezet & McMahon, 2006. (a) Conditions normales. (b)
Sensibilisation. (1) La libération centrale de BDNF aprées I'activation périphérique des nocicepteurs active (2)
son récepteur trkB. L’activation de la voie MAPK par la PLC conduit a la synthése de géenes de la neuro-
plasticité (3) et a la phosphorylation du NMDA-R (4). CREB, cAMP responsive element binding protein; PKC,

protein kinase C ; BDNF, brain-derived neurotrophic factor; ERK, extracellular-signal regulated kinase; PI3K,
phosphatidyl inositide-3 kinase; trkA, tropomyosine receptor kinase A; TRPV1, vanilloid receptor 1.

L'HSV observée chez les patients atteints de MICI et de Sll est vraisemblablement
dépendante de mécanismes spinaux d’hyper-excitabilité centrale. Cette hypothése

nécessite néanmoins une confirmation directe par I'évaluation de I'excitabilité de la MEp
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chez les patients avec un Sll. L'HSV ne résulte pas uniquement d’une sensibilisation des
afférences primaires viscérales puisqu'au niveau du SNC, elle pourrait étre entretenue par
plusieurs facteurs tels que des entrées toniques en provenance des afférences
nociceptives viscérales, des altérations dans les contrdles descendants et les modulations
inhibitrices et/ou un phénomene de facilitation de la douleur par des facteurs cognitifs. Le
Chapitre 2.D. propose une vue d’ensemble des mécanismes pouvant moduler les

douleurs d’origine gastro-intestinale.

D. Influences modulatrices de la nociception viscér ale

Centres supra-spinaux

) MAIBILISATIONS
HYPER-SENSIBILITE CENTRALE
COLIQUE ET
PERIPHERIQUE
Muqueuse colique Moélle épiniére
et
Systéme nerveux
entérique

Il existe plusieurs dimensions de la réponse individuelle a un stimulus nociceptif :
(1) les dimensions sensorielles et affectives de la perception ; (2) les réponses cognitives
d’évaluation de la menace liee a la blessure ; (3) les réponses physiologiques
périphériques (autonome, neuro-endocrine) ; et (4) les réponses comportementales. La
dimension sensorielle de la douleur est prise en charge par le systéme nerveux
périphérique et la MEp qui transmettent le message douloureux et ses caractéristiques
(localisation, intensité, durée...) vers le tronc cérébral et le cerveau (voies ascendantes
spino-mésenceéphaliques et spino-thalamo-corticales). Dans ces centres supérieurs, le
message douloureux est intégré en fonction des contextes physiologique, cognitif et

émotionnel. Suite a ce traitement multi-modal, l'intensité de la réponse a la douleur est
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alors modulée par la re-définition de [I'équilibre entre les processus facilitateurs et
inhibiteurs descendants de la transmission nociceptive périphérique (systeme nerveux
végetatif) et spinale (voies cortico-ponto-spinales).

Ces effets modulateurs cérébraux peuvent étre amplifiées par des processus
cognitifs (systéme limbique et cortex). De plus, ils peuvent également subir I'influence des
hormones (axe hypothalamo-hypophysaire et organes sexuels). La douleur viscérale, tout
comme la douleur somatique, peut étre modulée par ces influences. Ce dernier chapitre a
ainsi pour but de présenter les principales influences modulatrices de la nociception dans
le tractus gastro-intestinal et ayant pour origine les structures supra-spinales, le SNA, I'axe
hypothalamo-hypophysaire et le systéme endocrinien des organes sexuels.

D.l. Structures supra-spinales

Les informations sensorielles gastro-intestinales sont transmises au cerveau par les
nerfs vagues et spinaux afférents a différents niveaux (Figure 24) : bulbe rachidien
(formation réticulée, locus coeruleus, noyau raphé, rostro-ventral medulla), pont (formation
réticulée, noyau para-brachial), mésencéphale (substance grise péri-agueducale, noyau
du tractus solitaire), hypothalamus, thalamus, systéme limbique et cortex qui en retour

contrélent la nociception viscérale.

D.l.1. Voies ascendantes de la douleur

D.l.1.a. Afférences vagales

Les afférences vagales projettent sur le noyau du tractus solitaire qui projette
ensuite sur le thalamus, principalement le noyau para-brachial, et sur des régions régulant
les réponses réactionnelles et émotionnelles incluant I'hypothalamus, le locus coeruleus
(LC), 'amygdale (AMG) et la substance grise péri-aqueducale (PAG). Du thalamus, les
sighaux sensoriels gastro-intestinaux sont relayés aux zones corticales gérant les

informations viscérales (Jones et al., 2006; Anand et al., 2007).
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D.I.1.b. Afférences spinales

Les neurones centraux de second ordre de la MEp projettent vers le cerveau par
les voies spino-réticulaire, spino-mésencéphalique, spino-hypothalamique et spino-
thalamique activant respectivement la formation réticulée, la PAG, I'hypothalamus et le
thalamus (Figure 24). Les réponses générées sont pour la plupart inconscientes et/ou
autonomes (éveil, orientation, réponses autonomes, prototypiques émotionnelles et
comportementales) et jouent un role primordial dans le maintien de 'homéostase de
'organisme. Cependant, la voie spino-thalamique projette dans les noyaux ventro-
postérieur, médio-dorsal et ventro-médian postérieur du thalamus sensoriel d'ou
linformation est respectivement relayée aux cortices somato-sensoriels Sl et Sl (systeme
nociceptif latéral), au cortex cingulaire antérieur (systéme nociceptif médian) et au cortex
insulaire ou des traitements conscients plus complexes interviennent (Almeida et al., 2004;
Anand et al., 2007).

NERVE
DAMAGE

NOXIOUS
STIMULUS

Figure 24. Représentation schématique des interacti ons entre structures nociceptives supra-
spinales. Adapté de Millan, 2002. DRG : ganglion des racines dorsales ; DRT : noyau dorso-réticulaire ;
PAF : fibres afférentes primaires ; NA : noradrénaline (locus coeruleus) ; PN: Neurone de projection ; PBN :
noyau parabrachial ; 5HT : sérotonine (noyau raphé magnus) ; NTS : noyau du tractus solitaire ; RVM :
médulla rostroventrale ; PAG : substance grise périaqueducale. (1) Voies spino-thalamique et spino-
hypothalamique ; (2) Voie spino-mésencéphalique ; (3) Voie spino-bulbaire.
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D.l.2. Voies descendantes modulant la douleur

Les structures supra-spinales participant au contrble de la douleur sont organisées
anatomiguement autour d'un élément central : la PAG située dans le mésencéphale
(Figure 24).

La PAG est la structure clé de la régulation de la douleur. Elle a un role pivot dans
la modulation des processus anti-nociceptifs car elle recoit des efférences nociceptives de
la MEp et est inter-connectée avec les autres centres modulant la douleur viscérale :
I'hypothalamus, le noyau para-brachial (PBN), le noyau du tractus solitaire (NTS) et les
structures cortico-limbiques (Giesler, 1995; Brandao et al., 1999; Gamboa-Esteves et al.,
2001; Odeh and Antal, 2001; Zagon, 2001). De plus, la PAG module les controles
descendants via la medulla rostro-ventrale (RVM) et le noyau noradrénergique A7 du
bulbe rachidien (Cameron et al., 1995b; Cameron et al., 1995a; Bajic et al., 2001; Kirifides
et al., 2001). Ce réseau est impliqué dans le traitement des dimensions affective et
cognitive de la douleur. Il coordonne et module les informations autonomes et sensorielles
somatiques et viscérales (Mason, 1999; Yaksh, 1999; Millan, 2002).

Enfin, le noyau réticulaire dorsal (formation réticulée du bulbe rachidien) forme une
boucle spino-réticulo-spinale avec la MEp dont il module les messages nociceptifs
somatiques et viscéraux (Cervero et al.,, 1985; Tavares and Lima, 1994; Almeida et al.,
2004). C'est une voie excitatrice capable d’activer le systeme anti-nociceptif descendant
sur la MEp via le noyau raphe magnus et d’activer les réponses d’éveil et d’émotion via le
SNA, en particulier dans la douleur viscérale (Zhuo and Gebhart, 2002; Robbins et al.,
2005; Sanoja et al., 2009). Cet action anti-nociceptive pourrait dépendre de la mise en

oeuvre des contréles inhibiteurs diffus nociceptifs (CIDN) (Bouhassira et al., 1992).

D.1.3. Structures cortico-limbiques

La dimension cognitivo-émotionnelle de la douleur affecte I'expérience douloureuse
et la prise en charge thérapeutique. Il est désormais admis que les structures cortico-
limbiques ont un rdle non seulement discriminatif mais aussi actif dans la nociception
(Fields, 2000; Hofbauer et al., 2001; Johansen et al., 2001).

Le cortex insulaire (ou insula) est appelé “cortex intéroceptif’ car toutes les

informations concernant |'état interne de I'organisme y sont traitées (Critchley et al., 2004).
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L’insula est en relation avec la PAG et integre les informations viscérales sensorielles et
émotionnelles en liaison avec les centres contrblant les réponses autonomes Viscéro-
motrices. De méme que l'insula, les cortices somato-sensoriels SI-SlI (dimension sensori-
discriminative de la douleur) et le cortex orbito-pré-frontal (informations sensorielles en
relation avec la nourriture et I'ingestion) sont impliqués dans la modulation de la douleur
viscérale (Burkey et al., 1999; Kuroda et al., 2001; Petrovic et al., 2002).

Au sein du systeme limbique, 'ACC (anterior cingulate cortex) traite et module les
informations afférentes viscérales et somatiques (Dunckley et al., 2005) et fournit des
modulations descendantes par ces projections sur 'AMG et la PAG. Il joue un réle
important dans la douleur viscérale en participant a I'élaboration des réponses autonomes,
comportementales et anti-nociceptives descendantes a la douleur (Critchley et al., 2004;
Rapps et al., 2008). D’autre part, il est aussi impliqué dans les réponses d’anticipation et
d’attention aux stimuli aversifs (Phan et al., 2004). Enfin, 'amygdale peut renforcer le
“poids” émotionnel attribué a la sensation viscérale en provenance des cortices SI-SlI et
intensifier le message nociceptif par des efférences descendantes excitatrices se projetant
sur la corne dorsale de la MEp via la PAG et les noyaux du tronc cérébral (Monnikes et al.,
2001; Millan, 2002; Anand et al., 2007).

D.l.4. Régulation supra-spinale de la douleur viscérale

D.l.4.a. Inhibition endogéene de la douleur

Tout le long des voies descendantes modulatrices, du cortex (ACC) a la MEp
dorsale en passant par la RVM et la PAG, les opioides endogénes, de concert avec la
sérotonine et la noradrénaline, ont un effet tonique inhibiteur des neurones spinaux
(Fields, 2004).

L’hyper-excitabilité médullaire peut aussi étre réduite par I'activation des CIDN qui
sont activés par des messages nociceptifs concomitants et se traduisent par une
atténuation du phénomene de wind-up dans la douleur somatique (Le Bars and Adam,
2002) et par le phénomene de contre-irritation dans la douleur viscérale (Calvino et al.,
1984). Certains patients atteints de SlI présente une anomalie de la modulation endogene
de la douleur et une hyper-sensibilit¢ somatique (Wilder-Smith and Robert-Yap, 2007).

Une altération de la balance entre les entrées facilitatrices et inhibitrices consécutive a un
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stress central ou une inflammation périphérique pourrait causer une perception accrue de
la douleur viscérale (Mertz, 2002). Actuellement, I'imagerie cérébrale n’a fourni que des
preuves indirectes de [limplication des voies cérébrales dans la génération des
symptomes et les méthodes d’étude de la MEp en clinique restent limitées. Il semble
cependant que les CIDN pourraient étre altérés dans le Sl (Wilder-Smith et al., 2004; King
et al., 2009).

D.l.4.b. Processus cognitifs

Le SNC fonctionne comme un filtre des signaux afférents périphériques et les seuils
de perception peuvent varier selon les états émotionnel et cognitif de l'individu. La plupart
des signaux viscéraux atteignent le thalamus et le tronc cérébral et seulement quelques-
uns parviennent au cortex ou ils sont percus consciemment. Une étude suggere
néanmoins que les signaux de faible intensité sont enregistrés de fagon subliminale
(Naliboff and Mayer, 2006) et peuvent influer sur les processus cognitifs modulant la
douleur ressentie. Le stress, I'anxiété ou le souvenir d’événements aversifs augmente la
perception des évenements douloureux alors que la distraction, I’hypnose et la relaxation
diminue cette sensibilité en faisant intervenir le systeme émotionnel moteur (LeDoux,
2003).

Ainsi, il apparait que dans le SlI, la perception viscérale est plus fine chez certains
patients qui mettent en ceuvre des processus d’hyper-vigilance (état d’éveil et d'alerte
accru). Les patients présentant des TFI sont hyper-vigilants aux sensations intestinales
avec une perception sélective de messages viscéraux normalement infra-liminaires
(Naliboff et al., 2006). L’anticipation de la douleur est un autre phénomene qui peut
expliquer les réponses plus précoces des malades de Sl dans le test de DCR (Naliboff et
al., 2006; Berman et al., 2008).

D.Il. Stress

L’historique d’enfance malheureuse, d’abus sexuels ou d’événements de vie
associés a des stress intenses est corrélé au risque de développer un TFI (Drossman,
1999). Dans un échantillon de patients atteints de SlI et ayant subi des abus physiques

et/ou sexuels, les seuils de douleur a la distension rectale sont diminués et corrélés a
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l'activation des structures limbiques (Ringel et al., 2008). Ces données montrent qu'il
existe, chez les patients avec un TFI, une vulnérabilité au stress (hyper-réactivité limbique)
probablement de survenue précoce. D’ailleurs, les patients avec un SlI rapportent souvent
un stress chronique (Bennett et al., 1998) et/ou un stress aigu précédant le

déclenchement de la maladie (Creed, 1999).

D.1l.1. Effets du stress sur 'axe HPA

L’axe hypothalamo-adréno-hypophysaire (ou HPA pour hypothalamic-pituitary-
adrenal axis) est un ensemble complexe d’influences directes et d’interactions régulatrices
entre I'hypothalamus (noyau paraventriculaire), I'hypophyse (ou glande pituitaire) et les
glandes cortico-surrénales (Figure 25). L’axe HPA constitue un systéme neuro-endocrine
de contréle des réactions au stress et régule de nombreuses fonctions physiologiques

(digestion, immunité, humeur et émotions, sexualité, homéostasie énergétique).
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Figure 25. Axe hypothalamo-adréno-pituitaire. D’aprés Sandi 2006 et Sternberg 2006. Les neurones
neuro-endocrines hypothalamiques synthétisent la vasopressine et la CRH qui stimulent la sécrétion d’ACTH
par le lobe antérieur de I'hypophyse. L’ACTH active la production de glucocorticoides (cortisol) par les
cortico-surrénales. Les glucocorticoides exercent un rétro-contréle négatif sur la production de CRH et
d’ACTH. L'axe HPA subit les influences intégratrices du cortex préfrontal, de I'amygdale (AMG), de
I'hippocampe et de la substance grise péri-aqueducale en connexion avec I'hypothalamus et les influences
inhibitrices des projections ascendantes mono-aminergiques des noyaux ponto-mésencéphaliques
sérotoninergique (noyau raphe) et noradrénergique (locus coeruleus). Dans ce circuit, la CRH est le neuro-
médiateur clé puisqu’il est exprimé dans I'hypothalamus, TAMG et le locus coeruleus et est rétro-controlé
positivement par les voies noradrénergiques. CRH, corticotropin releasing hormone; AVP, arginin
vasopressin ; ACTH, adrenocorticotropic hormone ou corticotropine ; CNS, systéme nerveux (SN) central ;
PNS, SN périphérique ; SNS, SN sympathique.
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Le stress exerce un rble majeur sur la physiologie humaine a court, moyen et long
terme. Il est caractérisé par une augmentation de la synthése et de la sécrétion de CRH
(Ladd et al., 2000), une sur-activité du systeme noradrénergique (Sapolsky et al., 1984;
Southwick et al., 2002) et une sous-régulation des récepteurs gluco-corticoides (Arborelius
et al., 1999; Ladd et al., 2004). Cette plasticité du systeme moteur émotionnel participe a
'amplification de la réponse de I'axe HPA au stress (Ladd et al., 2000). Ainsi, le stress
pathologique peut non seulement activer mais aussi changer fondamentalement la
réactivité¢ et les sorties des circuits centraux du stress (Meaney et al., 1996). La
conséquence de ces modifications des circuits centraux est la mise en place de
changements secondaires dans les systemes de récepteurs spinaux ou dans les cellules
cibles périphériques établissant ainsi les conditions pour la sensibilisation centrale et
périphérique (Mayer and Collins, 2002).

Les études animales ont montré que la réactivité des systemes physiologiques et la
capacité d’adaptation sont perturbées par les événéments de vie négatifs précoces ce qui
accroit la vulnérabilité de I'organisme aux effets du stress dans la vie adulte mais aussi a
certains types de stress pathologiqgues comme le stress post-traumatique. Par exemple,
un environnement familial pourvoyeur de stress (distance affective, violence, déces, abus)
a un jeune age (<10ans) est associé a une grande vulnérabilité au stress a I'age adulte
(Canetti et al., 1997) mais aussi a des maladies chroniques comme le Sll (Drossman et
al., 1996b). Les études chez les rongeurs et les primates non humains montrent que la
privation maternelle dans I'enfance est associée a une augmentation de I'expression
neurale du géne CRH et a une réactivité accrue au stress (Bakshi and Kalin, 2000; Caldiji
et al., 2000). Une fois adulte, les animaux ayant été soumis a des stress précoces
montrent une sur-activation de l'axe HPA, une sur-activation des systémes sympatho-
adrénergiques meédullaires et mono-aminergiques centraux et une grande vulnérabilité aux

maladies induites par le stress (Coplan et al., 1996).

D.1l.2. Effets du stress sur la sensibilité viscérale

Dans le cadre des douleurs viscérales, les études chez le rat ont montré que les
événéments de vie négatifs précoces (irritation colique néo-natale mécanique ou chimique
. séparation maternelle durant la vie néo-natale) provoquent le développement d’'une HSV

chronique (Al-Chaer et al., 2000) et induisent des troubles de la motilité intestinale
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(Coutinho et al.,, 2002) a l'dge adulte. Ces altérations peuvent étre mimées par
'administration intra-cérébro-ventriculaire de CRH et peuvent étre bloquées par un
antagoniste de la CRH (Larauche et al., 2008). De méme, le stress ou I'administration
centrale ou systémique de CRH augmente le nombre de crampes abdominales en
réponse a la DCR chez le rat, sans changer la compliance rectale (Gue et al., 1997). Le
stress pathologique pourrait donc contribuer a I'étiologie des TFI par l'intermédiaire de la
CRH. Chez I'nomme, l'administration intra-veineuse de CRH provoque en effet I'hyper-
sensibilisation viscérale (Nozu and Kudaira, 2006). L'usage d’antagonistes de la CRH
prévient ses effets délétéres sur la sensibilité viscérale. A I'inverse, ils sont potentialisés
par 'administration de doxantrazole, un stabilisateur mastocytaire (Barreau et al., 2007). Il
semble donc que les médiateurs mastocytaires libérés en réponse a la CRH pourraient
étre les effecteurs moléculaires du stress au niveau intestinal en conduisant au
développement de troubles sensitifs (Castagliuolo et al., 1996). En patrticulier, le NGF
pourrait intervenir puisqu’il est requis pour le développement de I'HSV et de la
perméabilisation intestinale chez les rats adultes ayant vécu une séparation maternelle
(Barreau et al., 2007). Ces résultats sont a mettre en perspective avec les données
rapportant une forte expression de NGF et une forte concentration mastocytaire dans la
mugueuse colique des patients atteints de TFI (cf. Chapitre B.11.2.b).

En ce qui concerne le SllI, I'état de stress des patients est corrélé aux symptomes,
par exemple a des changements de transit ou de consistance des selles (Mayer et al.,
2001). Des preuves de la dérégulation de I'axe HPA ont d’abord été apportées chez les
patients atteints de SII-D qui présentent des taux de cortisol plasmatique bas et une
libération de cortisol faible et une libération dACTH normale en réponse a des DCR
nociceptives (Posserud et al., 2004). A linverse, les taux de cortisol urinaire sont
augmentés dans un sous-groupe de femmes atteintes de Sl (Heitkemper et al., 1996).
Les derniéres études décrivent une hyper-réactivité de I'axe HPA en réponse a l'injection
de CRH chez les patients Sll (Dinan et al., 2006; Chang et al., 2009). Ces données
signalent un défaut de régulation des récepteurs aux gluco-corticoides et donc
potentiellement une altération du rétro-contrdle gluco-corticoidergique (Mayer and Collins,
2002).

