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L’homéostasie est la capacité d'un organisme a tew@inun état de stabilité de son
milieu intérieur et ce malgré les changements emnistdu milieu externe (environnement). Il
s’agit d'un équilibre dynamique puisque les modifions de I'environnement aboutissent a
des perturbations internes de l'organisme qui, @momse, met en place des réactions
physiologiques (la plupart du temps automatiqués) de maintenir les conditions internes
constantes. Le maintien de I'homéostasie nécedsite des régulations permanentes des

fonctions de I'organisme.

Parmi ces fonctions physiologiques, le rble fondatalede I'alimentation est de
fournir suffisamment d’énergie a l'organisme poutuyar répondre a ses besoins. Cette
fonction est constituée de la prise alimentaire qgbure l'ingestion d'aliments (de
I'environnement vers le tube digestif) et de laediipn qui permet la dégradation de ces
aliments en nutriments et leur absorption (du tdigestif vers le milieu intérieur). Elle fait
intervenir a la fois le systeme nerveux centralsmagalement le systeme gastro-intestinal
(tube digestif et glandes annexes). Par conséqgeeodntrole de la prise alimentaire et de la

digestion nécessite une régulation complexe.

L’axe cerveau-intestin désigne I'interaction bidifennelle entre le cerveau et le tube
digestif et plus particulierement le systeme nerveaxérique. Il constitue un circuit de
réflexes nerveux, composé de récepteurs, de fiafByentes projetant vers les aires
intégratives centrales et de fibres efférentesepao} vers les structures effectrices du tube
digestif. L'axe cerveau-intestin, en coopératione@Jve systeme hormonal (hormones
intrinséques au tube digestif ou synthétiséesgsmagllandes annexes, le tissu adipeux ou I'axe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien) et le systemmumtaire, permet au cerveau d'étre
informé en permanence de I'environnement digestiégule en retour les processus digestifs,
la prise alimentaire, les réactions immunitairetestréponses au stress, a la douleur ou aux

émotions.

Une altération du fonctionnement de I'axe cervedastin est associée a certaines
maladies psychiatriqgues (troubles bipolaires, emdisdépression, schizophrénie). Dans la
schizophrénie, cette altération se manifeste partieibles alimentaires (anorexie mentale,
obésité), métaboliques (dyslipidémie, diabete) gestifs (inflammation du tube digestif).
Néanmoins, bien que ces troubles soient a I'originee mortalité précoce des patients, leur
développement indépendamment de la prise d’antiasgigpies reste contesté.
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Contexte de I'étude

Dans la premiere partie de lintroduction bibliggh&que de ce mémoire, nous
aborderons donc le concept d’axe cerveau-intestisi gue sa structure en relation avec sa
fonction. Nous traiterons ensuite de la modulatdmn cet axe par les hormones gastro-
intestinales, pancréatiques et du tissu adipeur d& contrbler la prise alimentaire.
Finalement, nous ferons le point sur la schizopkré&b son association avec des troubles

alimentaires, métaboliques et digestifs.
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. Axe cerveau-intestin

A. Le tube digestif

1. Rappels anatomiques

Le tube digestif (TD) r

comprend l'cesophage, I'estomac,
CEsophage

intestin gréle et le colon \
(Figure 1). Il possede cinqg 4 ' EEIEHE
fonctions principales : motricite,

Colon

sécrétion, digestion, absorption et )
Intestin

immunité. 1l est constitué de

quatre tuniques dont I'importance

Figure 1 : Représentation du tube digestif.

http://www.digestionhelp.orgconsulté le
régions du TD et leurs fonctions. 06.05.12).

et la composition varient selon les

De maniere générale, de la lumiére intestinale Vergérieur des organes, se trouvent
(Figure 2 ; Stevens & Lowe, 1997) :

- lamuqueuseconstituée de cellules épithéliales (organiséeslmsités), d’'undamina
propria et de la musculaire muqueuse. C’est la structuggus variable du TD. Elle
est composée d'un mélange de differents types Helese épithéliales aussi bien
absorbantes (entérocytes) que sécrétrices (cettalesformes et entéroendocrines) ou

des cellules participant a I'immunité (cellules M).