Jusqu’a présent, trées peu d'équipes ont étudié la contribution du stress
psychologique a I'ontogenese des MICI. Le stress psychologique est capable d’exacerber
inflammation (Elenkov and Chrousos, 2006), en particulier dans la RCH (Mawdsley and

Rampton, 2006; Maunder and Levenstein, 2008). Le mécanisme impliqué pourrait étre
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une diminution de la production de gluco-corticoides résultant d’une dérégulation
de I'axe HPA. Comme les gluco-corticoides sont anti-inflammatoires, on peut spéculer
gu’un taux de cortisol inadéquat est responsable des altérations dans la mugueuse méme
apres éradication de I'agent infectieux.

En addition de ces altérations de I'axe HPA, il est a noter que de plus en plus
d’études rapportent une implication du SNA dans les états douloureux viscéraux (Randich
and Gebhart, 1992; Diop et al.,, 1994; Schott, 1994). Limplication du SNA serait
etroitement liée a celle de I'axe HPA aussi bien dans le Sll (Aggarwal et al., 1994; Tougas,
2000; Heitkemper et al., 2001) que dans les MICI (Lindgren et al., 1993; Taylor and Keely,
2007), probablement par I'intermédiaire de la CRH. Les données actuelles indiquent que
certains patients atteints de MICI et de SIlI présentent une hyper-activation ortho-
sympathique résultant d’une hypo-activité du nerf vague et de la stimulation du SNA par le
stress (Furlan et al.,, 2006; Spaziani et al., 2008; Sharma et al., 2009). Ces altérations
augmentent la perception intestinale a la distension (lovino et al., 1995) et favoriseraient
'emballement de l'inflammation dans les MICI et le déréglement des réponses motiles

coliques dans le SlI.

D.Ill. Influence des hormones sexuelles sur 'HSV

Les données épidémiologiques indiguent que, en comparaison avec les hommes,
les femmes sont sur-représentées dans de nombreux syndromes douloureux chroniques
n’affectant pas les organes sexuels comme la fiboromyalgie, la migraine et les TFI (Unruh,
1996). Ces différences liées au sexe sont bien décrites pour la douleur somatique
(pression et électricité) (Unruh, 1996; Berkley, 1997; Barsky et al., 2001) mais sont aussi
observées pour la douleur viscérale dans des tests de distension de I'oesophage (Nguyen
et al., 1995) ou de I'estomac (Mearad;ji et al., 2001).

D.lll.1.a. Douleurs chroniques coliques

Dans les maladies impliquant les visceres, la douleur est souvent liee aux
mouvements intestinaux. Comme le temps de transit et les fonctions des sphincters
peuvent étre altérés par les hormones sexuelles (Hinds et al.,, 1989; Heitkemper and

Jarrett, 1992), celles-ci modulent trés probablement la douleur viscérale. L’influence des
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hormones sexuelles pourrait donc expliquer pourquoi les douleurs chroniques viscérales
sont deux a quatre fois plus fréquentes chez les femmes que chez les hommes. Chez le
rat, I'influence du cycle menstruel est bien établie dans la douleur viscérale puisque les
réponses sensorielles enregistrées pendant le test de DCR sont obtenues pour des seuils
plus bas pendant la phase de proestrus (Holdcroft et al., 2000). Dans la méme étude, les
réponses viscéro-motrices des femelles sont également plus grandes. Dans un modeéle de
calcul urétéral artificiel, la sensibilité a la douleur urétérale chez la ratte est accentuée
pendant les phases de metestrus/diestrus (Giamberardino et al., 1997). Les études
animales suggerent donc que la phase du cycle menstruel conditionnerait la sensibilité a
la douleur chez la femelle.

Dans les MICI, bien gu’il n’y ait pas de prédominance sexuelle nette, il semble que
les femmes soient plus atteintes lorsque les études cliniques se focalisent sur les cas
familiaux (Baumgart and Sandborn, 2007). La comparaison des cas de MICI sporadiques
et familiaux a montré qu’il existe une prépondérance féminine parmi les cas familiaux. Le
ratio femme/homme est alors compris entre 1,23 et 1,68 pour la MC familiale (Peeters et
al.,, 1996). Pendant la période pré-menstruelle, 93% des femmes rapportent une
exacerbation des symptémes associés aux MICI (la plupart avec une MC) (Okoro and
Kane, 2009). De facon trés intéressante, 'émergence des MC pédiatriques est plutét a
prépondérance masculine ce qui pourrait laisser supposer que l'influence des hormones a
la puberté renverse cette tendance. Dans la RCH en revanche, il nexiste pas de
prépondérance liée au sexe.

La prédominance de Sll chez la femme est tres clairement établie par un ratio
femme/homme de 2 a 3 selon les études. Les femmes sont également plus exposées aux
maladies co-morbides du Sl comme la fibromyalgie, la migraine, les symptémes
rhumatologiques, les douleurs pelviques chroniques et les troubles urinaires (Walker et al.,
1996) mais surtout il existe une forte corrélation entre Sll et dysménorrhée (Altman et al.,
2006). Les études cliniques dans I'ensemble ont échoué a montrer des différences de
genre dans les seuils perceptifs a la distension du rectum chez les patients avec un SlI
(Ragnarsson et al., 1999; Berman et al., 2000; Sloots et al., 2000; Soffer et al., 2000).
Cependant, les études sur les variations des symptdmes du Sll en fonction du cycle
menstruel plaident fortement en faveur d’'un role majeur des hormones (Heitkemper and
Jarrett, 1992; Jackson et al., 1994). Il existe une altération de la motilité et/ou une
perception augmentée des événements viscéraux normaux pendant la phase péri-

menstruelle (Heitkemper et al., 2004; Heitkemper and Chang, 2009). De plus, les douleurs
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stomacales et pelviennes, les nausées et les diarrhées sont plus fréquentes pendant les
regles dans un groupe de femmes avec Sll que dans un groupe contrdle (Heitkemper and
Jarrett, 1992; Heitkemper et al., 1993). Ces données ne s’accompagnent pourtant pas
d’'une corrélation directe entre les taux d’hormones ovariennes plasmatiques et les
symptébmes péri-menstruels (Schmidt et al., 1991; Heitkemper and Jarrett, 1992) ce qui
laisse penser que les patientes ont une altération plus généralisée de la perception

viscérale de la douleur (Sanoja and Cervero, 2009).

D.llIl.1.b. Mécanismes des différences de genre

Les études expérimentales donnent des résultats conflictuels et les données
existantes chez la femme sont encore rares. Méme chez la femme en bonne santé, les
seuils de perception aux stimulations viscérales expérimentales sont diminués par rapport
aux hommes (Sloots et al., 2000; Mearadji et al., 2001). Ces différences pourraient étre
lites a des processus cognitifs comme I'hyper-vigilance. En IRMf, il apparait que des
stimulations viscérales activent préférentiellement le circuit attentionnel et émotionnel
ACC-mPFC-AMG chez les femmes (Figure 26B) (Naliboff et al., 2003).
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Figure 26. Représentation des circuits cérébraux ac  tivés par des stimuli viscéraux et cognitifs.
D’apres Naliboff et al., 2003. Les zones grisées indiquent les régions présentant une plus grande activation
chez les hommes (A) et chez les femmes (B) en réponse a des stimuli aversifs.

Les differences de sexe dans la perception de la douleur peuvent aussi refléter des
différences structurales et fonctionnelles dans les voies nociceptives viscérales. En effet,
le traitement de l'information douloureuse est tres différent chez ’lhomme et chez la femme

qui présente notamment un “wind-up” plus prononcé (Berkley, 1997; Fillingim et al., 1998).
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Il existe aussi des différences de genre dans les réponses autonome et neuro-endocrine a
la distension viscérale (Tillisch et al., 2005).

Enfin, les hormones femelles et leur fluctuation peuvent contribuer a I'établissement
et au maintien des altérations de la perception viscérale chez la femme. Les altérations
hormonales associées au cycle menstruel produisent des effets centraux et périphériques
multiples qui influencent la modulation de la douleur et la neuro-transmission (Bajaj et al.,
2001). Les mécanismes sont encore mal compris mais la distribution des récepteurs aux
hormones sexuelles dans toutes les régions du SNC impliquées dans la perception et
I'inhibition de la douleur concorde avec cette hypothése (Berkley et al., 2006). De plus, les
stéroides sexuels modifient le traitement nociceptif spinal en régulant les niveaux des
neuro-modulateurs de la douleur (Papka and Mowa, 2003). Les récepteurs aux stéroides
sexuels sont présents dans tout le tractus gastro-intestinal ou ils médient les effets directs
des oestrogénes et de la progestérone sur les organes viscéraux (Waliszewski et al.,
1997) comme la diminution de la motilité gastro-intestinale (Winborn et al., 1987).

D.IV. Mini-synthése #03

MICI VERSUS S| : ATTEINTE ORGANIQUE VERSUS SOMATISATION ?

En résumé, la sensation gastro-intestinale et la perception de la douleur viscérale
peuvent étre grandement conditionnées par les influences modulatrices du SNP et de la
MEp. L’hypothalamus, 'AMG et la PAG recoivent des afférences somatiques et viscérales
de la périphérie et des afférences corticales en provenance du mPFC, de l'insula et de
'ACC. Ce réseau produit les réponses neuro-endocrines de la glande pituitaire et la
modulation des réponses autonomes par les noyaux ponto-médullaires (locus coeruleus,
noyau raphe). Ce circuit central du stress est sous le rétro-contréle des projections mono-
aminergiques ascendantes venues de ces noyaux du tronc cérébral et sous le contréle
des gluco-corticoides circulants qui exercent une action inhibitrice grace a leurs récepteurs
centraux situés dans le mPFC et I'hippocampe. L'ensemble de ces interactions régule la
réponse au stress par le “systeme émotionnel moteur” dont les composantes effectrices
principales sont les voies descendantes spinales, le SNA et 'axe HPA. Les hormones
sexuelles, quant a elles, constituent un systeme paralléle pouvant influencer les réponses
du SNA.
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Les données concernant les influences modulatrices supra-spinales de la douleur
viscérale dans les MICI sont trés rares. Cette conclusion n’est pas étonnante au regard de
I'étio-pathogenése inflammatoire nettement marquée des MICI. Bien que d’origine(s)
encore inconnue(s), les MICI sont des troubles fonctionnels impliquant des mécanismes
physio-pathologiques organiques. Un déséquilibre des fonctions ortho- et para-
sympathiques pourrait cependant amplifier ou entretenir le processus inflammatoire, par
exemple en réponse au stress.

Les choses sont différentes pour le Sll. Les effets intriqués des hormones du stress
et probablement des hormones sexuelles féminines participent a la modulation des
symptédmes du Sl en influencant les activités toniques du SNA. Actuellement, le réle de
ces facteurs dans le déclenchement et/ou l'entretien du Sl n'est pas déterminé.
Cependant, on peut émettre I'hypothése que la perturbation du systeme moteur
émotionnel peut contribuer a précipiter la maladie chez un individu vulnérable, par
exemple chez un individu rendu fragile psychologiquement par des événements de vie
tres difficiles dans I'enfance. Ainsi, I'implication des structures supra-spinales (systeme
limbique en particulier) dans le SllI est une donnée clinique trés robuste, soutenue par
limpressionnant effet placebo observé chez les patients atteints de SlI (Akehurst and
Kaltenthaler, 2001; Lieberman et al., 2004). Un modele bio-comportemental prenant en
compte toutes ces données a donc été proposeé pour expliquer, si ce n'est I'étiologie, du

moins la modulation de la symptomatologie dans le SlI (Figure 27) (Mayer et al., 2001).
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Figure 27. Modéle bio-comportemental prenant en com  pte les entrées et sorties du systéeme moteur
émotionnel. D’aprés Mayer et al.,, 2001. Les voies efférentes de 'EMS sont activées par des stresseurs
psycho-sociaux (extéroceptifs) et physiques (intéroceptifs). Les principales sorties vers la périphérie sont les
réponses du SNA, les réponses modulatrices de la douleur et les réponses neuro-endocrines. Les sorties
vers le cerveau se traduisent en termes de modulation attentionnelle et émotionnelle. Le rétro-controle de
FEMS par lintestin s'effectue par des mécanismes neuro-endocrines (adrénaline, cortisol) et afférents
viscéraux. EMS, systeme émotionnel moteur ; SNA, SNA.
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SYNTHESE

La revue des bibliographies scientifique et clinigue nous a permis de montrer que
les MICI et le Sl sont deux entités pathologiques bien distinctes d’'un point de vue
étiologique (composante géenétique forte pour les MICI et composante psycho-biologique
pour le Sll). Cependant, les facteurs environnementaux pourraient étre prédominants dans
les MICI de forme sporadique et les genes pourraient étre critiques dans la
vulnérabilisation au Sll, notamment dans le SlI-Pl. La synthése des données rapportant
les principales caractéristigues des MICI et du SlI (Tableau XV) permet de dégager un
point important : I'existence d’altérations physio-pathologiques similaires dans ces deux
maladies (en gras). En effet, bien que probablement d'origine différente, les
symptomatologies des MICI et du Sl pourraient reposer sur le développement de
meécanismes periphériques de méme nature. Ces mécanismes sont : (1) l'altération de la
communication neuro-immunitaire (inflammation neurogene et fonction immunitaire
mugueuse perturbée) ; (2) l'altération de la communication nerveuse (dysfonction du SNA)
et (3) laltération de la communication neuro-endocrine (dysfonction de I'axe adréno-
hypothalamo-hypophysaire, hormones sexuelles).

Nous pouvons en tirer plusieurs conclusions. Premiérement, I'axe cerveau-intestin
est au cceur de toutes ces dysfonctions. Son étude est donc indispensable pour la
compréhension des symptomes et de leur origine. Deuxiemement, certaines données sur
les MICI et le SII dégagent des pistes de recherche qui se complétent. En effet, il existe
trés peu d’'informations sur les mécanismes de sensibilisation centrale dans les MICI. Les
recherches sur le Sl suggéerent que des mécanismes de neuro-plasticité peuvent
intervenir pour augmenter les entrées centrales et alimenter I'hyper-activation tonique de
'axe cerveau-intestin. A Tlinverse, les recherches tres complétes sur les facteurs
déclenchant I'inflammation au niveau de la muqueuse colique dans les MICI fournissent
des hypothéses sur le réle pathogene potentiel de la flore commensale dans le Sll. Elle
pourrait participer a linitiation d’une micro-inflammation a l'origine de la sensibilisation
périphérique. Troisiemement, le nombre important de facteurs étiologiques potentiels
permet d’expliquer pourquoi il est si difficile d’identifier la physio-pathologie des douleurs
chroniques coliques. L’hyper-activité motrice, I'hyper-sensibilité viscérale et les altérations
centrales des circuits de la douleur sont encore mal comprises en raison des interactions

qui lient tous les systemes influencant I'axe cerveau-intestin.
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Symptomatologie, épidémiologie et physio-pathologie comparées des MICI et du SlI

Phénotype

Facteurs de
risque

Coélon

Ganglion spinal

Moélle épiniére

Cerveau

Processus
cognitifs

Stress

Systéeme
nerveux
autonome

Hormones
sexuelles

MICI

Sli

-douleur abdominale

-co-morbidité organique
-inflammation +++

-génes +++ (TNF, NOD, IL23R, ATG16L1,
IRGM)

-infections (CMV, E.coli, M.paratuberculosis)
-régime gras et sucré

-hygiene excessive

-tabac (MC)

-contraception orale

-allaitement artificiel exclusif

-dysbiose (lactobacilles, coliformes,
bifidobactéries diminués ; entérobactéries,
E.coli et bactéroides augmentés)

-défaut protection de la barriére épithéliale
-perméabilisation de la muqueuse
-interactions neuro-immunes (nerf-mastocyte)
-inflammation neurogéne

-infiltration et translocation bactériennes
-perte de tolérance a la flore commensale
-altération de I'immunité innée (cellule de
Paneth, cellule dendritique, autophagie,
anergie)

-altération de I'immunité acquise (Th1, Th2,
Th17, 1g, IgLC)

-sur-expression récepteurs-canaux (TRPV1,
ASIC3, P2X3)

-sur-expression récepteurs métabotropiques
(NK1, trkA, B1?)

-sur-expression NGF

-neuro-dégénération

-sur-expression canaux ioniques? (Nav1.8,
Nav1.9, Cav2, Cav3)?

-hyper-activation de I'axe HPA (cortisol et
inflammation)?

-déséquilibre de la réponse du SNA (hypo-
activation)

-hypo-activation para-sympathique
-hyper-activation ortho-sympathique

-prédominance féminine dans la MC?

-aggravation péri-menstruelle de la
symptomatologie

-douleur abdominale
-troubles du transit intestinal
-co-morbidité psychiatrique
-micro-inflammation

-génes ?
-infections (H.pylori, virus de la gastro-entérite)
-régime gras, sucré et pauvre en fibres

-dysbiose (lactobacilles, coliformes,
bifidobactéries diminués ; entérobactéries, e.coli
et bactéroides augmentés)

-perméabilisation de la muqueuse ?

-interacti neuro-i (nerf: tocyte)
-inflammation neurogéne

-infiltration ?

-altération de I'immunité innée (cellule de
Paneth, cellule dendritique, autophagie,
anergie)

-altération de l'immunité acquise ? (Th17, IgLC)
-troubles sensori-moteurs (NK, CCK, VIP, SP)
-sur-expression récepteurs-canaux TRPV1

-sur-expression récepteurs métabotropiques
(NK1?, CLR?)
-sur-expression NGF?

-sur-expression canaux ioniques? (Nav1.8,
Nav1.9, Cav2, Cav3)?

-hyper-excitabilité spinale

-LTP?

-neuroplasticité via les récepteurs NMDA, GABA,
CB, ?

-hyper-sensibilité somatique

-diminution de la modulation endogene de la
douleur

-diminution des CIDN

-effet placebo +++

-hyper-vigilance

-anticipation

-hyper-activation du systéme limbique

-historique d'abus
-anxiété et stress chroniques
-vulnérabilité au stress

-hyper-activation de I'axe HPA (cortisol, ACTH,
CRH augmentés)

-déséquilibre de la réponse du SNA (hyper-
activation en réponse au stress)

-hypo-activation para-sympathique vagale
-hyper-activation ortho-sympathique

-prédominance féminine nette (sex ratio 2 a 3:1)
-aggravation péri-menstruelle de la
symptomatologie

Tableau XV. Caractéristiques

épidémiologiques et ph

ysio-pathologiques validées dans les MICI et le

Sll. En gras: caractéristiques communes. TNF, tumor necrosis factor; NOD, nucleotide oligomerization
domain; PLT, potentialisation a long terme; NMDA, N-méthyl-D-aspartate; GABA, acide g-amino-butyrique;
CB, récepteur cannabinoidergique; CIDN, contr6les inhibiteurs descendants diffus; ACTH, adreno-
corticotropic hormone; CRH, corticotropin releasing hormone; HPA, axe adréno-hypothalamo-hypophysaire;
CMV, cytomégalovirus; trkA, récepteur tyrosine kinase A; B1, récepteur a la bradykinine 1; NK1, récepteur
aux neurokinines 1; NGF, NGF ; P2X, récepteur purinergique P2X; IL23R, récepteur a linterleukine 23 ;
ATG16L1, autophagy related 16 like 1; IRGM, immunity-related GTPase family M; IgLC, immunoglobulin
light chain; CLR, calcitonin-like receptor.
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Afin de déterminer la part respective des facteurs génétiques ou
environnementaux,des atteintes précoces ou tardives, des mécanismes coliques ou
spinaux et supra-spinaux (Figure 28), il est indispensable d’étudier les modeles animaux

qui sont des systemes “simples” permettant d’agir sur un nombre limité de parametres.

PERI-NATAL VIE PRECOCE AGE ADULTE

FACTEURS DE VULNERABILITE ||FACTEURS DECLENCHANTS || FACTEURS PERPETUANTS

Environnement
(expériences
traumatiques Stress psycho-social
précoces) (événements de vie, état psychologique,

. . . Anxiété liée
assistance sociale, adaptation)

e aux symptéomes
Génétique

/>SNC "\ |
[ ) Patient
\— SNE 4/

T

Stress physique
(chirurgie, anti-biotiques, infection, alimentation)

Figure 28. Chronologie de la survenue des facteurs physio-pathologiques dans les MICI et le SllI.
Adapté de Mayer et al., 2004.

Les modeles animaux fournissent des explications a certaines caractéristiques
cliniques et physio-pathologiques clés par la reproduction des symptémes. lls permettent

alors d’émettre des hypothéses qui peuvent étre testées chez I'animal puis chez le patient.
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OBJECTIFS

La plupart des modéles animaux qui ont été développés pour I'étude des douleurs
chroniques coliques cherchent a reproduire les caractéristiques des MICI (se référer au
Tableau XIV, p93). lls ont permis de mieux comprendre les mécanismes initiant et
perpétuant I'inflammation du célon. En revanche, trés peu de modeéles sont capables de
mimer complétement le SlI car l'induction de I'HSV est bien souvent liée a une forte
inflammation sous-jacente. Les principaux modeles de SlI qui existent sont des modeles
de stress (par privation maternelle, contrainte physique, stress post-traumatique) qui
impliquent le systeme nerveux central et rendent compte de I'hyper-sensibilité colique. lls
ont permis un apport important dans la connaissance de I'étiologie du SlI, en particulier en
montrant que le stress, méme précoce ou aigu, a bien un effet direct a long terme sur la
sensibilité du cbdlon. Cependant, ces modeles souffrent de deux principaux défauts : ils
s’accompagnent d’'une inflammation et I'étude des effets sur le systéme nerveux central
est biaisée par le stress induit chez les animaux.

Pour étre pertinent, un modele animal doit répondre a trois criteres de validité
(Lipska and Weinberger, 2000) : validité de représentation (“face validity”, reproduction
des symptdmes), validité de prédiction (“predictive validity”, reproduction de la réponse
aux médicaments) et validité de construction (“construct validity”, reproduction des
anomalies anatomiques ou biochimiques associées a la maladie). Les travaux
scientifiques qui sont présentés dans la suite de ce mémoire ont été réalisés dans un
modele de Sll répondant, bien qu’imparfaitement, a ces trois criteres. Le laboratoire du Pr
Alain Eschalier a en effet développé un modéle “nutritionnel” de SlI basé sur linstillation
intra-colique de butyrate chez le rat (Bourdu et al., 2005). Le butyrate est un acide gras a
chaine courte produit par la digestion des fibres alimentaires et constitue le substrat
energétique préférentiel des colonocytes. Six instillations de butyrate réparties sur quatre
jours induisent une hyper-sensibilité colique (validité de représentation) en l'absence
d’atteinte inflammatoire observable (validité de construction). Cette hyper-sensibilité est
atténuée par la morphine et les antalgiques employés classiquement en clinique (validité
de prédiction). De plus, c’est le premier modéle a décrire un lien entre nutrition et SlI.

Compte tenu de ces caractéristiques, nous avons considéré que le modele butyrate
est un modele de choix pour I'étude du systéeme nerveux dans I'HSV. L'objectif de notre
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étude a été de déméler les mécanismes moléculaires faisant le lien entre I'hyper-
sensibilité colique induite par le butyrate et le rble des systéemes nerveux périphérique
(ganglion spinal) et central (MEp). Pour cela, nous avons testé I'implication de molécules
cibles (neurotrophine NGF et canaux ioniques ASIC) dans le test comportemental de
distension colorectale et nous avons utilisé des techniques de biologie moléculaire et
d'immuno-histochimie pour mettre en évidence des variations d’expression de ces facteurs

et leurs interactions.
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CHAPITRE 3. MATERIEL ET METHODES

A. Hygiéne et sécurité

Toute la mise en place et surtout le maintien de la continuité des procédures ont été
assurés avec Monique Etienne en qui jai trouvé une aide et une motivation précieuses.

Gréaces lui soient rendues.

Organisation des salles et optimisation des plans de travalil

Chaque salle a été dédiée a une activité précise : histologie et immuno-histochimie,
salle de préparation et biologie moléculaire. La salle de biologie moléculaire a recu une
attention particuliere afin de limiter les risques de contamination. Son acces a été restreint
et limité aux utilisateurs BM munis de blouse et de gants. Un poste de sécurité
microbiologique a été installé pour les manipulations. Produits et réactifs pour la RT-PCR
et échantillons ont été séparés dans deux congélateurs RNase free. Les outils de travall,
machines, vaisselle, ustensiles, réactifs et consommables spécifiques de chaque activité
ont été mis a disposition dans les salles correspondantes de facon a limiter I'éparpillement
entre les différentes piéces. De la méme facon, les plans de travail ont été optimisé de
fagcon & rendre accessible rapidement le matériel nécessaire et ainsi de faciliter et de

rendre plus efficace la tache de I'expérimentateur.

Identification, stockage et accessibilité des produits

Les produits et réactifs ont été systématiquement identifiés en fonction de leur
nature, de leur dangerosité et de leur date de péremption. Tous les produits dont la date
de validité était incertaine ont été évacués. Les autres produits ont été rangés et classés
dans les armoires prévues a cet effet par ordre alphabétique en suivant les
recommandations d’hygiene et sécurité définies par I'INSERM.

Gestion des produits chimiques et déchets dangereux

Les produits chimiques de classe dangereuse sont stockés dans les armoires de
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sécurité. Des containers dédiés a chaque type de réactif dangereux (acides, bases,
paraformaldéhyde, bromure d’éthidium, di-amino-benzidine...) ont été mis a disposition
des utilisateurs. De la méme facon, des containers destinés aux déchets tranchants et
coupants ont été placés dans chaque salle d’expérimentation. Une fois la tracabilité de ces
containers assureée, le stockage, le traitement et I'évacuation des déchets dangereux sont
pris en charge par la Faculté de Médecine.

Etablissement de procédures de stérilisation
Des protocoles standardisés pour le lavage de la vaisselle, la stérilisation avec
autoclave et four ont été affichés au-dessus de chaque évier et placés a c6té des

machines de stérilisation.

Bonnes pratiques de laboratoire

L’ensemble de ces mesures d’hygiéne et sécurité s’inscrit dans le cadre de la mise
en ceuvre des bonnes pratiques de laboratoire (BPL). Les BPL constituent un mode
d’organisation lié a la réalisation des expérimentations et a la manipulation des produits
chimiques et biologiqgues qui a pour but de garantir la qualité, la reproductibilité et
l'intégrité des données.

Les nouveaux entrants ont été pris en charge des leur arrivée afin gu’ils prennent
connaissance des locaux, de leurs collegues, de [lorganisation, du mode de
fonctionnement et des regles de sécurité du laboratoire.

Les procédures et les schémas opérationnels destinés a garantir la qualité des
expérimentations et la pérennité du savoir (protocoles, résultats) ont été mis en ceuvre
dans le laboratoire.

Les protocoles de comportement (en douleur viscérale), de biologie moléculaire, de
biologie cellulaire et d'immuno-histochimie ont été compilés ou rédigés (pour la plupart) et
mis a disposition au format électronique sur le serveur de I'équipe et au format papier
dans un classeur accessible pour I'ensemble de I'équipe. Chaque expérience réalisée
dans le cadre de cette thése a fait I'objet de la rédaction d’'un protocole présentant dans le
détail les étapes, I'organisation, la préparation des réactifs, la procédure et le savoir-faire
nécessaire a la reproduction de la manipulation de la fagon la plus standardisée possible.

Identification et tri des échantillons

Les échantillons des différents expérimentateurs (et notamment des précédents
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chercheurs) ont été identifiés, triés et conservés dans les congélateurs a -80<C. Les
échantillons d’origine indéterminée ont été jetés. Un récapitulatif des échantillons restants
présentant les expérimentations et les protocoles correspondants a été laissé au

laboratoire.

B. Techniques comportementales

B.l. Animaux

Des rats males Sprague-Dawley (Charles-River, France) pesant 225-250g (7-8
semaines) le jour de I'expérimentation ont été utilisés dans toutes les manipulations
décrites ci-dessous. Les rats étaient stabulés 4 par cage en cycle jour-nuit 8h-20h dans
une animalerie EOPS. Les animaux ont recu un régime alimentaire particulier (régime
“viscéral A04”) plus riche en fibres que le régime standard qui induit une HSV (17% de
cellulose versus 3%). Eau et nourriture étaient disponibles ad libitum. Toutes les
expérimentations ont eu lieu aprés au moins une semaine d’acclimatation et ont été
planifiées afin de limiter le nombre d’animaux utilisés et leur inconfort. Des animaux
différents ont été utilisés pour chaque expérience afin de limiter le nombre de tests
douloureux subis par chaque animal. Les expérimentations ont suivi les consignes
ethiques de I'International Association for the Study of Pain (IASP) (Zimmermann, 1983)
en accord avec les consignes du Ministere de l'agriculture et de la péche (décret
n874848). Les protocoles d'instillations de butyrate et de distension colo-rectale ont été
Visés et approuvés par le comité régional d'éthique (autorisation NCE13-04 et nCE11-
04).

B.Il. Plan expérimental

Toutes les expériences ont été réalisées en aveugle par le méme expérimentateur
en possession d’'une autorisation d’expérimenter sur animaux vivants (n©3-176). La
méthode des carrés latins (dite "en blocs") a été utilisée afin que les traitements soient
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répartis de fagcon homogéne sur 'ensemble des animaux et la durée de I'expérience. Dans
chaque bloc se trouvait un animal ayant recu un traitement et son contrble. L’ordre des
traitements était randomisé. Tous les animaux d’'un méme bloc ont été utilisés en
expérimentation dans la méme période de temps. Les expérimentations ont été réalisées
3 jours (J3) apres le début de I'induction du modéle d’hyper-sensibilité colique (HSC).
Cette date correspond au délai nécessaire a I'obtention d'une HSC soutenue (Bourdu et
al., 2005).

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour chaque série expérimentale (traitements in

vivo, biologie moléculaire).

B.III. Induction de I'hyper-sensibilité colique

L'HSC a été induite par linstillation de butyrate de sodium dans le cdlon
descendant (a 7cm de la marge anale) sur animaux vigiles (Bourdu et al., 2005). Aprés
évacuation d’éventuelles feces par pression des parois rectales, chaque rat a regu Six
instillations intra-coliques de 1mL d’'une solution de butyrate de sodium 200mM dans du
NaCl 0,9%(Sigma-Aldrich, France, pH7). Les instillations de butyrate ont été réalisées sur
4 jours (Figure 1). Les instillations débutaient le soir du premier jour (JO) puis étaient faites
le matin et le soir des 2 jours suivants (J1 et J2) et enfin la sixieme instillation était réalisée
le matin du troisieme jour (J3). Les instillations ont été réalisées a l'aide d’'un cathéter
Fogarty de 2mm dont 'embout est adapté (érodé a la flamme) afin d’éviter toute Iésion de
la muqueuse colique. Les animaux contréles ont recu du sérum physiologique (NaCl 0,9%,

pH7) par la méme procédure.

} } i i i P Jours
J-7 Jo J1 J2 J3

Acclimatation 1 instillation 2 instillations 2 instillations 1 instillation

al'animalerie (soir) (matin & soir) (matin & soir) (matin)

Figure 1. Induction de I'hyper-sensibilité colique par l'instillation répétée de butyrate.

145



Chapitre 3. Matériel et methodes - Techniques comportementales

B.IV. Evaluation de la sensibilité colique

Le test de distenfion colo-rectale (DCR) a été utilisé pour évaluer la sensibilité
viscérale chez le rat. Cette méthode d’évaluation de la sensibilité colique est proche de
celle utilisée chez 'lhomme et consiste en la détermination de la pression nécessaire a
I'obtention d’une réponse douloureuse lors d’'une distension du c6lon distal. Cette méthode
a été validée pour la premiere fois chez le rat par I'équipe de G.F. Gebhart (Ness and
Gebhart, 1988Db).

B.IV.1. Procédure de distension colo-rectale

Aprés mise a jeun, les animaux ont été placés en habituation dans la salle
d’expérimentation la veille du test de DCR. A J3, les rats ont été habitués 2h au bruit
provoqué par I'appareillage (barostat et compresseur) puis le test de DCR a été réalisé. Le
score de sensibilité colique chez le rat est défini par la pression intra-colique nécessaire a
'obtention d’une réponse comportementale suite au gonflement d’'un ballonnet introduit
dans le cblon. Cette réponse est caractérisée par une élévation du train postérieur et une
crampe abdominale (Figure 2).

Figure 2. Crampe abdominale. La levée du train arriére (a) et la contraction abdominale (b) caractéristiques
d'un comportement douloureux en réponse a la distension colo-rectale sont bien visibles.

Les ballonnets de DCR sont préparés en utilisant un cathéter Fogarty de 2mm
coupé a 9cm de I'embout. Un ballonnet en latex flexible de 2cm de long est préparé en
utilisant un préservatif non lubrifié et sans réservoir (Protex® standard plus, France) fixé a

l'extrémité du cathéter. Sous anesthésie gazeuse (isoflurane 2%, Baxter, France), le
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ballonnet de DCR est inséré par voie rectale & une distance de 7cm de la marge anale, ce
qui correspond au lieu des instillations de butyrate (c6lon descendant) puis la sonde est
scotchée a la queue du rat. Apres 5mn d’'une période de réveil, le rat est placeé libre de ses
mouvements dans une cage en acrylate de polyméthyl (40cm x 40cm) et le cathéter est
connecté a un barostat électronique (Synectics Visceral Stimulator, Medtronic, France). Le
barostat permet de gonfler le ballonnet de 0 a 80mmHg sur une période de 8mn selon
diverses modalités programmees par le logiciel. Il est ainsi possible d’effectuer un
gonflage en rampe linéaire croissante (la pression exercée par le ballonnet sur les parois
du colon augmente de fagon réguliere) ou un gonflage par palliers croissants (a intervalles
réguliers, la pression augmente d’'un incrément de 5mmHg). Les animaux subissent le test
de DCR par groupe de 2. Une fois le test achevé, les animaux sont replacés dans une

cage propre et recoivent de la nourriture.

A.Linéaire B. Palliers
80mmHg 801 Hg
OmmHg I OmmHg I
Figure 3. Programmes de distension utilisés pour I'évaluation de I'HSC chez le rat. La distension

continue mais suit une rampe linéaire (A) ou par palliers (B).

B.IV.2. Méthode de scoring de Al-Chaer

Au laboratoire, la méthode d’attribution des scores de DCR est adaptée a partir de
la méthode des seuils de Al-Chaer (Al-Chaer et al.,, 2000). Les animaux subissent une
seule distension continue chacun. La pression dans le ballonnet est augmentée jusqu’a ce
gu’'un comportement douloureux soit observé ou que la pression atteigne un cut-off de
80mmHg. Le seuil (score) de sensibilité colique a la douleur correspond donc a la pression

nécessaire pour induire la premiere crampe abdominale avec voussure.
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B.IV.3. Mise au point de la méthode de scoring

Limites de la méthode de Al-Chaer

J'ai rencontré de nombreux problemes en utilisant la méthode de Al-Chaer : biais
inter-expérimentateur (non reproductibilité des valeurs des seuils pour les groupes
témoins et traités), biais inter-animal (différence dans [lintensité de la réponse
comportementale) et biais intra-animal (un méme animal pouvant avoir une réponse
douloureuse caractéristique ponctuelle mais reprendre tout de suite aprés une activité
normale). Le biais inter-expérimentateur est en partie lié au fait que celui-ci doit définir ses
propres criteres d’appréciation de la douleur, qui sont plus ou moins “fins”. De plus, les
animaux n'ont pas toujours une réponse comportementale claire et caractéristique.
L'observation répétée de rats qui crampent dans les premiéres minutes de distension (de
0-20mmHg) m’a conduit a choisir un protocole reposant sur plusieurs passages en DCR

afin de pouvoir apprécier la reproductibilité de la mesure.

Mise au point d’'une nouvelle méthode d’évaluation du score de DCR

J'ai adopté un protocole qui consiste en 3 passages en DCR par animal (avec un
intervalle de récupération de 10mn) et qui repose sur une méthode de scoring particuliere.
Cette méthode repose sur I'observation et la re-transcription de tous les comportements
observés pendant toute la durée de la DCR, c’est-a-dire de 0 a 80mmHg. Cela implique
gue tous les animaux subissent le test dans sa totalité. Cette méthode a pour but d’obtenir
des résultats uniformes, reproductibles et indépendants de I'expérimentateur.

Dans un premier temps, j'ai renoncé a considérer uniguement les 2 comportements
“pas de douleur” ou “crampe abdominale” mais jai décidé de prendre en compte
'ensemble des comportements observables durant le test de DCR. Jai distingué les
comportements “normaux” : exploration (E), émission d'ultra-sons (US), toilette (T) ; les
comportements préludant la douleur et traduisant un malaise diffus : immobilité (1), repli
(R), déplacement tres court (D), toilette uro-ano-génitale (UG) ou encore spasmes (S qui
précedent souvent la crampe) et enfin les comportements purement douloureux : crampe
abdominale avec voussure (I'animal semble pousser sur ses pattes, les testicules et le
ventre ne touchent plus le sol), crampe étirement ou encore croisement de la patte arriere

sous le ventre (Figure 4).
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Figure 4. Différents comportements traduisant une d ouleur viscérale. a: voussure du dos ; b: toilette
uro-ano-génitale ; c: contraction des muscles obliques et déplacement de la patte arriere vers l'intérieur ; d:
crampe étirement ; e: écrasement de la partie basse de I'abdomen contre le sol ; f: position couchée avec la
patte arriere comprimée contre 'abdomen. D’aprés Giamberardino et al. 1995.

Ces comportements symptomatiques d'une douleur ont été répertorié
(Giamberardino et al., 1995). En général, le comportement observé est moins marqueé :
seule une faible crampe abdominale avec légére levée du train-arriére est visible.

Sur la base des comportements observés lors du test de distension, j'ai défini un
algorithme de détermination du score. Aprés avoir retranscrit toutes les données de DCR,
la valeur de la pression correspondant au seuil de douleur est déterminée en appliquant
les critéres suivants : (1) seules les crampes nettes se maintenant au moins une seconde
sont considérées ; (2) c’est la premiere crampe observée qui détermine le score ; (3) pour
gu’elle soit prise en compte, la crampe ne doit pas étre suivie d’'une reprise d’activité ; (4)
le score des animaux ayant déféqués pendant la distension n’est pas pris en compte ; (5)
les animaux ayant saigné pendant la distension sont éliminés de I'analyse des données ;
(6) le score final est la moyenne des 3 pressions déterminées lors des 3 passages en
DCR.

Un exemple archétypal de cotation est présenté ci-dessous pour un rat théorique
présentant tous les comportements possibles au cours du test.

Exemple : Notation = E T 10 E 115 E R30 35 40 45 T55 E 165 65 UG65 70 75. Traduction
= l'animal commence par explorer son environnement puis se toilette ; & 10mmHg, il

crampe puis reprend son exploration ; il s'immobilise a 15mmHg, reprend son exploration
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puis adopte un comportement de géne et se recroqueville & 30mmHg ; il crampe ensuite a
35, 40 et 45mmHg (NB. Si on arréte le test la comme dans I'ancienne méthode, on
conclura a un score égal a 35mmHg et on commettra une erreur) ; I'animal se toilette a
55mmHg, explore de nouveau puis s'immobilise a 65mmHg ; il crampe a 65mmHg puis
toilette ses parties uro-ano-génitales a 65mmHg ; le rat crampe de nouveau a 70 et
75mmHg. Conclusion : le score est de 65.

B.V. DCR nocive répétée pour induire I'expressiond e la
protéine Fos

La préparation et I'introduction des ballonnets de DCR ont été réalisées comme
décrites precédemment. Apres 5mn de récupération de l'anesthésie, les rats ont été
placés dans une cage et une DCR nocive répétée a été réalisée comme décrit par R.J.
Traub (Traub and Murphy, 2002). La procédure de DCR est discontinue. Une pression de

80mmHg est appliquée selon le mode on/off pendant 90mn (30s on, 90s off, 45 cycles).

B.VI. Traitements pharmacologiques in vivo

Administration d’anticorps anti-NGF
Les rats ont recu une injection d’anticorps anti-NGF ou d’anticorps isotypiques

contréles (1:2000, 2ml/kg, Sigma, France) par voie intra-péritonéale.

Administration d’oligodéoxynucléotides ciblant la sous-unité alj du canal NALCN

Les rats ont recu une administration d'oligonuclétoide contréle (mismatch de
séquence GGAAGATCGTTCGGAACTGAT) ou d'antisens (séquence AGGATAGTG
CTCGAAGGTCAT) a la dose de 12,5ug/rat par voie intra-thécale dans le renflement
lombaire de la MEp.

Administration de capsazepine
Les rats ont recu une administration de véhicule (sérum physiologique/DMSO 1:1)
ou de capsazepine (antagoniste des récepteurs TRPV1, Sigma-Aldrich, France) a la dose

de 2 ou 10mg/kg par voie intra-péritonéale.
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Administration d’amiloride
Les rats ont recu une administration de vehicule (sérum physiologique a
100uL/100g) ou d’amiloride (antagoniste des canaux ASIC, Tocris, UK) a la dose de 1, 3

ou 6mM par voie intra-veineuse.

Administration de PcTx1
Les rats ont recu une administration de veéhicule (sérum physiologique) ou de
PcTx1 (antagoniste des canaux ASIC1la, don du Pr. Michel Lazdunski) a la dose de 40 ou

80ug/rat par voie intra-thécale dans le renflement lombaire de la MEp.

B.VIl. Mesures de pH colique

B.VIl.1. Détermination du pH luminal in vivo

Apres 24h de jelne, les rats ont été anesthésiés (isofluorane 5%, Baxter, France) et
leur température corporelle a été maintenue a +37<C a l'aide d’une couverture chauffante.
Apreés laparotomie, une petite incision a été faite dans le cdlon (a 7cm de la marge anale).
Une fois les feces retirées, I'électrode du pHmetre a été introduite et la mesure du pH a

éte réalisée avec un pHmetre Digitrapper (Antimoine, France).

B.VIIl.2. Détermination du pH muqueux in vitro

Aprés 24h de jeline, les rats ont été sacrifiés par décapitation. 2cm de célon distal
(de 6 a 8 cm de la marge anale) ont été prélevés. Aprés addition d’eau stérile (1,5
mL/100mg de tissu, pH7,3), le tissu a été homogénéisé avec un broyeur Turrax® et
centrifugé pendant 10mn (+4<C, 3100g). Le pH du sur nageant de la muqueuse colique a

eté déterminé avec un pHmetre Digitrapper (Antimoine, France).
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C. Techniques moléculaires

C.l. Etude du niveau d’expression des ARNm

C.l1.1. Prélévements de GRD et de MEp

Aprés décapitation, les GRD lombaires L1-L2-L6 et sacrés S1 innervant le codlon
descendant (Hicks et al., 2002) et le renflement lombaire de la MEp ont été rapidement

prélevés sur glace, congelés dans I'azote liquide puis stockés a -80C.

C.1.2. Extraction et analyse des ARN

Extraction

Les ARN totaux ont été extraits par la méthode phénol/chloroforme en conditions
RNase-free. Les manipulations ont été réalisées dans la glace. Les tissus ont été
homogénéisés avec un broyeur Turrax dans 2mL de Tri Reagent (MRCGene, France).
L’homogénat a été placé dans un eppendorf 15mL et incubé 5mn a +20<C. Il a ensuite été
vortexé 15s avec 400puL de chloroforme et incubé 2 a 3mn a +20<C. Apres centrifugation a
12 000g pendant 15mn a +4<C, la phase aqueuse (surn ageant translucide) a été prélevée
et déposée dans un tube contenant 500uL d’isopropanol 80%. Apres plusieurs
retournements, le mélange a été incubé 10mn a +20C . Les ARN ont alors été précipités
par centrifugation a 12 000g pendant 15mn a +4<C. Apres élimination du surnageant, le
culot a été lavé dans 1mL d’éthanol 75% pendant 15s au vortex. Il a ensuite été récupére
par centrifugation 10mn a +4<C a 12 000g. L'opérati on a été renouvelée une seconde fois.
Apres élimination du surnageant, le culot a été séché 10mn sous la sorbonne. Le culot a
eté repris dans 30uL d’eau ultra pure puis incubé 10mn a +58T. Apres une breve

centrifugation, 'ARN a été conserveé a -80C.
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Dosage des ARN

Les ARN totaux extraits ont été dilués au 1/50°™ dans de I'eau ultra pure puis les
absorbances (A) a 260nm et 280nm ont été mesurées au spectrophotometre (WPA,
France). Le rapport A260/A280 indique une éventuelle contamination protéique (rapport
inférieur a 1.8) ou génomique (rapport supérieur a 2). La mesure spectrophotométrique a
aussi permis d’évaluer la quantité d’ARN simple brin présente dans chaque échantillon.

Vérification qualitative et quantitative des ARN par Bio-Analyseur

Le Bio-Analyseur (Agilent, France) utilise la technologie des puces a ARN (RNA on
chips) afin d’analyser jusqu’a 12 échantillons de facon réplicative et en limitant les biais.
Les échantillons migrent sur mini-gel d’agarose en présence d’'une échelle de poids
moléculaire qui sert de standard quantitatif. La sensibilité de I'appareil permet d’analyser
des quantités de I'ordre du nanogramme (puces Nano).

A partir de la mesure effectuée avec le spectrophotométre, les ARN totaux ont été
pré-dilués a 250ng/uL. 550uL de RNA 6000 nano gel matrix ont été déposés sur une
colonne de centrifugation et centrifugés 10mn a 1500g. Le RNA 6000 nano dye a été
vortexé pendant 10s et centrifugé doucement, a I'abri de la lumiére. 1uL de dye a ensuite
été ajouté a un aliquot de 65uL de gel filtré. Aprés vortexage et centrifugation 10mn a 13
000g a température ambiante (TA), le mélange gel+dye a été vortexé puis maintenu a
l'obscurité tout le long de la manipulation. Aprés dénaturation 2mn a +70%C, les
échantillons ont été placés dans la glace. 9uL de mélange gel-dye ont ensuite été chargés
dans le puits G noir de la puce puis dans les 2 autres puits G. 5uL du RNA 6000 nano
marker ont été déposeés dans le puits “échelle” puis dans chacun des 12 puits destinés aux
échantillons. 1uL d’échelle de poids moléculaire a été déposé dans le puits “échelle” puis
1pL de chaque échantillon a été déposé dans chacun des 12 puits prévus. La puce a été
vortéxée 1mn a 2400rpm puis installée dans la Bio-Analyseur. Le logiciel Bio-Analyzer
2100 Expert (Agilent, France) a assuré la migration et I'analyse des données. Pour chaque
échantillon, le profil de migration montrant les ARNr 18S et 28S a été obtenu ainsi que la
guantité précise d’ARN contenue dans chaque échantillon (Figure 5). Un score d’intégrité

des ARN permet d’évaluer la qualité de 'ARN extrait.
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Figure 5. Analyse des ARN par le Bio-Analyseur. (A) Profil migratoire d’'un échantillon de bonne qualité
caractérisé par deux pics correspondant a 'ARNr 28S (a) et a 'ARNr 18S (b). (B) Profil migratoire d’'un
échantillon contaminé par de ’ADN génomique (c) et dégradé (d).

C.1.3. Transcription inverse

Les ARN totaux (2ug) ont été rétro-transcrits avec le kit First-Strand cDNA
Synthesis Kit (GE Healthcare, France). Le volume nécessaire pour avoir 2ug d’ARN a été
ajusté a 8uL avec de l'eau pure RNase free. Aprés dénaturation 10mn a +65C, les
échantillons ont été déposés sur glace. 1uL de DTT 200mM, 0.5uL de primers pd(N)6,
0.5uL de random primers et 5uL de Bulk First-Strand cDNA Mix (tampon Mg2+, dNTPs,
Muloney M reverse transcriptase) ont été ajoutés pour obtenir un volume final de 15pL.
Aprés mélange par pipettage, les échantillons ont été incubés pendant 1h a +37<C. Les

cDNA obtenus ont été ensuite conservés a -80<C.

C.1.4. Bio-informatique

Les méthodes élémentaires de bio-informatique ont été utilisées pour trouver les
séquences génomiques et transcriptomiques des génes d'intérét et pour effectuer le
design des primers et des sondes nucléotidiques destinées a la PCR, a la PCR en temps

réel et a I'hybridation in situ.

Recherche et identification de séquences des séquences ARN

PubMed/Nucleotide et Ensembl.org sont les 2 sites complémentaires qui ont été
utilisés pour la recherche de séquences. La séquence génomique du géne d’'intérét puis la
séquence de I'ARNmM correspondant ont été recherchées. Les séquences du transcrit et

de ses différentes isoformes ont été recherchées chez le plus d’espéces possibles. La
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nature des modifications transcriptionnelles (épissage, présence de codons stop
supplémentaires, présence d’'une open-reading frame alternative...) a été étudiée dans la
bibliographie disponible. Les differentes séquences obtenues ont été alignées et
manipulées grace au logiciel BioEdit qui permet d’identifier les séquences homologues
entre différents ARN. PubMed/Nucleotide et Ensembl.org ont permis d’obtenir les
informations concernant la structure exonique des ARN. Les exons spécifiques des

différentes isoformes ASICs ont ainsi été identifiés.

Design des primers et sondes

Pour chaque transcrit, le design des primers et sondes a été réalisé sur les
séquences présentant le moins d’homologie avec les autres isoformes et sur les exons
impliqués dans I'épissage alternatif du transcrit primaire lorsque cela a été possible. La
spécificité des séquences choisies a été vérifiée en utilisant les applications BLASTn et
BLAST2seq dans PubMed/Nucleotide. Le design des primers et sondes a ensuite été
réalisé avec le logiciel PrimerQuest afin de respecter les criteres des primers : longueur
inférieure a 25 nucléotides, absence de G en 5’, amplicon a cheval sur 2 exons séparés
par une séquence intronique, rapport GC/AT compris entre 50 et 60%, Tm des couples de
primers similaire et compris entre +50 et +65C. Enfin, l'utilisation des logiciels NetPrimer
et BioEdit a permis de choisir des primers qui ne possedent ni séquences palindromiques,
ni séquences homologues ou complémentaires ni répétitions de bases pouvant favoriser
des auto-appariements.

Les primers lyophilisés ou reconstitués dans du tampon Tris-EDTA ont été aliquotés
et conservés a —20<C.

La liste des primers utilisés pour la PCR semi-quantitative et la PCR en temps réel
est présentée dans le Tableau I. Les conditions de cycle sont présentées dans le Tableau
.

Géne Acronyme Espéce Séquence Type PCR Amorce sens (forward primer’ Amorce anti-sens (reverse primer, Taille Accession number
acid-sensing ion channel 1a ASIC1a Rattus norvegicus ARNm classique CACAGATGGTGATGAAAAGCAG CATGGTAACAGCATTGCAGGTGC 505 NM_024154
acid-sensing ion channel 1a ASIC1b Rattus norvegicus ARNm classique ATGCCGTGCGGTTGTCCCAGCTC CATGGTAACAGCATTGCAGGTGC 562 AJ309926
acid-sensing ion channel 2A ASIC2a Rattus norvegicus ARNm classique CGCCAATACCTCCACTCTCC ATGCTGAACTGCTTCGGTTT 400 NM_001034014
acid-sensing ion channel 2B ASIC2b Rattus norvegicus ARNm classique CTGCCTTCATGGACCGTTTG CGAGTCCCATCTCTGAGGACCGG 428 NM_012892

acid-sensing ion channel 3 ASIC3 Rattus norvegicus ARNm classique CCCAGACCCAGACCCAGCCCTCC CTGTTCCAGAAATACCCCAGGAC 519 NM_173135.1
ribosomal protein L32 L32 Rattus norvegicus ARNm classique GTGAAGCCCAAGATCGTCAA TTGGTGACTCTGATGGCCAG 349 NM_013226.2
acid-sensing ion channel 1a ASIC1a Rattus norvegicus ARNm real-time CTG CTG TCA CAC TGT GCA ATC TCA TGTCCGGGATCTCATACCTGTTGT 117 NM_024154
nerve growth factor NGF Rattus norvegicus ARNm real-time ACAGGCAGAACCGTACACAG ATCCAGAGTGTCCGAAGAGG 259 M36589
hypoxanthine-guanine phospho- oo ags norvegicus ARNm  reaktime AGTTGAGAGATCATCTCCAC TTGCTGACCTGCTGGATTAC 151 NM_012583

ribosyl transferase

Tableau I. Liste des primers utilisés pour la PCR s  emi-quantitative et la PCR en temps réel.
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Géne gADNc (ug/pL) Type PCR Taille Hot-start (mn) Tm (°C) Dénaturation (s) Hybridation (s) Elongation (s) Cycles Terminaison (mn)

ASIC1a 133ng/uL classique 505 - 56 60 30 60 30 8
ASIC1b 133ng/uL classique 562 - 60 60 30 60 32 8
ASIC2a 5ng/uL classique 400 3 56,5 60 30 60 45 8
ASIC2b 133ng/pL classique 428 - 58 60 30 60 30 8
ASIC3 133ng/uL classique 519 - 54 60 30 60 30 8
L32 133ng/pL classique 349 - 61,5 60 30 60 30 8
ASIC1a 5ng/uL real-time 117 8 65 10 5 10 45
NGF 5ng/uL real-time 259 8 65 10 5 10 45
HPRT 5ng/uL real-time 151 8 61 10 5 10 45

Tableau Il. Conditions de cycle pour la PCR semi-quantitative e  tla PCR en temps réel.

C.1.5. PCR semi-quantitative

Amplification élective in vitro

La PCR (Polymerase Chain Reaction) ou amplification élective in vitro des ADNc a
eté réalisée avec le kit MasterTaqg (Eppendorf, France). 1uL d’ADNc pré-dilué (entre 6ng
et 60ng/uL) de chaque échantillon a été ajouté au mix de réaction PCR constitué de
0,25uL de chaque dNTP a 25mM, de 0,8uL de MgCI2 a 25mM, de 2uL de TaqBuffer 10X,
de 4uL de TagMaster, de 0,05uL de chaque primer a 10uM, de 0,2 pL de Taq Polymerase
a 5U/uL et de 10,9uL d’eau “PCR grade” pour un volume final de 20uL.

Migration et analyse

5uL de DNA loading buffer 6X ont été ajoutés aux 20 uL de produit PCR obtenus.
Aprés migration dans un gel d’agarose (2% agarose en TAE 1X) contenant du bromure
d’éthidium 0,01%, lintensité des produits PCR a été mesurée a l'aide du logiciel de
traitement d'images Nikon Digital Science (Nikon, France). L’analyse semi-quantitative de
la PCR a été réalisée dans la phase linéaire de I'amplification des ADNc en utilisant le
gene ribosomique L32 comme référence. Les résultats sont exprimés comme le
pourcentage d’expression du géne ASIC relatif a I'expression de L32 aprés

standardisation par le calibrateur Toutes les expériences ont été réalisées en triplicat.
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C.1.6. PCR en temps réel

La PCR quantitative (QPCR) a été réalisée avec le kit LightCycler FastStart DNA
Master SYBR Green | (Roche, France) qui utilise la technologie SYBR Green afin de
détecter la fluorescence associée a I'amplification des ADNc en temps réel. 1,3uL d’ADNc
pré-dilué (5ng/uL) de chaque échantillon a été ajouté au mix de réaction PCR constitué de
3,2uL d’eau “PCR grade”, de 0,5uL de MgCI2 a 25mM, de 2uL de TagBuffer 10X, de 4puL
de TagMaster, de 0,31uL de chaque primer a 10uM et de 0,06puL de Taq Polymerase pour
un volume final de 6,3uL. La gestion des cycles thermiques, la détection de la
fluorescence et I'analyse des échantillons déposés en plaque 96puits (TwinTec jupées,
Eppendorf, France) ont été prises en charge par I'appareil RealPlex de la firme Eppendorf
(France).

La qPCR permet de déterminer la quantité absolue d’ADNc dans I'échantillon en
utilisant une gamme de dilution d’ADNc ou de déterminer la quantité relative d’ADNc en
considérant le nombre de cycles nécessaires a la détection d'une intensité de
fluorescence supérieure a un seuil pré-défini (Cycle Threshold Ct) (Bustin, 2000). Le Ct
est corrélé a la quantité d’ADNc initialement présente dans I'échantillon. Jai utilisé la
méthode relative des “delta Ct”. Le ratio normalisé (r) d’expression du gene d’'intérét est
calculé relativement a un calibrateur interne (ACt) et a un géne de référence (AACt) a
partir de la formule r=2*“" (Livak and Schmittgen, 2001) (Figure 6).

Echantillon test Echantillon calibrateur
Géne cible Cricible, test) C(cible, cal
Géne de référence Crref, test) Criref, cal)

A(-‘I'(tnest) = CI'[cible,test) - Cl'tref,test)

A(-‘I'(call = Cl'lcible,cal) - Cl'lref,cal)

AA(-‘l' = Cl'(test) - CI'(cal)

5 MG

ratio des expressions normalisées

Figure 6. Méthode des ACt permettant la quantification relative de I'expression du géne cible dans un
échantillon test par rapport a un calibrateur aprés normalisation par un géne de référence.

Le signal du géne d’intérét (ASICla, NGF) est donc normalisé 2 fois : une fois par
le calibrateur interne (un échantillon utilisé pour chague manipulation) et une fois par le
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gene de référence HPRT (hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase) qui code
pour une enzyme de la voie de synthese des purines. Le résultat obtenu est le nombre de
fois que le géne d'intérét (cible ASICla ou NGF) dans l'échantillon testé (test) est
augmenté (ou diminué) par rapport a I'échantillon calibrateur (cal) apres normalisation par

le géne de référence (ref HPRT). Chaque échantillon a été testé en triplicat.

C.Il. Western blotting

Prélevements de GRD, de MEp et de cblon

Apres décapitation, les ganglions spinaux L1-L2-L6-S1 et le renflement lombaire de
la MEp ont été rapidement prélevés sur glace et congelés dans l'azote liquide. La
mugueuse colique a été récupérée en “grattant” (scrapping) le colon descendant sur sa

longueur a I'aide d’un scalpel.

Extraction, dosage et dénaturation des protéines

Apres décongélation a +4<C, les prélevements ont été broyés au piston dans un
volume de 300uL de tampon de lyse de modéré constitué de Tris-HCIl pH7,4 a 50mM,
d’EDTA a 0,5mM, de TritonX100 1%, de PMSF a 0,5mM en DMSO, d’aprotinine a
100UIl/mL et de leupeptine & 20uM (Sigma, France). Les échantillons ont ensuite passés
au sonicateur 3 fois pendant 2mn puis laissés 4h sous agitation sur la roue a +4<C. Apres
centrifugation 30mn a 13 000g a +4<C, le surnageant a été récupéré et conserve a -80<C.

La concentration en protéines des lisats tissulaires a été déterminée par dosage
spectrophotométrique grace au kit BCA protein assay (Interchim, France). Les échantillons
protéiques ont ensuite été dilués a 4ug/uL en tampon Laemmli et dénaturés 3mn a
+100<C.

Immunoblotting

50ug de protéines ont été séparées sur gel SDS-polyacrylamide 10% avec
'appareillage Mini-Protean3 Cell (BioRad, France) et transférées sur membranes de
nitrocellulose (BioTrace NT, France) en milieu liquide. Aprés blocage des membranes
pendant 1h & TA avec un tampon TrisBufferSaline-Tween20 a 1% (TBS-T) contenant 5%
de lait en poudre écrémé, les membranes ont été incubées une nuit a +4C avec les

anticorps primaires appropriés. Les anticorps anti-ASICla (polyclonal de lapin, Alpha
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Diagnostic International, USA), anti-NGF (polyclonal de chevre, AbCys, France) et anti-
Bactine (monoclonal de souris, Lab Vision, France) ont été utilisés dilués au 1 :1000 dans
du TBS-T/régilait5%. Les membranes ont ensuite été lavées 5 fois 5mn en tampon TBS-T
puis incubées 1h a TA avec les anticorps secondaires couplés a la horseradish
peroxydase (Pierce, France). Apres 5 lavages de 5mn en TBS-T, le signal a révélé avec
une solution d’ECL (SuperSignal West Pico ou West Femto Chemiluminescent Substrate,
Pierce, France) et les membranes ont été exposées sur des hyperfilims Kodak BioMax
(Sigma, France) pour des durées de 10s a 10mn. L'intensité des bandes immuno-
réactives a été quantifiée avec le logiciel ImageJ (NIH, USA) et normalisée par rapport a
lintensité de la Bactine et d'un calibrateur interne (un échantillon utilisé a chaque
manipulation). Les résultats sont exprimés comme le pourcentage d’expression de la
protéine d’intérét (ASICla ou NGF) relatif a I'expression de la pactine apres

standardisation par le calibrateur. Toutes les expériences ont été réalisées en triplicat.

D. Techniques histologiques

D.I. Hybridation in situ

Prélévements de GRD

Apres euthanasie gazeuse a l'isoflurane, les ganglions spinaux L1-L2-L6-S1 ont été
prélevés et inclus en TissuTek (Sakura, France). Apres immersion dans l'isopentane a -
30%C, les prélevements ont été conservés a -20TC.

Coupes et hybridation

Les prélevements inclus en TissuTek ont été débités en coupes de 12um avec un
cryostat et transférées sur lames Superfrost Plus (MenzelGlaser, France). Apres une
fixation de 10mn en paraformaldéhyde 4%, les lames ont été lavées pendant 10mn en
PhosphateBufferSaline (PBS) a TA. L’activité peroxydase endogéne a été inhibée par une
incubation de 20mn dans le mélange méthanol/H,O, a 0,3%. Apres rincage, les sections

ont ensuite été pré-hybridées pendant 2h puis hybridées avec les sondes
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oligonucléotidiques une nuit a 52°C dans une solution contenant 25% de formamide, du
SSC4X, du Denhardt's 2,5X, de 'ADN de sperme de hareng a 0,5mg/mL, du dextran
sulfate 5% et de 'EDTA a 4mM. Les sondes oligonucléotidiques sens et anti-sens ont été
fournies par Nicolas Voilley (CNRS UMR6097, Sofia-Antipolis, Valbonne). Les sondes
anti-sens correspondent a la séquence inverse des ARNmM de rat ASICla
CATTCTTGGAGACTTGGCTAAAGCGGAAC et ASIClb CGGTCATCACTCTCATCCA
GTCCTAGCAT. La sonde sens ASICla GGCACGATATTCGAGACATGCTGCTCTC a
servi de mismatch.

Les sondes ont été marquées a la biotine-21-dUTP (Ozyme, France) en utilisant le
kit Terminal Transferase de Roche (France) et utilisés séparément pour I'hybridation. Les
coupes ont été lavées 2 fois en SodiumSalineCitrate2X (SSC), une fois en SSC1X puis
une fois en TBS-T. Le signal a été amplifié avec le kit Biotine-Tyramide GenPoint (Dako,

France).

Analyse des coupes

Apres contre-coloration a I'hématoxyline, les coupes ont été montées en milieu
aqueux (Agqueus Faramount Medium, Dako, France), observées avec un microscope
Eclipse E800 (Nikon, France) et photographiées avec une caméra digitale (Nikon, France).
La technigue d’hybridation in situ ayant été défectueuse (pas de marquage spécifique)
pour des raisons que nous ne sommes pas parvenus a élucider, jai réalisé le marquage
des protéines ASIC1 avec des anticorps anti-ASIC1la et anti-ASIC1b (cf. E.Il.).

D.Il. Immunohistochimie (systeme peroxydase)

D.Il.1. Prélevements et fixation des tissus

Prélévements et fixation des GRD

Aprées décapitation, les ganglions spinaux de rats ont été rapidement prélevés sur
glace et fixés dans du paraformaldéhyde 4% en PBS (PAF, pH7, 4C) pendant 2h. Les
GRD ont été prélevés a deux niveaux : aux hiveaux L1-L2-L6-S1 qui recoivent les
afférences du cblon descendant et aux niveaux T5-T6-T7-T8 qui ne sont pas innervés par

le c6lon et ont servi de contrble.
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Prélévements et fixation du c6lon descendant

Apres décapitation, 2cm de colon descendant ont été prélevés et fixés sur du liege.
Apreés fixation dans le PAF 4% (pH7, +4C) pendant 2 4h & 4C, les cblons ont été ringes
24h dans du PBS a +4<T.

Prélevements et fixation in vivo de la MEp

Apres anesthésie au pentobarbital sodique (0,1mL/100g, voie i.p.), 250mL de PBS
(pH7, 37<C) ont été injectés dans le systeme vascul aire du rat par voie intra-cardiaque.
Les tissus ont alors été fixés par injection de 250mL de PAF4% (pH7, +4<C). Les
différents segments vertébraux de la MEp (thoraciques T8-T9-T10-T11-T12-T13,
lombaires L1-L2-L3-L4-L5-L6 et sacrés S1-S2) ont ensuite été prélevés et post-fixés 2h en
PAF4% a TA.

D.II.2. Inclusion en paraffine et coupes

Inclusion en paraffine

Une fois fixés et/ou post-fixés, les échantillons ont subi un cycle automatique de
déshydratations en éthanol et d'imprégnations en toluene puis en paraffine (Microm
STP120, Microm, France). Les tissus imprégnés de paraffine ont ensuite été inclus en
blocs de paraffine a l'aide d'un distributeur de paraffine (Microm EC-350-1, Microm,

France).

Coupes

Les blocs de paraffine ont débités a l'aide d’'un microtome (Microm HM-340-E,
Microm, France). Des coupes de 5um ont été réalisées sur des lames SuperFrost Plus
(MenzelGlazer, France), séchées une nuit a +37<C pu is conservées a +4C.

Des coupes de niveaux ont été colorées a I'Hémalun-Eosine afin d’identifier les
structures d’intérét.

Les coupes consécutives n’ont jamais éte utilisées lors des comptages de neurones

afin d’éviter que le méme neurone ne soit compté deux fois.
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D.II.3. Immuno-marquage en systeme peroxydase

Apres passage a I'étuve a +56C pour faire fondre | a paraffine, les coupes ont été
déparaffinées, rehydratées et placées 20mn dans un tampon de sodium citrate pH6 a
10mM (Sigma, France) chauffé a +100C destiné a dém asquer les sites antigéniques.
Apres repos 20mn sur la paillasse, les lames ont lavées TBS-T NaF et lactivité
peroxydase endogéne a été inhibée par incubation 10mn en H,O, a 3%. Les sections sont
ensuite lavées en TBS-T NaF pendant 10mn puis incubées une nuit & +4C avec les
anticorps primaires appropriés : anticorps polyclonal de lapin anti-ASICla (1:100,
Interchim, France), anticorps polyclonal de cochon d’Inde anti-ASIC1b (1:2000, AbCys,
France), anticorps polyclonal de lapin anti-Fos (1:100, AbCys, France) et anticorps
polyclonal de chévre anti-NGF (1:400, AbCys, France). Le lendemain, les sections ont été
lavées en TBS-T puis traitées avec le kit streptavidine-biotine-peroxydase de Dako (Dako,
France). La liaison anticorps-antigéne a été révélée en utilisant la 3, 3'-diaminobenzidine
(DAB) comme chromogéne. Les contrbles négatifs ont été réalisés en omettant les

anticorps primaires pendant la procédure d’immuno-histochimie.

D.Il.4. Analyse des images

Acquisition des images
Les lames ont été observées et photographiées grace a un microscope Eclipse
EB00 equipé d’'une caméra digitale (Nikon, France). L’analyse des images a été réalisée

avec le logiciel Lucia G (Nikon, France).

Méthodologie de mesure de la surface des neurones exprimant ASIC1

La section transversale (d) des neurones sensoriels exprimant les protéines
ASICla et ASIC1b a été mesurée apres calibration du logiciel Lucia G (Figure 7). A partir
de cette mesure, la surface neuronale a été calculée selon la formule S=m(d/2)?2 en

assimilant le neurone a un disque.
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Figure 7. Interface Lucia G et mesure des sections  transversales des neurones sensoriels marqués.

Méthodologie de comptage des neurones exprimant ASIC1

Le nombre total de cellules et le nombre de cellules immuno-réactives pour les
protéines ASICla et ASIClb ont été comptés. Afin de définir une cellule marquée en
limitant le biais expérimentateur, les images ont été converties en niveaux de gris. Un seull
d’intensité de marquage a ensuite été défini en jouant sur le niveau de contraste. Ce seuil
a été réglé de facon a obtenir l'intensité maximale de marquage spécifique (cellules
exprimant la protéine ASIC1) sans avoir de bruit de fond parasite (cellules non marquées)
(Figure 8). Les cellules ainsi sélectionnées ont été comptées. Le pourcentage de cellules
marquées a été calculé dans I'absolu (nombre de cellules marquées / nombre de cellules
total) et en fonction de la surface neuronale (nombre de cellules marquées dans une
gamme de surface / nombre de cellules total).

Méthodologie de comptage des neurones exprimant Fos

Comme précédemment, un seuil a été défini et le nombre de neurones immuno-
réactifs pour la protéine Fos a été compté dans les couches superficielles (laminae | et I
qui sont spécifiguement impliqguées dans le traitement du message nociceptif) de la corne
dorsale de la MEp (Figure 9). Le logiciel Lucia G a été utilisé pour mesurer la surface
correspondant a la zone de comptage. Les résultats sont exprimés en densité de

neurones marquées par mms,
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Figure 8. Seuillage de l'intensité de marquage ASIC 1 dans les neurones sensoriels par réglage du
contraste.
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Figure 9. Seuillage de l'intensité de marquage Fos  dans les neurones superficiels de la corne dorsale
de la MEp par réglage du contraste.
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Méthodologie de quantification de l'intensité de marquage NGF
Apres conversion des images en niveaux de gris, le logiciel Lucia G a été utilisé

pour mesurer la fraction d’aire immuno-marquée.

D.IIl. Immuno-fluorescence

D.III.1. Co-localisation Fos-ASICla dans la MEp

Les sections de MEp ont été déparaffinées et placées 20mn dans un tampon de
sodium citrate pH6 a 10mM (Sigma, France) chauffé a +100<C. Aprés lavage des coupes
en TBS-T, les sites antigéniques non spécifiques ont été bloqués pendant 1h a TA avec
une solution de sérum d’ane a 5% en TBS-T (serum donkey, Jackson Labs, France). Les
sections ont ensuite été incubées une nuit a 4C avec un mélange des anticorps
primaires : anticorps polyclonal de lapin anti-ASIC1a, 1:100, Alpha Diagnotic International,
USA ; anticorps polyclonal de mouton anti-Fos, 1:200, AbCys, France. Le lendemain, les
lames ont été incubées 3h a TA et a I'abri de la lumiére avec un mélange des anticorps
secondaires couplés a des fluorochromes dilués au 1:250 (donkey anti-rabbit TRITC et
donkey anti-sheep FITC, Jackson Labs, France). Aprées montage entre lame et lamelle
dans un milieu de montage pour fluorescence (Vectashield, Vector Labs, France), les
coupes ont été observées au microscope a fluorescence Zeiss Scope Al équipé avec une
caméra digitale (Zeiss, France). Les contrbles négatifs ont été réalisés en omettant les

anticorps primaires pendant la procédure d’immuno-histo-chimie.

D.IIl.2. Co-localisation confocale ASIC-NGF-trkA

Prélévements des GRD

Apres euthanasie gazeuse a l'isoflurane, les ganglions spinaux L1-L2-L6-S1 ont été
prélevés et inclus en TissuTek (Sakura, France). Apres immersion dans l'isopentane a -
307, les prélevements ont été conservés a -20TC.

Imagerie confocale

Les GRD ont ensuite été coupés en sections de 10um au cryostat. Apres ringcage
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en PBS, les sections ont été bloquées dans une solution de sérum d’ane 5% en PBS-T
puis ont été incubées une nuit a +4T avec un mélan ge des anticorps primaires : anticorps
polyclonal de lapin anti-ASICla, 1:100, Alpha Diagnotic International, USA ; anticorps
polyclonal de cochon d’Inde anti-ASIC1b, 1:200, AbCys, France ; anticorps polyclonal de
chévre anti-NGF, 1:60, AbCys, France ; anticorps polyclonal de chévre anti-trkA, 1:50,
Santa Cruz, France et anticorps monoclonal de souris anti-CGRP, 1:500, Santa Cruz,
France. Le lendemain, les lames ont été incubées 3h a TA et a I'abri de la lumiére avec un
meélange des anticorps secondaires couplés a des fluorochromes dilués au 1:500 : donkey
anti-rabbit conjugué a Cy3, donkey anti-goat conjugué a FITC, donkey anti-mouse
conjugué a Cy5 et donkey anti-guinea pig conjugué a Cy3 (Jackson Labs, France). Aprés
montage entre lame et lamelle dans un milieu de montage pour fluorescence (Vectashield,
Vector Labs, France), les coupes ont été observées au microscope confocal Zeiss
(grossissement objectif x40, ouverture numérique 1,3) équipé avec une caméra digitale et
le logiciel LSM510 (Zeiss, France). Le marquage non spécifigue a été déterminé en

excluant les anticorps primaires pendant la procédure d’immuno-histo-chimie.

E. Statistiques

Les résultats sont exprimés comme la moyenne * erreur standard a la moyenne
(SEM) des valeurs brutes. Les différences liées au traitement (butyrate vs. sérum
physiologique), aux produits injectés (oligodéoxynucléotide alj, anticorps anti-NGF,
capsazepine, amiloride, PcTx1) ou au niveau anatomique considéré (MEp thoracique,
lombaire ou sacrée) ont été analysées avec une analyse de variance (ANOVA).

Les résultats des tests de DCR ont été analysés en utilisant une ANOVA a deux
voies (traitement x injection) suivie d'un test post hoc de Bonferroni pour comparer l'effet
de la distension entre le groupe de rats traités avec du butyrate et le groupe de rats traités
avec du sérum physiologique et I'effet des susbtances pharmacologiques injectées.

Les différences d’expression de la protéine Fos ont été analysées en utilisant une
ANOVA a deux voies (distension x niveau spinal) suivie d’'un test post-hoc de Bonferroni
pour comparer l'effet de la distension entre le groupe de rats traités avec du butyrate et le

groupe de rats traités avec du sérum physiologique en fonction du niveau médullaire
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considére.

Les résultats des mesures de pH ont été analysés en utilisant une ANOVA a une
voie (traitement) suivie d’un test post-hoc de Student-Neuman-Keuls.

Les résultats des analyses de biologie moléculaire (PCR, gPCR, WB) et d'immuno-
histologie (ASICla, ASIC1b) ont été analysés en utilisant une ANOVA a deux voies
(traitement x injection) suivie d’un test post-hoc de Student-Neuman-Keuls.

Un test post hoc de Kruskal-Wallis a été utilisé quand la distribution des valeurs ne
suivait pas une loi normale.

Les différences ont été considérées significatives lorsque la probabilité qu’elles
soient dues au hasard était inférieure a 5 chances sur 100 (p<0,05).
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CHAPITRE 4. RESULTATS

A. Mécanismes périphériques de I'HSC

A.l. Implication périphérique du NGF

De nombreux médiateurs sensibilisent les afférences nociceptives viscérales
(Knowles and Aziz, 2009). Le NGF joue un rbéle crucial dans les mécanismes
périphériques de I'hyper-sensibilité viscérale d’origine inflammatoire (Delafoy et al., 2003;
Guerios et al., 2006). L'expression de cette neurotrophine est augmentée dans les états
de douleur viscérale inflammatoire (Lamb et al., 2004; Guerios et al., 2006) et I'injection de
NGF exogene provoque une douleur viscérale (Delafoy et al., 2003). A linverse,
'administration systémique d’anticorps anti-NGF prévient le développement de la douleur
viscérale dans différents modeles animaux (Delafoy et al., 2006; Guerios et al., 2006;
Barreau et al., 2007). Dans la lignée de ces observations, I'hypothése d’'un réle du NGF
dans le développement de douleurs viscérales d’origine non inflammatoire (i.e. dans le

modele butyrate de SlI) a été testee.

A.l.1. Prévention de I'HSC par les anticorps anti-NGF

Pour déterminer si le NGF est impliqué dans I'hypersensibilité colique (HSC) induite
par le butyrate, des anticorps anti-NGF ont été administrés aux rats pendant les 4 jours
recouvrant le traitement au butyrate.

Des rats traités avec du butyrate (n=12) ou leurs contrbles traités avec du sérum
physiologique (n=12) ont recu une injection quotidienne (voie i.p.) d’anticorps anti-NGF ou
d’anticorps isotypiques contréles (1:2000, 2ml/kg, Sigma, France, n=6 par groupe). La
derniére injection, & J3, a été faite 5h avant le test de DCR.

Le butyrate a induit une diminution des seuils de douleur a la distension colo-rectale
(DCR; i.e. le butyrate a induit une HSC) chez les animaux ayant été injectés avec des
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anticorps isotypiques non spécifiques (IgG) (42x4mmHg versus 57x4mmHg pour les
animaux traités avec du butyrate et du sérum physiologique, respectivement ; p<0,05)
mais n’a eu aucun effet sur la sensibilité colique des rats ayant recu un traitement par des

anticorps anti-NGF (55+t6mmHg versus 56t5mmHg ; p<0,05) (Figure 10).

(44 o ~N [
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Seuil de douleur a la DCR (mmHg)
3 3

0
Butyrate - + - +
Anti-NGF - - + +

Figure 10. Le traitement sub-chronique avec des ant icorps anti-NGF diminue 'HSC dans le modéle
butyrate de SlI. Les instillations rectales d’'une solution de butyrate 200mM (6 instillations sur 4 jours)
induisent une HSC caractérisée par une diminution des seuils de douleur a la DCR en comparaison avec le
groupe traité avec du sérum physiologique. Les anticorps (anti-NGF ou isotypes non, spécifiques 1:2000,
2mL/kg, voie i.p., Sigma, France) ont été administrés de fagcon concomitante au butyrate, 1 fois par jour de
traitement. L’'HSC induite par le butyrate est complétement prévenue par les anticorps anti-NGF mais pas
par isotypes non spécifiques. Les données sont exprimées comme la moyenne + SEM, *p<0,05 butyrate
versus contréle, n=6 par groupe, one-way ANOVA suivie d’un test post hoc de Bonferroni.

A.1.2. Sur-expression du NGF dans 'HSC

A.l.2.a.Sur-expression des ARNm NGF (GRD)

Le niveau d’expression des ARNm du géne NGF a été étudié afin de déterminer si
I'HSC induite par le butyrate dépend d’une augmentation de I'expression du NGF.

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. La quantité
d’ARNm du NGF relative a celle des ARNm du gene de référence hypo-xanthine phospho-
ribosyl-transferase (HPRT) a été évaluée dans les GRD L1-L2-L6-S1 innervant le célon
descendant (Hicks et al., 2002) par PCR quantitative avec la méthodologie SYBR Green.
Les GRD ont été prélevés a J3 dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contrbles

traités avec du sérum physiologique (n=5 par groupe).
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L’expression des ARNm NGF est augmentée de 47% (p<0,01) dans les GRD L1-
L2-L6-S1 des rats traités avec du butyrate en comparaison avec les rats controles traités

avec du sérum physiologique (Figure 11).
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Figure 11. Le niveau d’expression des ARNm du gene  NGF est augmenté dans les GRD lombo-sacrés
apres induction de I'HSC par le butyrate. La PCR quantitative a été réalisée sur les GRD L1-L2-L6-S1
obtenus a la fin du traitement au butyrate (J3). Toutes les expérimentations ont été réalisées en triplicat. La
quantité d’ARNm du gene NGF est relative a celle du géne HPRT. La quantitt d’ARNm NGF est
significativement augmentée chez les rats traités avec du butyrate comparés avec les rats controles traités
avec du sérum physiologique (+47%). Les données sont représentées comme la moyenne + SEM. **p<0,01
rats butyrate versus contréle, n=4-5 par groupe, one-way ANOVA suivie d'un test post hoc de Student-
Neuman-Keuls.

A.1.2.b. Sur-expression de la protéine NGF (GRD - célon)

L’expression de la protéine NGF a également été examinée dans le modéle
butyrate. Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série experimentale.

Les GRD L1-L2-L6-S1 et le colon ont été prélevés a J3 dans les rats traités avec
du butyrate ou leurs contréles traités avec du sérum physiologique (n=5 par groupe).

L'expression du NGF a été quantifiée par immunohistochimie dans les GRD et
révele une augmentation de 64% chez les rats traités avec du butyrate (p<0,05, Figure
12A). Aucun changement dans l'expression du NGF muqueux n'a été relevé par
immunohistochimie (Figure 12B, gauche) ou par Western blot sur des extraits de
mugqueuse obtenus par grattage des parois coliques (Figure 12B, droite).
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Figure 12. L'expression de la protéine NGF est augm entée dans les ganglions rachidiens lombo-
sacrés (A) mais pas dans la muqueuse colique (B) ap  rés induction de 'HSC. Les échantillons de GRD
L1-S1 et de cdlon ont été obtenus a la fin du traitement au butyrate (J3). Les instillations rectales de butyrate
chez les rats induisent une augmentation de la surface immuno-réactive au NGF dans les GRD L1-L2-L6-S1
(A, échelle = 100pm) mais pas dans la muqueuse colique (B, diagramme de gauche, échelle = 1000um).
L'expression de la protéine NGF dans la muqueuse colique a été aussi évaluée par Western blotting (B,
diagramme de droite), ce qui confirme la présence de NGF dans la mugueuse mais ne révéle aucune
différence dans le niveau d'immuno-marquage du NGF (aprés normalisation par rapport a la protéine de
référence B-actine) entre les rats traités avec du butyrate et les rats contrdles traités avec du sérum
physiologique. Nég = témoin négatif. Les données sont représentées comme la moyenne + SEM. *p<0,05
butyrate versus contrdle, n=4-5 par groupe, one-way ANOVA suivie d’'un test post hoc de Student-Neuman-
Keuls.

A.ll. Implication périphérique des canaux ASIC

En périphérie, le NGF peut amorcer des changements neuro-plastiques
responsables de la sensibilisation des neurones nociceptifs. Le NGF augmente
'expression de protéines impliquées dans la nociception comme les neuro-peptides, les
récepteurs couplés au protéine G et leurs ligands ou les canaux ioniqgues dépendant du
voltage (Mendell et al., 1999; Pezet and McMahon, 2006). En particulier, le NGF régule
positivement I'expression du récepteur TRPV1 et des canaux ioniques ASIC (Mamet et al.,
2003; Zhang et al., 2005). Ces deux types de récepteurs membranaires sont bien
caractérisés au niveau du tractus gastro-intestinal ou ils assurent diverses fonctions
sensorielles dont la nociception (Jones et al., 2005; Page et al., 2007; Akbar et al., 2008)
grace a leur capacité a étre activés par les protons (H") (Caterina et al., 1997; Waldmann
et al., 1997a). Les protons sont en effet suspectés d’étre un facteur déclenchant de la
douleur et/ou de I'hypersensibilité par l'activation de courants cationiques dans les

nocicepteurs (Reeh and Kress, 2001).
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Par conséquent, I'hypothése que le NGF soit capable d’induire une sensibilisation
périphérique par des mécanismes non-inflammatoires impliquant la modulation du TRPV1

et/ou des ASIC a été testée.

A.ll.1. Prévention de I'HSC par le blocage des ASIC

Afin de déterminer si le TRPV1 et/ou les ASIC sont impliqués dans I'HSC induite
par le butyrate, I'effet sur les seuils de douleur a la DCR d’antagonistes TRPV1 et ASIC a
ete évalué dans le modele butyrate.

Deux nouveaux lots de rats ont été utilisés pour ces séries expérimentales. Des rats
traités avec du butyrate (n=10) ont recu une administration par voie intra-péritonéale de
véhicule (sérum physiologique/DMSO 1:1) ou de capsazepine (antagoniste des récepteurs
TRPV1, Sigma-Aldrich, France) a la dose de 2 ou 10 mg/kg, 20mn avant le test de DCR.
Des rats traités avec du butyrate (n=6-10) ont recu une administration par voie intra-
veineuse de véhicule (sérum physiologique a 100ul/100g) ou d’amiloride (bloqueur non-
spécifigue des canaux ASIC, Tocris, UK) a la dose de 1, 3 ou 6mM (soit 0,266 a
1,5969/100g), 10mn avant le test de DCR.

Chez les animaux traités avec du butyrate, l'injection d’amiloride (6mM, i.v.) a
completement prévenu l'expression de 'HSC (42+t2mmHg versus 65+6mmHg chez les
animaux injectés avec I'amiloride et avec le véhicule, respectivement ; p<0,05) (Figure
13A). En revanche, les seuils de douleur a la DCR chez les rats traités avec du butyrate
n'ont pas été modifiés significativement par des doses plus faibles d’amiloride (1mM et
3mM). Par ailleurs, la capsazepine (2 ou 10mg/kg, i.p.) n'a eu aucun effet sur les seuils de

douleur a la DCR chez les animaux traités avec du butyrate (Figure 13B).
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Figure 13. L’hypersensibilité colique induite par | e butyrate est diminuée par I'amiloride, antagonist e

des canaux ASIC (A), mais pas par la capsazépine, a ntagoniste du récepteur TRPV1 (B). L'effet de
'amiloride (1, 3 et 6mM, voie i.v.) (A) et de la capsazépine (2 et 10mg/kg, voie i.p.) (B) sur les seuils de
douleur a la DCR a été évalué chez les rats a la fin du traitement au butyrate (J3). L'amiloride (6mM) bloque
complétement le développement de I'HSC induite par le butyrate. En revanche, la capsazépine aux 2 doses
utilisées n'a eu aucun effet sur les seuils de douleur a la DCR. Les lignes pointillées représentent les seuils
de douleur en DCR des rats contréles traités avec du sérum physiologique. Les données sont représentées
comme la moyenne + SEM. *p<0,05 amiloride-6mM versus véhicule, n=6-10 par groupe, one-way ANOVA
suivie d’un test post hoc de Kruskal-Wallis.

A.11.2. Sur-expression des ASIC dans I'HSC

A.ll.2.a. Sur-expression des ARNm ASIC1 (GRD)

L’étude du niveau d’expression des ARNm des genes ASIC a été réalisée afin de
déterminer si I'HSC induite par le butyrate dépend d’une augmentation de I'expression des
canaux ASIC en périphérie.

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. Les GRD L1-
L2-L6-S1 ont été prélevés a J3 dans les rats traités avec du butyrate ou leurs controles
traités avec du sérum physiologique (n=4-5 par groupe). Le niveau d’expression des
ARNmM des différentes sous-unités de canaux ASIC (ASICla, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b et
ASIC3) a été déterminé par RT-PCR semi-quantitative.

Le niveau d’expression des ARNm ASICla est augmenté de 67% (p<0,001) et
celui des ARNm ASIC1b est augmenté de 49% (p<0,01) dans les GRD des rats traités
avec du butyrate en comparaison avec les rats traités avec du sérum physiologique. Le
traitement au butyrate n'a pas modifié les niveaux des ARNm ASIC2a, ASIC2b et ASIC3
(Figure 14).
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Figure 14. Le niveau d’expression des ARNm des sous  -unités ASICla et ASIC1b est augmenté dans
les GRD lombo-sacrés aprés l'induction de 'HSC par le butyrate. La RT-PCR semi-quantitative a été
réalisée sur les GRD L1-L2-L6-S1 prélevés a la fin du traitement au butyrate (J3). Toutes les expériences
ont été faites en triplicat. L'intensité des produits PCR ASIC a été normalisée par rapport a celle de 'ARN
ribosomal L32. Les ARNm des sous-unités ASICla et ASIC1b sont significativement augmentés chez les
rats traités avec du butyrate comparés aux rats contrbles traités avec du sérum physiologique. Les géenes
ASIC2a, 2b et 3 sont exprimés dans les GRD L1-L2-L6-S1 mais leur expression n’est pas modifiée par
l'induction de I'HSC. Les données sont exprimées comme la moyenne = SEM. **p<0,01, ***p<0,001 butyrate
versus contréle, n=4-5 par groupe, one-way ANOVA suivie d’'un test post hoc de Student-Neuman-Keuls.

A.11.2.b. Neurones sensoriels exprimant les ARNm ASIC

La mise en évidence histologique des ARNm ASIC a été entreprise par hybridation
in situ dans les GRD afin d’évaluer le type des neurones sensoriels (mécanocepteur ou
nocicepteur) exprimant les sous-unités ASIC1la et ASIC1b dans le modele butyrate.

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. Les GRD L1-L2-
L6-S1 ont été préleves a J3 dans les rats traités avec du butyrate ou leurs controles traités
avec du sérum physiologique (n=5 par groupe).

L'obtention d’'un marquage nucléaire aspécifique (visible aussi bien avec les sondes
d’hybridation sens qu’antisens ou mismatch) n'a pas permis cette analyse (Figure 15).
Aucune des mises au point tentées (modification des conditions de stringence,
modification des temps d’incubation, modification des concentrations de sonde,

changement des enzymes...) n’a été couronnée de succes.
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Figure 15. Marquage des ARNm ASIC1la par hybridation  in situ . Alors que le marquage ASICla attendu
doit révéler le soma de certains (et pas tous) neurones sensoriels (photographie de gauche ; fleche noire =
neurone marqué ; fleche blanche = neurone n’exprimant pas le gene ASICla; échelle = 50um), un
marquage nucléaire non spécifique a été obtenu aussi bien avec la sonde sens qu’avec une sonde
d’hybridation dégénérée constituant le contrble négatif (photographie centrale = ASICla ; photographie de
droite = mismatch ; échelle = 50um). La photographie de gauche est extraite de Voilley et al. J Neurosci.
2001 Oct 15;21(20):8026-33.

Cette expérience a pu étre réalisée par la suite au niveau protéique grace a
I'utilisation d’anticorps anti-ASIC1la et anti-ASIC1b.

A.ll.2.c. Sur-expression de la protéine ASIC1

Expression de la protéine ASICla dans le cblon

L’expression de la protéine ASICla a été analysée par immunohistochimie dans la
paroi colique.

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. Le cblon a été
prélevé a J3 dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec du sérum
physiologique (n=5 par groupe).

Aucune différence dans la fraction de surface immuno-réactive au canal ASICla n'a
été trouvée chez les animaux traités avec du butyrate ou du sérum physiologique (Figure
16). L'usage de I'anti-ASIC1b n’a pas été possible car, au moment de I'expérimentation, la
firme Interchim a arrété de le produire.
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Figure 16. Le canal ASICla est exprimé dans le cdlo n des rats présentant une HSC induite par le
butyrate. Les échantillons de c6lon ont été obtenus a la fin du traitement au butyrate (J3). L’expression de la
protéine ASIC1la évaluée par la fraction de surface marquée par immunohistochimie n’est pas modifiée chez
les rats traités avec du butyrate en comparaison avec les rats contrdles traités avec du sérum physiologique.
Nég = témoin négatif. Echelle = 2000um. Les données sont représentées comme la moyenne = SEM.

Sur-expression des canaux ASIC1 dans les neurones sensoriels

Pour tester si l'augmentation des niveaux d’expression des ARNm ASICla et
ASIC1b dans les GRD est associée a une augmentation de I'expression des protéines
correspondantes, l'expression des protéines ASICla et ASIClb a été analysée par
immuno-histo-chimie dans les GRD.

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. Les GRD ont été
prélevés a J3 dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec du
sérum physiologique (n=5 par groupe). Les GRD ont été prélevés a deux niveaux : aux
niveaux L1-L2-L6-S1 qui recoivent les afférences du célon descendant et aux niveaux T5-
T6-T7-T8 qui ne sont pas innervés par la partie inférieure du tractus gastro-intestinal
(Hicks et al., 2002).

Dans les GRD L1-L2-L6-S1, le nombre total de cellules immuno-réactives (IR) pour
ASICla est augmenté chez les rats traités avec du butyrate en comparaison avec les rats
contrdles (Figure 17B) tandis que le nombre de cellules ASIC1b-IR est augmenté mais
pas de facon significative (Figure 17D). En revanche, dans les GRD thoraciques, aucune
différence dans le nombre total de neurones ASICla- et ASIC1b-IR n’a été trouvée chez

les animaux traités avec du butyrate ou du sérum physiologique (Figure 17A et C).
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Figure 17. L’expression des protéines ASIC1 est aug mentée dans les GRD lombo-sacrés apres
l'induction de I'HSC par le butyrate.  Le nombre total de neurones immuno-réactifs (IR) pour les protéines
ASICla et ASIC1b a été compté dans les GRD L1-L2-L6-S1 (B-D) et dans les GRD contrbles T5-T8 (A-C),
prélevés a la fin du traitement au butyrate (J3). Dans les GRD L1-S1, le pourcentage de neurones ASICla-
IR est augmenté significativement chez les rats traités avec du butyrate comparés aux rats controles traités
avec du sérum physiologique. Cette augmentation correspond a une sur-expression de 26% de la protéine
ASICla. L'augmentation d’expression ASIClb observée n'est pas significative (p=0,08). Dans les GRD
thoraciques, aucune différence dans le pourcentage de neurones ASICla- et ASIC1b-IR n'est observée.
Pour chaque condition (butyrate versus saline, ASICla versus ASIC1b et L1-L.2-L6-S1 versus T5-T6-T7-T8),
au moins 450 cellules ont été comptées, n=4 rats par groupe, échelle = 100um. Les données représentent la
moyenne +SEM. *p<0.05, butyrate versus contréle, one-way ANOVA suivie d’'un test post hoc de Student-
Neuman-Keuls. Les témoins négatifs ont été réalisés en omettant I'anticorps primaire pendant la procédure
d'immuno-histochimie (E-F).
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La sur-expression des canaux ASICla est restreinte aux nocicepteurs

Pour déterminer si la sur-expression des protéines ASICla dans les GRD L1-L2-L6-
S1 est due a une augmentation globale de 'immunoréactivité ASICla dans tous les types
de fibres ou si cette augmentation est limitée aux fibres de petit diamétre (i.e. dans les
nocicepteurs), la surface transversale des corps cellulaires ASICla-IR a été mesurée.

La proportion de neurones de petit diamétre (surface transversale de 200 a
500um?2) exprimant la protéine ASICla est sélectivement augmentée de 25,7 a 37,9%
(p<0,05) chez les rats traités avec du butyrate. Par conséquent, 'augmentation de
limmunoréactivité ASICla ne résulte pas d'une redistribution de I'expression de la
protéine ASICla dans I'ensemble des fibres mais est restreinte aux neurones de petit
diamétre (Figure 18A). De la méme facon, la protéine ASIClb est sur-exprimée

spécifiguement par les nocicepteurs (Figure 18B).
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Figure 18. L'expression des protéines ASIC1 est aug mentée spécifiquement dans les nocicepteurs
apres l'induction de 'HSC par le butyrate. La distribution du nombre total de neurones immuno-réactifs
(IR) pour les protéines ASICla et ASIC1b en fonction de la surface transversale des corps cellulaires a été
établie dans les DRG L1-S1 prélevés a J3. Le pourcentage de neurones ASICla-IR est augmenté
significativement dans les neurones de petit diametre (surface transversale <500um2) chez les rats traités
avec du butyrate comparés aux rats contréles traités avec du sérum physiologique. La protéine ASIC1b est
elle aussi sur-exprimée spécifiquement par les neurones de petit diamétre (p=0,08). Pour chaque condition
(butyrate versus saline et ASICla versus ASIC1b), au moins 450 cellules ont été comptées, n=4 rats par
groupe. Les données représentent la moyenne +SEM. *p<0.05, butyrate versus contrble, one-way ANOVA
suivie d’un test post hoc de Student-Neuman-Keuls.
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A.11.3. Acidification colique induite par le butyrate

Afin de confirmer I'implication des canaux ASIC au niveau périphérique dans le
modele butyrate, l'effet du traitement au butyrate sur le pH du cblon a été testé en
mesurant les pH coliques intra-luminal et muqueux.

Deux nouveaux lots de rats ont été utilisés pour cette série expérimentale. Dans le
premier lot, les rats traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec du sérum
physiologique (n=10 par groupe) ont été anesthésiés a J3. Aprés laparotomie, une petite
incision a été faite dans le coélon descendant (a 7cm de la marge anale) et a permis la
mesure in vivo du pH. Dans le second lot, 2cm de c6lon distal (de 6 a 8 cm de la marge
anale) ont été prélevés a J3 dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contréles traités
avec du sérum physiologique (n=10 par groupe) afin de mesurer le pH in vitro.

Le traitement avec du butyrate induit une acidification colique qui se caractérise par
des diminutions significatives du pH intra-luminal (6,39+0,06 versus 6,78+0,14, p=0,019,
Figure 19A) et du pH muqueux (7,02 + 0,01 versus 7,18 + 0,01, t-test, p<0,001, Figure
19B) chez les animaux traités avec du butyrate comparés avec les contrfles traités avec

du sérum physiologique.
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Figure 19. Le pH colique est diminué aprés inductio  n de I'HSC par le butyrate. A la fin du traitement au
butyrate (J3), le pH luminal (A) a été mesuré in vivo sur animaux anesthésiés et le pH muqueux (B) a été
mesuré in vitro a partir de préléevements de célon homogéneéisés dans un tampon salin. Les pH de la lumiére
et de la muqueuse coliques sont diminués chez les rats traités avec du butyrate en comparaison avec les
rats contrbles traités avec du sérum physiologique. Les données sont exprimées comme la moyenne + SEM.
*p<0,05 butyrate versus contréle, n=10 par groupe, one-way ANOVA suivie d’'un test post hoc de Student-
Neuman-Keuls.
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A.lll. Modulation de I'expression de ASIC1 parle N GF

A.lll.1. Co-expression de ASICla, du NGF et de trkA

Afin de déterminer si I'expression du canal ASICla peut étre modulée par des voies
de transduction impliquant le NGF et/ou son récepteur trkA dans les neurones sensoriels,
la présence d’'agrégats entre ces protéines a été recherchée par imagerie confocale. Un
nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. Les GRD L1-L2-L6-S1 de
rats traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec du sérum physiologique (n=2
par groupe) ont été prélevés a J3.

La microscopie confocale a fluorescence a montré que les canaux ASICla sont
colocalisés avec le NGF et son récepteur trkA dans les neurones sensoriels et notamment

dans les neurones de petit-diametre exprimant le CGRP (Figure 20).

A.lll.2.Prévention de la sur-expression ASIC1 par les
anticorps anti-NGF

Afin de déterminer I'existence d’'un effet modulateur du NGF sur I'expression du
canal ASICla, I'étude du niveau d’expression des ARNm ASIC1la et de la protéine ASICla
a été réalisée dans les GRD L1-S1 de rats ayant recu une administration répétée
d’anticorps anti-NGF.

Trois nouveaux lots de rats ont été utilisés pour la PCR en temps réel, 'immuno-
histo-chimie et le Western blot. Les GRD L1-L2-L6-S1 ont été préleves a J3 dans les rats
traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec du sérum physiologique et injectés
chroniqguement avec des anticorps anti-NGF ou des anticorps isotypiques non spécifiques
(n=5 par groupe).
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Figure 20. Colocalisation du canal ASICla avec le NGF et sonr  écepteur trkA dans les nocicepteurs.
L'imagerie confocale des GRD L1-L2-L6-S1 des rats traités avec du butyrate (A, C) ou avec du sérum
physiologique (B, D) révele que ASICla (rouge) est colocalisé (merge) avec le NGF ou son récepteur trkA
(vert) dans les neurones sensoriels exprimant CGRP (blanc). Les carrés blancs dans la ligne du haut
indiquent les neurones observés a un grossissement supérieur dans les lignes inférieures. Les fleches
indiquent les cellules avec un triple marquage. Echelle = 50um (ligne du haut) et 25um (lignes inférieures).
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Effet des anticorps anti-NGF sur I'expression des ARNm ASICla

La quantitt d’ARNm du gene ASICla relative a celle des ARNm du geéne de
référence HPRT a été évaluée par PCR (SYBR Green) dans les GRD de rats injectés
avec des anticorps anti-NGF pendant la durée du traitement au butyrate. Le niveau
d’expression des ARNm ASICla ne varie pas chez les rats butyrate ayant recu des
anticorps non-spécifiques isotypiques (IgG) mais il est augmenté de fagon non significative
apres traitement avec les anticorps anti-NGF (Figure 21).
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Figure 21. Le traitement avec des anticorps anti-NG F augmente le niveau d’expression des ARNm
ASICla dans les GRD apreés l'induction de 'HSC.  La PCR quantitative a été réalisée sur les GRD L1-L2-
L6-S1 obtenus a la fin du traitement au butyrate (J3). Toutes les expérimentations ont été réalisées en
triplicat. La quantité dARNm du géne ASICla est relative a celle du géne HPRT. La quantité d’ARNm
ASIC1la est augmentée chez les rats traités avec du butyrate comparés avec les rats contrdles traités avec
du sérum physiologique (+36%, p=0,12). Les données sont représentées comme la moyenne + SEM, n=4-5
par groupe.

Le traitement anti-NGF prévient la sur-expression des protéines ASICla dans les

nocicepteurs
Afin de tester si la sur-expression des protéines ASICla est le résultat de
l'augmentation du NGF dans les neurones sensoriels, I'expression du canal ASICla a été
qguantifiée dans les GRD par immunohistochimie apres une adminstration répétée
d’anticorps anti-NGF chez des animaux traités avec du butyrate et du sérum
physiologique. Aucun changement dans I'immuno-réactivit¢ ASICla n’a été observé par
immunohistochimie apres traitement anti-NGF. Le groupe traité avec le butyrate aussi bien
gue le groupe contréle ont présenté le méme pourcentage de neurones ASICla-IR
(45,08+1,58% vs. 44,87+1,31%, p=0,92). Une analyse de la surface transversale des
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neurones ASICla-IR n’a révélé aucune modification de I'expression ASICla en fonction
du diamétre des fibres considérées (Figure 22A). De la méme facgon, la sur-expression de
la protéine ASIC1lb dans les nocicepteurs est prévenue par le traitement sub-chronique
avec des anticorps anti-NGF (Figure 22B).
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Figure 22. L'injection répétée d'anticorps anti-NGF prévient la sur-expression des protéines ASIC1
dans les GRD lombo-sacrés aprés induction de I'HSC. A la fin du traitement avec du butyrate ou du
sérum physiologique (J3), concomitant avec les injections d’anticorps anti-NGF, le nombre de neurones
immuno-réactifs (IR) pour les protéines ASICla et ASIC1b a été déterminé dans les GRD L1-L2-L6-S1 par
immuno-histochimie. Aucune différence dans le nombre total de neurones ASICla-IR ou ASIC1b-IR n'a été
observée chez les rats traités avec du butyrate en comparaison avec les contrfles traités avec du sérum
physiologique. Il n'y avait pas non plus de différence dans la distribution des neurones ASICla-IR ou
ASIC1b-IR en fonction de la taille du corps cellulaire. Pour chaque traitement (butyrate versus saline), au
moins 450 cellules ont été mesurées. Les données sont exprimées comme la moyenne + SEM, n=4 par
groupe. Echelle = 100um.

La quantification de I'expression de la protéine ASICla a aussi été réalisée par
Western blot et rapporte une augmentation de 35% de la quantité de protéine ASICla
(p<0,05) dans les GRD L1-L2-L6-S1 des rats traités avec du butyrate en comparaison

avec les rats traités avec du sérum physiologique. Le traitement anti-NGF a prévenu cette
surexpression (Figure 23).

183



Chapitre 4. Résultats - Modulation de I'expression de ASIC1 par le NGF

ASIC1A 75kDa—> — .

-actine 45kDa —»
B e cormm—" S ——

3,5-
[}
2 30/ * #
o
<225,
o § 2,0
G
g 1O
2 1,0
* 05-
0
Butyrate - — +
Anti-NGF - - + +

Figure 23. Les anticorps anti-NGF préviennent la su  r-expression de la protéine ASICla dans les GRD
lombo-sacrés apres l'induction de 'HSC.  Le Western blot a été réalisé sur les GRD L1-L2-L6-S1 prélevés
a J3. Les injections d'anti-NGF ou d’'lgG non spécifiques ont été réalisées concomitamment au traitement
avec du butyrate ou du sérum physiologique. Toutes les expérimentations ont été faites en triplicat. Chez les
rats ayant recus les anticorps non spécifiques, l'intensité de la protéine ASIC1la, normalisée avec la B-actine,
est augmentée significativement chez les rats traités avec du butyrate comparés aux contréles. Avec I'anti-
NGF, I'expression de ASICla n'est pas modifiée significativement. Les données sont représentées comme
la moyenne + SEM. *p<0,05 butyrate versus contr6le, #p<0,05 anti-NGF versus IgG, n=4-5 par groupe, one-
way ANOVA suivie d’un test post hoc de Student-Neuman-Keuls.
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L’effet anti-hyperalgique de I'administration systémique d’anticorps anti-NGF, qui
ne franchissent pas la barriere hémato-encéphalique, lors du test de DCR nous a permis
de montrer que le mécanisme de I'HSC induite par le butyrate dépend d'un effet
périphérique du NGF.

La baisse de pH colique luminal et muqueux associée au traitement avec le
butyrate pourrait étre la cause de la sensibilisation colique via l'activation de canaux
sensibles a l'acide. L'effet anti-hyperalgique de Il'administration systémique d'un
antagoniste des canaux ASIC (amiloride) mais pas des récepteurs TRPV1 (capsazepine)
lors du test de DCR nous a permis de montrer que le mécanisme de I'HSC induite par le
butyrate dépend des canaux sensibles aux protons de type ASIC.

L'absence de variation de I'expression du NGF et de ASICla dans le colon des
rats traités avec du butyrate suggére que les changements neuro-plastiques responsables
des phénomenes de sensibilisation périphérique ne s'effectuent pas au niveau des
terminaisons libres coliqgues, mais probablement plutét au niveau de la léere synapse
centrale entre les axones des neurones sensoriels et les neurones dorsaux de la MEp ou
I'amiloride pourrait inhiber la transmission du message nociceptif en bloquant les ASIC.

Ainsi, nous avons pu mettre en évidence par gRT-PCR et par IHC que
I'expression du NGF est augmentée dans les GRD recevant une innervation colique. Nous
avons également montré par PCR semi-quantitative et par IHC que I'expression de la
sous-unité ASICla est augmentée dans les GRD recevant une innervation colique.
L'étude de la proportion de neurones sensoriels exprimant le canal ASIC1a en fonction de
la taille des somas a permis de montrer que la sur-expression de la protéine ASICla est
restreinte aux neurones sensoriels de petit diamétre (nocicepteurs). La microscopie
confocale indique que le canal ASICla est colocalisé avec le NGF et son récepteur trkA
dans les neurones sensoriels, et notamment ceux exprimant le CGRP. Cette observation
indiqgue que [lactivation de voies de transduction du NGF est possible dans les
nocicepteurs exprimant ASICla. De plus, les analyses moléculaires ont montré que le
NGF module I'expression de ASICla puisque l'administration répétée d’anticorps anti-
NGF prévient la sur-expression de ASICla, quantifiée par gRT-PCR, par IHC et par WB,
dans les nocicepteurs des rats traités avec du butyrate.

L'existence d'une modulation positive de ASICla par le NGF dans I'élément pre-
synaptique (neurone sensoriel nociceptif) de la 1ere synapse centrale pourrait donc étre a
l'origine d'une stimulation excessive des neurones nociceptifs de la corne dorsale de la

MEp et constituerait donc une base moléculaire de 'HSC dans le modeéle butyrate.
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B. Mécanismes centraux de 'HSC

B.l. Hyper-activation de la MEp dans 'HSC

Les mécanismes spinaux impliqués dans 'HSC dans le Sll sont encore mal connus
(Azpiroz et al., 2007). Des mécanismes segmentaires locaux au sein de la MEp lombo-
sacrée (Verne et al., 2001) et un défaut dans les voies inhibitrices descendantes (Porreca
et al., 2002; Berman et al., 2008) ont été associés a 'HSC chez des patients atteints de
SllI et suggerent qu'une sensibilisation spinale est impliquée dans la physio-pathologie du
Sll.

Les modeles animaux d’'HSC ont fourni une voie alternative pour évaluer
directement la plasticité neuronale dans la MEp lors d’états douloureux. En particulier,
limmuno-marquage de la protéine Fos est utilisé communément en tant que reflet de
I'activation des neurones et de la plasticité dans la MEp chez des rats présentant une
inflammation coligue expérimentale et soumis a la DCR (Traub and Murphy, 2002; Birder
et al., 2003; Eijkelkamp et al., 2007). Ces études ont rapporté que les états inflammatoires
viscéraux se traduisent par une augmentation de l'activité des neurones spinaux dans la
MEp lombaire et lombo-sacrée. L’inflammation viscérale peut aussi s’accompagner d’un
recrutement des segments thoraciques de la MEp (Traub, 2000; Traub and Murphy,
2002). Cependant, ces resultats ne sont pas extrapolables a la physio-pathologie du Sll en
raison de ses caracteéristiques non inflammatoires. Par conséquent, la méthodologie Fos a
été utilisée dans le modéle butyrate de Sll qui a la particularité d’induire une HSC en
'absence d’inflammation (Bourdu et al., 2005) afin d’évaluer I'excitabilité de la MEp dans
un état d’HSC non inflammatoire.

Les rats ont subi une DCR nocive prolongée et I'expression de la protéine Fos a été
guantifiée par immuno-histo-chimie dans les segments spinaux thoraciques T8 a T13,
lombaires L1 a L6 et sacré S1, 2h aprés le début de la procédure de DCR, ce qui
correspond au moment ou I'expression de la protéine Fos est maximale (Kovacs, 2008).
Deux nouveaux lots de rats ont été utilisés pour étudier I'effet de la DCR nocive prolongée
sur I'expression de Fos. Le premier lot a été traité avec du butyrate (n=10) et le deuxieme

lot (n=10) a été traité avec du sérum physiologique comme contrdle. Les rats (n=5 par
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groupe) ont été distendus a 80mmHg (30s on, 90s off, 45 cycles). Les rats “sham” (n=5
par groupe) n‘ont pas été distendus mais ont été anesthésiés, équipés avec le ballonnet
de DCR et placés pendant 90mn dans les mémes conditions que les rats distendus afin de

constituer des contréles pour la procédure de DCR

B.1.1. Modification de I'expression basale de Fos

L’expression spinale de la protéine Fos chez les rats contrbles sham a été
considérée comme le reflet de l'activité basale de la moélle épiniére (Kovacs, 2008).
L’activité neuronale basale (densité de noyaux Fos immuno-réactifs Fos-IR chez les
animaux sham) est supérieure chez les rats traités avec du butyrate a celle des rats traités
avec du sérum physiologique dans les segments thoraciques T10 (+75%, p<0,01), T11
(+184%, p<0,001) et T12 (+78%, p<0,001). A linverse, la densité de noyaux Fos-IR est
plus faible dans les segments lombo-sacrés L6-S1 et, dans une moindre mesure, dans les
segments lombaires L1-L2 des rats sham traités avec du butyrate comparés aux rats
sham traités avec du sérum physiologique (L1= -27%, p=0,10 ; L2= -55%, p=0,06 ; L6=
-86%, p<0,001 ; S1=-60%, p=0,06) (Tableau III).

B.l.2. Recrutement de la MEp thoracique dans I'HSC

La DCR nocive répétée a induit une augmentation significative de la densité des
noyaux Fos-IR dans les segments spinaux T10-T11-T12, L1-L2 et L6-S1 des rats traités
avec du butyrate (Figure 24).

Les rats distendus traités avec du butyrate présentent une augmentation de
'expression de Fos dans les couches superficielles de la corne dorsale en T10 (+37%,
p<0,05), T11 (+66%, p<0,001), T12 (+46%, p<0,001), L1 (+29%, p<0,05), L2 (+202%,
p<0,01), L6 (+305%, p<0,01) et S1 (+128%, p<0,05) en comparaison avec les rats
butyrate sham (Tableau lII).
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Figure 24. La DCR douloureuse prolongée augmente la densité de protéines Fos-IR dans les
segments spinaux thoraciques, lombaires et lombo-sa crés des animaux ayant une HSC induite par le
butyrate. Le marquage Fos a été réalisé par immuno-histochimie a la fin du traitement avec du butyrate
(J3). La densité de neurones Fos-IR (nombre de noyaux/mm?) a été déterminée dans les couches
superficielles de la MEp dorsale 2h aprés le début de la procédure de DCR nocive prolongée. La densité de
noyaux Fos-IR est augmentée significativement dans les segments spinaux T10, T11, T12, L1, L2, L6 et S1
des animaux distendus en comparaison avec les animaux sham. Les données sont représentées comme la
moyenne + SEM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, DCR versus sham, n=3-5 par groupe, one-way ANOVA
suivie d'un test post hoc de Bonferroni.

Dans le but de déterminer quels sont, parmi les segments spinaux activés par la
DCR nocive répétée dans le modele butyrate, ceux qui sont également activés par la DCR
nocive répétée chez les animaux sains, I'expression de Fos dans les segments T10, T11,
T12, L1, L2, L6 et S1 a été étudiée dans le groupe contrdle traité avec le sérum
physiologique. En comparaison avec les animaux sham, les rats distendus traités avec le
sérum physiologique présentent une expression de Fos augmentée dans les segments L1
(+52%, p<0,01), L2 (+62%, p<0,05), L6 (+40%, p<0,05) et S1 (+85%, p<0,05). De facon
surprenante, aucun changement n’a été observé dans les segments spinaux T10 (+21%,
p=0,31), T11 (-11%, p=0,74) et T12 (+8%, p=0,64) ce qui suggere que lactivation
thoracique durant la DCR nocive répétée est spécifique de la condition butyrate (Tableau
).

La densité de neurones spécifiguement activés par la procédure de DCR nocive
répétée a été calculée en soustrayant la densité de noyaux Fos-IR chez les animaux sham
de la densité de noyaux Fos-IR chez les animaux distendus. L'immuno-réactivité Fos
evoquée par la DCR est similaire dans les segments spinaux lombo-sacrés L1-L2-L6-S1
des rats traités avec le butyrate et avec le sérum physiologique (cf. diagrammes de droite
sur la Figure 25). De facon contrastée, malgré une densité basale élevée de la protéine
Fos dans les segments spinaux thoraciques des animaux sham (Tableau Ill), la DCR
répétitive nocive a évoqué une augmentation franche de I'activation neuronale chez les

rats traités avec du butyrate (cf. diagrammes de droite sur la Figure 25).
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| A. Nombre moyen de noyaux Fos-IR comptés dans chaque segment spinal |

Controle Butyrate
Segment spinal Sham DCR Sham DCR
T10 26,1+3,8 25,1+1,8 54,617,3 74,4148
T11 19,4+1,6 16,710,9 63,7+4,7 105,1£12,3
T12 17,50,8 19,442,0 33,3114 58,415,6
L1 27,143,3 41,142,6 42,4427 66,417,4
L2 35,9447 50,9+7,2 28,215,9 92,419,6
L6 27,944,9 48,917 .4 4,4+1,8 15,75+£2,12
S1 19,3+4,1 41,646,6 8,610,4 18,6+3,9
| B. Densité moyenne de noyaux Fos-IR comptés dans chaque segment spinal |
Contréle Butyrate
Spinal segment Sham DCR Sham DCR
T10 631+83,4 768167,8 11054132, 2## 1514496,5*#
T11 3971324 353+19,6 1118+30,4##5 1861+£241,6™ %
T12 343+12,9 369146,1 611148, 54 8941438 ##
L1 478+79,6 726452, 2" #4 350+15,2 452+39,7*
L2 433+80,9 699+53,8 ## 197+57,5 595+102,9**
L6 46333, 244 6491684 ## 65+27,2 265+48,0*
S1 336+26,3 622+107,9*## 13518,2 307+42,1*
Tableau Ill. Densité de noyaux immuno-réactifs pour Fos dans les couches superficielles de la MEp

apres DCR douloureuse prolongée. Le marquage Fos a été réalisé par immuno-histochimie a la fin du
traitement avec du butyrate ou du sérum physiologique (J3). La table A présente le nombre de noyaux Fos-
IR comptés dans chaque condition. Afin d'homogénéiser les comptages et de faciliter la comparaison de
I'expression de Fos entre les segments spinaux, qui ont des tailles différentes, nous avons décidé d'exprimer
les données en densité de noyaux Fos-IR (nombre de noyaux Fos-IR/mmz?) dans la table B. La densité de
neurones Fos-IR a été déterminée dans les couches superficielles de la MEp dorsale 2h apres le début de la
procédure de DCR nocive prolongée. * définit une différence statistiquement significative entre le groupe
sham et le groupe distendu pour chaque segment spinal (thoracique T, lombaire L ou sacré S). # définit une
différence statistiquement significative entre le groupe traité avec du butyrate et le groupe contrdle traité
avec du sérum physiologique dans les segments spinaux T, L ou S. Les données sont exprimées comme la
moyenne + SEM. #*p<0,05, ##**p<0,01, ###***p<0,001, n=6-20 coupes par segment spinal, n=3-5 animaux
par groupe, two-way ANOVA suivie d’un test post hoc de Bonferroni.

Des cellules marquées ont aussi été observées autour du canal central (lamina X)
et dans les laminae V-VII qui recoivent des fibres afférentes viscérales. Conformément a
la procédure de DCR et a I'introduction mécanique du ballon de distension, qui provoque
la distension et I'étirement des muscles abdominaux, des motoneurones Fos-IR ont été
observés dans la corne ventrale.

Un nombre relativement élevé de noyaux Fos-IR a été trouvé chez les animaux
sham. Cette observation rend probablement compte de la longue durée d'enfermement
(90mn) de ces rats dans la cage d'expérimentation pendant la procédure de DCR qui est
une cause de stress aigu. Le stress est un facteur majeur pouvant induire I'expression de
Fos dans le cerveau et la MEp (Kovacs, 1998). Ce résultat confirme donc la nécessité d'un
groupe contréle pour la procédure de DCR afin de prendre en considération les biais
résultant de l'induction de I'expression de Fos par le stress.
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Figure 25. La DCR nocive répétée évoque spécifiguem ent I'expression de la protéine Fos dans la
MEp thoracique des rats ayant une HSC induite par | e butyrate. A J3, I'expression de la protéine Fos a
été quantifiée dans les couches superficielles (laminae I-1) des MEp thoracique (A), lombaire (B) et lombo-
sacrée (C), 2h aprées le début de la procédure de DCR nocive prolongée. Les photographies des sections
coronales montrent la distribution des noyaux Fos-IR chez les rats distendus et sham traités avec du
butyrate ou du sérum physiologique. Les diagrammes de droite représentent la densité de neurones dans
lesquels I'expression Fos est spécifiqguement évoquée par la DCR nocive répétée. La densité (D) de
neurones Fos-IR évoquée par la DCR a été calculée comme suit : D = (densité de noyaux Fos-IR chez les
rats distendus) — (densité de noyaux Fos-IR chez les rats sham). La densité de noyaux Fos-IR (nombre de
noyaux/mm2) est augmentée par la DCR nocive répétée dans les segments spinaux L1, L2, L6 et S1 aussi
bien des rats traités avec du butyrate (barres noires) que des rats contrbles traités avec du sérum
physiologique (barres grises). En revanche, 'augmentation de la densité de Fos dans les segments T10,
T11 et T12 est spécifique des rats traités avec du butyrate. Echelle = 600um.

B.Il. Implication centrale des ASIC

Les résultats concernant les mécanismes périphériques de I'HSC induite par le
butyrate ont permis de mettre en évidence l'implication des canaux ASIC dans la
nociception viscérale, en accord avec les nombreuses études montrant le role des canaux
ASIC, et en particulier ASIC3, dans la perception, la mécano-perception et la nociception
viscérales (Page et al., 2004; Jones et al., 2005; Page et al., 2005; Page et al., 2007;
Wultsch et al., 2007). En revanche, aucune équipe n’a étudié le réle des ASIC dans la
transmission spinale du message douloureux viscéral. Les isoformes ASIC sont exprimées

dans la corne dorsale de la MEp ou ils contribuent aux courants élicités par la douleur (Wu
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et al., 2004; Baron et al., 2008). De plus, le canal ASICla est sur-exprimé dans les
neurones de la corne dorsale dans un modéle de douleur inflammatoire articulaire chez le
rat (Duan et al., 2007).

L’hypothése que les canaux ASIC de la MEp contribuent a la plasticité spinale dans

le modéle de Sl induit par le butyrate a donc été testée.

B.1l.1. Prévention de 'HSC par I'antagoniste PcTx1

Afin de déterminer si le canal ASICla contribue a la transmission du message
nociceptif viscéral dans la moélle épiniere des rats avec une HSC, les rats traités avec du
butyrate ont été injectés avec de la PcTx1, un bloqueur sélectif des ASIC1a par voie intra-
thécale et soumis a une DCR continue de 0 a 80mmHg.

Un nouveau lot de rats a été utilisé pour cette série expérimentale. Des rats traités
avec du butyrate (n=8 par groupe) ont recu une administration de véhicule (sérum
physiologique) ou de PcTx1 (antagoniste des canaux ASICla, a la dose de 40 ou
80ug/rat, don du Pr. Michel Lazdunski) par voie intra-thécale dans le renflement lombaire
de la MEp 15mn avant le test de DCR.

L’injection de PcTx1 a significativement augmentée les seuils de douleur a la DCR
d’'une pression de 45+3mmHg (véhicule) a 60+t6mmHg (dose de 40ug/kg, p<0.05) et
63+3mmHg (dose de 80ug/kg, p<0.001) chez les rats traités avec du butyrate (Figure 26).

PcTx1

80 - * *kKk

Seuil de douleur a la DCR
m
H
o

Véhicule 40 pg 80 ug

Figure 26. L'injection centrale de PcTx1 diminue I'  hypersensibilité colique dans le modéle butyrate

de SII. A la fin du traitement (J3), I'effet de la PcTx1 (antagoniste ASIC1a, 40 and 80 ug/rat, voie i.t.) sur les
seuils de douleur a la DCR a été évalué. Les instillations rectales de butyrate induisent une HSC chez les
rats (véhicule) par rapport aux rats controles traités avec du sérum physiologique (ligne pointillée).
L'administration centrale de PcTx1 prévient complétement I'HSC induite par le butyrate dés la dose de 40ug.
Les données sont exprimées comme la moyenne = SEM. *p<0,05, ***p<0,001 butyrate versus contrdle, n=8
par groupe, one-way ANOVA suivie d’un test post hoc de Bonferroni.
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B.1l.2. Co-expression de ASICla et de Fos

En raison de la nature peptidique de la toxine de mygale PcTx1, I'injection a été
faite par voie intra-thécale dans la MEp lombaire. Nous avons donc voulu déterminer si
I'effet de la PcTx1 pouvait étre en partie du a l'inhibition de canaux ASICla sur-exprimés
dans la moélle épiniére lombaire de rats présentant une HSC induite par le butyrate.

La quantit¢ d’ARNm du gene ASICla relative a celle des ARNm du géne de
référence HPRT a été évaluée par PCR quantitative (SYBR Green) dans le renflement
lombaire de la moélle épiniére. Les renflements lombaires de la MEp ont été prélevés sur
le lot ayant servi a obtenir les GRD lombo-sacrés pour la PCR (cf. paragraphe A.l.2.a)
dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contrbles traités avec du sérum
physiologique (J3, n=4-5 par groupe). Le niveau d’expression des ARNm ASICla a
ensuite été déterminé par PCR gquantitative. Le niveau d’expression des ARNm ASICla
est augmenté de 61% (p<0,05) chez les rats butyrate en comparaison avec les rats
controles traités avec du sérum physiologique (Figure 27A). L'expression de la protéine
ASICla a été quantifiee par Western blot. Les renflements lombaires de la MEp ont été
prélevés sur le lot ayant servi a obtenir les GRD lombo-sacrés pour le Western blot (cf.
paragraphe A.ll.2.c) dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contréles traités avec
du sérum physiologique (J3, n=4-5 par groupe). L’expression de ASICla est augmentée
de facon non significative (+37%, p=0,27) dans la MEp des rats traités avec du butyrate en

comparaison des rats controles (Figure 27B).
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Figure 27. Co-expression du canal ASICla etde la p rotéine Fos dans la MEp des rats présentant une
HSC induite par le butyrate. La PCR quantitative et le Western blot ont été réalisés sur les échantillons de
renflement lombaire de MEp dorsale obtenus a la fin du traitement au butyrate (J3). Toutes les
expérimentations ont été réalisées en triplicat. Les données sont représentées comme la moyenne + SEM.
*p<0,05 butyrate versus contréle, n=4-5 par groupe, one-way ANOVA suivie d’'un test post hoc de Student-
Neuman-Keuls. (A) Le niveau d’expression des ARNm du gene ASICla est significativement augmenté de
61% dans les GRD lombo-sacrés chez les rats traités avec du butyrate comparés avec les rats contréles. La
guantité d’ARNm du gene ASICla est relative a celle du géne HPRT. (B) L'expression de la protéine
ASICla est augmentée dans la MEp dorsale des rats butyrate comparés aux contrbles. L’intensité de la
protéine ASICla a été normalisée par rapport a celle de la protéine B-actine. (C) Les protéines Fos et
ASIC1la sont co-localisées dans les neurones des couches superficielles de la corne dorsale de la MEp. Les
photographies en fluorescence montrent la superposition (overlay, jaune) des marquages des protéines Fos
et ASICla dans la MEp thoracique (a) et lombaire (b) de rats traités avec du butyrate et soumis a la DCR
nocive prolongée. La superposition (overlay, jaune) entre Fos (vert) et ASICla (rouge) est représentée en
(c). Les fleches blanches indiquent les neurones avec un double-marquage. Le carré blanc dans lI'image (b)
indique les neurones observés a un plus fort grossissement dans les images (c). Echelle = 100um.

193



Chapitre 4. Résultats - Autres molécules potentiellement impliquées au niveau central

Ces résultats indiquent que le canal ASICla spinal est bien associé a I'HSC induite
par le butyrate. De plus, la double immuno-fluorescence réalisée sur les MEp des rats
distendus (cf. paragraphe B.l) a permis de montrer que, apres DCR nocive répétée, tous
les neurones activés et exprimant la protéine Fos dans les couches superficielles de la
moélle épiniére expriment également le canal ASICla. Les protéines Fos et ASICla sont
colocalisées dans les moélle épiniéere thoracigue et lombaire des rats traités avec du
butyrate (Figure 27C) et des rats traités avec du sérum physiologique (données non

présentées).

B.Ill. Autres molécules potentiellement impliquées au niveau
central

B.1Il.1. Autres isoformes ASIC

Pour déterminer si les autres sous-unités ASIC que ASICla pourraient aussi
participer a I'HSC dans le modéle butyrate, le niveau d’expression des ARNm des genes
ASICla, ASIC1b, ASIC2a, ASIC2b et ASIC3 a été évalué dans le modele butyrate par RT-
PCR semi-quantitative dans la MEp dorsale. Les renflements lombaires de la MEp ont été
prélevés sur le lot ayant servi a obtenir les GRD lombo-sacrés pour la PCR (cf.
paragraphe A.ll.2.a) dans les rats traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec
du sérum physiologique (J3, n=4-5 par groupe). Le niveau d’expression des ARNmM
ASICla, ASIC2a et ASIC2b est augmenté chez les rats traités avec du butyrate (ASIC1la:
+40%, p<0,01; ASIC2a: +45%, p<0,05 et ASIC2b: +33%, p<0,05) comparés aux controles.
Les ARNm ASIC1b et ASIC3 n'ont pas été détectés (Figure 28).
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Figure 28. Le niveau d’expression des ARNm des géne s ASICla, ASIC2a et ASIC2b est augmenté
dans la MEp lombaire aprés l'induction de I'HSC par le butyrate. La RT-PCR semi-quantitative a été
réalisée sur la partie dorsale du renflement lombaire de la MEp, prélevée a la fin du traitement au butyrate
(J3). Toutes les expériences ont été faites en triplicat. L'intensité des produits PCR ASIC a été normalisée
par rapport a celle de I'ARN ribosomal L32. Les ARNm des sous-unités ASICla, ASIC2a et ASIC2b sont
significativement augmentés chez les rats traités avec du butyrate comparés aux rats controles traités avec
du sérum physiologique. Les ARNm ASIC1b et ASIC3 n'ont pas été détectés. Les données sont exprimées
comme la moyenne + SEM. *p<0,05, **p<0,001 butyrate versus contréle, n=4-5 par groupe, one-way
ANOVA suivie d’'un test post hoc de Student-Neuman-Keuls. nd = non détecté.

B.111.2. Implication centrale du NGF

B.lll.2.a. Expression du gene NGF dans la MEp

La quantitt d’ARNm du NGF relative a celle des ARNm du gene de référence
HPRT a été évaluée par PCR quantitative (SYBR Green) dans le renflement lombaire de
la moélle épiniere. Les renflements lombaires de la MEp ont été prélevés sur le lot ayant
servi a obtenir les GRD lombo-sacrés pour la PCR (cf. paragraphe A.l.2.a) dans les rats
traités avec du butyrate ou leurs contrdles traités avec du sérum physiologique (J3, n=4-5
par groupe). Une forte variabilité mais aucune différence n’est observée dans les différents

groupes d’animaux traités avec du butyrate ou du sérum physiologique (Figure 29).

B.111.2.b. Modulation de I'expression de ASIC1 par le NGF

Le traitement anti-NGF prévient la sur-expression des ARNm ASIC1la dans la MEp

La quantitt dARNmM du gene ASICla relative a celle des ARNm du gene de
référence HPRT a été évaluée par PCR quantitative dans le renflement lombaire de la
moélle épiniere de rats injectés avec des anticorps anti-NGF pendant la durée du
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traitement au butyrate Les renflements lombaires de la MEp ont été prélevés sur le lot
ayant servi a obtenir les GRD lombo-sacrés pour la PCR (cf. paragraphe A.lll.2) dans les
rats traités avec du butyrate ou leurs contrfles traités avec du sérum physiologique (J3,
n=4-5 par groupe).. L’augmentation du niveau d’expression des ARNm ASIC1la (cf. Figure
27) chez les rats butyrate par rapport aux rats contrdles est prévenue par l'injection
répétée d’'anticorps anti-NGF (Figure 30).
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Figure 29. Le niveau d’expression des ARNm du géne NGF est inchangé dans la MEp lombaire apres
l'induction de I'HSC par le butyrate. La PCR quantitative a été réalisée sur sur la partie dorsale du
renflement lombaire de la MEp, prélevée a la fin du traitement au butyrate (J3). Toutes les expérimentations
ont été réalisées en triplicat. La quantité d’ARNm du géne NGF est relative a celle du géne HPRT. La
qguantité d’ARNm NGF spinale ne varie pas entre les rats traités avec du butyrate et les rats contrbles traités
avec du sérum physiologique. Les données sont représentées comme la moyenne + SEM. n=4-5 par
groupe.
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Figure 30. Le traitement répété par des anticorps a nti-NGF prévient I'augmentation du niveau
d’expression des ARNm du géne ASICla dans la MEp ap rés induction de I'HSC par le butyrate. La
PCR quantitative a été réalisée sur le renflement lombaire de la MEp obtenu a la fin du traitement au
butyrate (J3). Les injections d’anti-NGF ou d’'IgG non spécifiques ont été réalisées concomitamment au
traitement avec du butyrate ou du sérum physiologique. Dans le groupe traité avec des anticorps anti-NGF,
le niveau d’expression des ARNm du gene ASICla ne differe pas entre les rats traités avec du butyrate et
les rats contrdles traités avec du sérum physiologique. Toutes les expérimentations ont été réalisées en
triplicat. Les données sont représentées comme la moyenne + SEM. *p<0,05 butyrate versus contréle, n=4-5
par groupe, one-way ANOVA suivie d’un test post hoc de Student-Neuman-Keuls.
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Le traitement anti-NGF prévient la sur-expression de la protéine ASICla dans la MEp

La quantification de I'expression de la protéine ASICla a été réalisée par Western
blotting dans le renflement lombaire de la moélle épiniere de rats injectés avec des
anticorps anti-NGF pendant la durée du traitement au butyrate. Les renflements lombaires
de la MEp ont été prélevés sur le lot ayant servi a obtenir les GRD lombo-sacrés pour le
Western blot (cf. paragraphe A.ll.2.c) dans les rats traités avec du butyrate ou leurs
contrbles traités avec du sérum physiologique (J3, n=4-5 par groupe). L’injection répétée
d’anticorps anti-NGF prévient la légére augmentation de la quantité de protéine ASICla
rapportée dans la moélle lombaire des rats traités avec du butyrate (cf. Figure 27) en

comparaison avec les rats traités avec du sérum physiologique (Figure 31).
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Figure 31. Le traitement répété par des anticorps a  nti-NGF prévient 'augmentation de I'expression

de la protéine ASICla dans la MEp aprés induction d e I'HSC par le butyrate. Le Western blot a été
réalisé sur le renflement lombaire de la MEp obtenu a la fin du traitement au butyrate (J3). Les injections
d’anti-NGF ou d’'lgG non spécifiques ont été réalisées concomitamment au traitement avec du butyrate ou
du sérum physiologique. Dans le groupe traité avec des anticorps anti-NGF, I'expression de la protéine
ASICla ne differe pas entre les rats traités avec du butyrate et les rats contrbles traités avec du sérum
physiologique. Toutes les expérimentations ont été réalisées en ftriplicat. Les données sont représentées
comme la moyenne + SEM. n=4-5 par groupe.

B.111.3. Implication des canaux CaV3.2 et NALCN

Les canaux Cav3.2 sont impliqués dans 'HSC induite par le butyrate
Outre les canaux ASIC, de nombreuses conductances ioniques contribuent aux
décharges neuronales. Parmi celles-ci, les canaux calciques dépendant du voltage ont la

particularité de former les potentiels d’action mais aussi d’influencer fortement I'excitabilité
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neuronale. En particulier, les canaux CaV3.2 de type T sont activés par de faibles
dépolarisations (low voltage-activated channels, LVA) et contrélent ['excitabilité
(Huguenard, 1996; Chemin et al.,, 2002; Perez-Reyes, 2003). Avec lidentification des
genes CaV3, I'élimination génétique des isoformes des canaux de type T est possible a la
fois par Il'utilisation d’oligonucléotides anti-sens (Bourinet et al., 2005; Messinger et al.,
2009) et par la création de souris déficientes pour les genes codant les isoformes CaV3.1
et CaVv3.2 (Chen et al.,, 2003; Choi et al.,, 2007; Na et al., 2008). L'utilisation de
modulateurs des canaux de type T (Todorovic et al., 2001; Todorovic et al., 2004; Nelson
et al., 2005; Nelson et al., 2007) a permis de montrer que le canal CaV3.2 de type T joue
un role pro-nociceptif majeur in vivo. Ce rble a été confirmé dans les douleurs somatiques
par l'utilisation d’antisens CaV3.2 (Bourinet et al., 2005). Les canaux CaV3.2 constituent
ainsi une bonne cible moléculaire dans le systeme nerveux pour le développement de
composés analgésiques innovants (Bourinet and Zamponi, 2005; Shin et al., 2008;
Zamponi et al., 2009). Par contre, le r6le des canaux de type T est longtemps resté
inexploré dans la douleur viscérale. Dans le cadre d'une collaboration avec I'équipe
d’Emmanuel Bourinet (Institut de Génomique Fonctionnelle, CNRS UMR5203, Montpellier,
France), les canaux T de type CaV3.2 ont été impliqués dans 'HSC induite par le butyrate.
Les canaux CaV3 sont exprimés dans les neurones coliques des rats traités avec du
butyrate et participent a 'HSC puisque l'usage d’antagonistes (ethosuximide, mibéfadril)
ainsi que d'oligonucléotides antisens des ARNm CaV3.2 réverse cette HSC. De plus, in
vitro, le butyrate augmente la densité des courants CaV et la frequence de décharges des
neurones sensoriels en culture. Il favorise également I'insertion de CaV3.2 a la membrane

des neurones des GRD (Figure 32, adaptée de Marger et al., soumis).
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Figure 32. Implication du canal CaVv3.2 dans 'HSC i nduite par le butyrate. L’évaluation de la sensibilité
colique par DCR, I'immunofluorescence et les mesures électrophysiologiques sur culture de GRD ont été
réalisées a la fin du traitement au butyrate (J3). Les données sont présentées comme la moyenne + SEM. (A
et B) Les inhibiteurs de canaux calciques, le mibéfadril et I'éthosuximide, préviennent I'HSC induite par le
butyrate. L'antisens CaV3.2 prévient 'HSC chez les rats traités avec du butyrate. *p<0,05 véhicule versus
drogue, ***p<0,001 butyrate versus contréle, n=6-8 par groupe, one-way ANOVA suivie d'un test post hoc de
Bonferroni. (C) Le canal CaV3.2 est exprimé dans les afférences coliques identifiées par marquage
rétrograde avec le Dil. (D) Les courants calciques a bas seuil (de type CaV3) sont augmentés dans les
neurones coliques (Dil + neurones des GRD) des rats traités avec du butyrate. *p<0,05 butyrate versus
contr6le, n=8 par groupe, n=32-36 neurones enregistrés, one-way ANOVA suivie d'un test post hoc de
Student-Neuman-Keuls.

Prévention de 'HSC par I'administration d’oligonucléotides antisens de TARNm NALCN
Par ailleurs, la description d'une protéine (NALCN, sodium leak channel, non
selective) qui présente une forte homologie avec les sous-unités a et al formant le pore
des canaux calciques VGCC (Snutch and Monteil, 2007) et qui est impliguée dans
I'excitabilité neuronale via un couplage avec les récepteurs M3 (Swayne et al., 2009) et

NK (Lu et al., 2009) a ensuite conduit I'équipe d’Emmanuel Bourinet a s’intéresser a son
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réle dans la douleur viscérale.

Le role du canal sodique NALCN dans la transmission nociceptive viscérale
meédullaire a donc été exploré dans le modéle butyrate en analysant I'effet sur les seuils de
sensibilité colique de I'administration intra-thécale d’oligonucléotides antisens de NALCN.
La protéine NALCN, identifiée initialement comme une nouvelle sous-unité CaV3.2, a ainsi
été présentée dans nos expérimentations sous le nom de a-1-j. Un nouveau lot de rats a
eté utilisé pour cette série expérimentale. Les seuils de douleur a la DCR ont été évalués
apres des administrations intra-thécales répétées d’oligonucléotides antisens de 'ARNmM
NALCN. Chez les animaux traités avec du butyrate, I'injection d’'antisens a complétement
prévenu le développement de 'HSC (54+5mmHg versus 37+4mmHg chez les animaux
injectés avec I'antisens et avec le mismatch, respectivement ; p<0,05). En revanche, les
seuils de douleur a la DCR chez les rats traités avec du sérum physiologique ne varient
pas aprés les injections (61+4mmHg versus 58t2mmHg chez les animaux injectés avec

I'antisens et avec le mismatch, respectivement) (Figure 33).
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Figure 33. La neutralisation centrale des ARNm du g éne NALCN (alj) diminue I'hypersensibilité
colique dans le modéle butyrate de Sll. A la fin du traitement (J3), I'effet des antisens (AS) des ARNm de
du canal NALCN (alj) (12,5ug/rat, voie i.t.) sur les seuils de douleur a la DCR a été évalué. Les injections
d’AS alj ou d’oligonucléotide dégénéré (mismatch) ont été réalisées concomitamment au traitement avec du
butyrate ou du sérum physiologique. L’'injection du (mismatch) n'a pas d’effet puisque le rble sensibilisant du
butyrate est bien retrouvé par rapport aux rats contréles. En revanche, I'administration centrale d’AS alj
prévient 'HSC induite par le butyrate. Les données sont exprimées comme la moyenne + SEM. *p<0,05
butyrate versus contrdle, n=8 par groupe, one-way ANOVA suivie d'un test post hoc de Bonferroni.
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L'étude de I'expression spinale de la protéine Fos chez des rats soumis a une
DCR nocive répétée a montré que les rats traités avec du butyrate présentent une
sensibilisation centrale. L’'HSC induite par le butyrate s’accompagne du recrutement des
segments thoraciques T10-T11-T12 de la MEp dans lesquels nous avons observé une
hyper-activité basale et une hyper-réactivité neuronale en réponse a la distension.

L'effet anti-hyperalgique de I'administration intra-thécale d’'un antagoniste des
canaux ASICla (PcTx1) lors du test de DCR suggére que I'HSC induite par le butyrate
dépend des canaux ASICla spinaux. Ces résultats indiquent que les canaux ASICla
participent aux mécanismes centraux de 'HSC dans le modele butyrate.

Ainsi, nous avons montré par RT-PCR et Western blot que I'expression du canal
ASICla est augmentée dans la MEp. De plus, il est exprimé dans les neurones spinaux
activés par la DCR ou il est colocalisé avec Fos. ASICla pourrait donc participer a la
transmission du message nociceptif viscéral dans la corne dorsale de la MEp. La
sensibilisation centrale des synapses spinales pourrait impliquer d'autres canaux, en
particulier les autres sous-unités ASIC, les canaux CaV3 et le canal NALCN. En effet,
nous avons montré que les ARNm des géenes ASICla, 2a et 2b sont sur-exprimés dans la
MEp des rats traités avec du butyrate. Par ailleurs, I'administration intra-thécale répétée
d’oligonucléotides antisens bloquant la traduction des ARNm des sous-unités des canaux
de type CaV3 (alg, alh et alh, expérimentations réalisées par I'équipe d'Emmanuel
Bourinet, Marger et al. soumis) a un effet anti-hyperalgique sur I'HSC induite par le
butyrate dans le test de DCR. De méme, nous avons montré que le blocage de la
traduction des ARNm codant le canal sodiqgue NALCN prévient 'HSC. Ces résultats
suggerent que les canaux ASIC, CaV et NALCN pourraient amplifier la transmission du
message douloureux viscéral. Tout comme a la périphérie, cette sur-expression pourrait
étre sous dépendance du NGF, probablement par un réle au niveau de I'élément pré-
synaptique de la synapse spinale. En effet, nos résultats montrent que le NGF est bien
exprimé dans la MEp et que l'administration systémique répétée d’anticorps anti-NGF
prévient la sur-expression des ARNm et de la protéine ASICla dans la MEp des rats
traités avec du butyrate.
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CHAPITRE 5. DISCUSSION

Le travail rapporté dans ce mémoire de these montre que le développement d'une
HSC suite a des lavements coliques de butyrate dépend de mécanismes impliquant le
NGF et les canaux ASIC. Au niveau périphérique, nous avons observé une sur-expression
du NGF et des canaux ASIC dans les GRD des animaux présentant une HSC. Le NGF est
nécessaire a la sur-expression des ASIC dans les nocicepteurs. Au niveau central, nous
avons montré qu'il existe une hyper-activité de la MEp et que cette sensibilisation spinale
implique probablement le NGF et les canaux ASIC. Ces changements moléculaires
traduisent I'existence d'une sensibilisation périphérique et centrale dans I'HSC induite par
le butyrate. Ces phénomeénes neuroplastiques impliquent le NGF qui, par sa capacité a
moduler l'expression des canaux ASIC (et probablement d'autres canaux et récepteurs),
pourrait initier la mise en place d'une facilitation synaptique dans la MEp et amplifier ainsi
la transmission du message douloureux viscéral.

Apres nous étre interrogés sur la nature des mécanismes initiateurs de I'HSC dans
le modéle butyrate, nous discuterons le réle du NGF et des canaux ASIC dans les
phénomeénes de sensibilisation périphérique et centrale avant d’'envisager des
perspectives de recherche pour tester les hypothéses nées de nos résultats et pour

continuer I'exploration des mécanismes de I'HSC.

A. Mécanismes initiateurs de I'HSC

A.l. Origine et role du butyrate dans 'HSC

Butyrate et homéostasie de la microflore colique
Le modeéle butyrate est un modele mimant les symptdémes douloureux du Sll et ses
caractéristigues anatomo-pathologiques puisque les instillations répétées de butyrate ne

sont associées a aucune déstructuration des parois coliques ni a aucune infiltration de
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cellules immunitaires. C'est un modele animal de Sl peu invasif qui présente la
particularité d'étre un modele nutritionnel puisque le butyrate est un métabolite issu de la
fermentation des fibres alimentaires par les bactéries commensales. Les symptomes
rencontrés dans le Sl ont souvent été attribués en partie a des facteurs nutritionnels
(Burden, 2001). De nombreux aliments (cruciferes, alcool, aliments riches en fructose) et
plus particulierement les fibres alimentaires et leurs métabolites (acides gras a chaine
courte : butyrate, propionate et acétate) peuvent exacerber les symptdomes des patients
(Francis and Whorwell, 1994; Brandt et al., 2002) méme si I'étude de nombreux essais
cliniques n'a apporté aucune preuve définitive de leur implication (Floch, 2005). La
digestion des fibres pourrait provoquer une sur-production de gaz lors de leur fermentation
et/ou sensibiliser directement la muqueuse colique en produisant du butyrate comme le
suggere le caractére sensibilisant de cet acide gras dans notre modele de Sll. Une
augmentation des taux de butyrate a ainsi été observée au niveau du cbdlon chez des
patients atteints du SllI (Treem et al., 1996). Cependant, en l'absence d'association
formelle entre des aliments particuliers, la production excessive de butyrate colique et la
symptomatologie du SlI, la question de l'origine d'un excés éventuel de butyrate colique
dans le Sll reste a déterminer. Elle pourrait s'expliquer par I'nypothese étiologique de la
dysbiose.

De nombreuses études rapportent une modification de la quantité et du type des
bactéries commensales présentes dans le cblon des patients 