- la_sous-muqueusetissu conjonctif renfermant un plexus nerveux d¢angaire

(plexus d’Auerbach), des vaisseaux sanguins ets&mme lymphatique. Elle participe

activement a la sécrétion et 'absorption.

- la_musculeuseconstituée de deux couches de muscles lisses camche de fibres
musculaires internes a orientation circulaire ee wouche de fibres externes a
orientation longitudinale. Le role de la musculeese de faire progresser le contenu
de la lumiére digestive le long du TD. La progressdu bol alimentaire résulte du
péristaltisme qui est un mouvement musculaire symibé dans lequel une vague de
contraction se déplace d’amont en aval, propulsacdntenu de la lumiére intestinale

vers le segment relaché sous-jacent. Entre les deughes musculaires lisses, on
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retrouve de petits vaisseaux sanguins et lymphatiquesi qu'un plexus nerveux

ganglionnaire (plexus de Meissner).

- la séreusetissu conjonctif lache constitué de fibroblasts,collagéne, d’adipocytes

et de vaisseaux sanguins.

Lumiére

— Capillaire  Vaisseau
Villosite sanguin lymphatique

Epithélium Mugueuse

Lamina propria

Glande intestinale
Sous-mugueuse

Formation lymphoide

Musculaire mugueuse
Vaisseau lymphatique

Vénule

Artériole

Muscle circulaire
FPlexus nerveux

Musculeuse

Séreuse

Muscle longitudinal

Figure 2 : Coupe de la paroi intestinalgtp://faculty.southwest.tn.edu
(consulté le 06.05.12).

2. Activité contractile

L’activité contractile du TD permet la progressida bol alimentaire dans le tube
digestif, son brassage avec les sécrétions digsstiVabsorption des nutriments et
I'évacuation des déchets. Trois types de cellumst & l'origine de la genése et de la

coordination de cette activité motrice :

- Les cellules musculaires lisssgnt des cellules mononuclées fusiformes qui neesur

au repos 400 a 500 um de long pour 5 a 8 um de [&igure 3). Plusieurs cellules
musculaires sont regroupées au sein de fibres rfairgsu(unités contractiles), elles-
mémes regroupées en syncytium fonctionnel (Romavlién, 2009). Au sein d’un
syncytium, les cellules sont liées entre ellesdes jonctions entre leurs membranes
cellulaires, leur permettant ainsi de se relacliedeese contracter en méme temps

(Sherwood, 2006). D’'une part, les jonctions intettiages assurent la cohésion
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mécanique entre les cellules et permettent au mudel développer une tension
nécessaire aux mouvements du TD. D’autre part, jdestions communicantes
assurent le couplage électrique et sont a l'origieda diffusion de I'excitation entre
les cellules musculaires. L’activation de récepeunmembranaires de la cellule
musculaire lisse par des ligands spécifiques (meédiateurs du systéme nerveux par
exemple) entraine un afflux de calcium dans le mlgeme. L’augmentation
transitoire de calcium intracellulaire est a I'ong d’'une augmentation d’affinité
entre les protéines contractiles (actine et myQsiee permet les contractions
phasiques du muscle. La relaxation du muscle esbnsiire a une diminution

d’affinité de ces protéines.

Gl b st o Sagil -
i
n, L = = ._-,-‘5‘9{ 1
I = =l B
L o i = -
L il — FE | el
1-" =
_.__---?
; - W
- -,
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Fin ity 5 dsan e
uns ZellulE masculaine etune
willobeinienshtivdds; Tjul

Figure 3: Transmission de l'activité motrice intestindlBapres Ward, 2000.

- Les cellules interstitielles de Cajabnt responsables de I'automatisme du TD (rOle

pacemaker) et de la synchronisation de I'activitérice (Sanders & Ward, 2006). Ce
sont des cellules fusiformes situées entre les hmmienusculaires au voisinage du
plexus myentérique H{jgure 3). Elles possédent de nombreuses ramifications et
forment ainsi un véritable réseau. Elles sont cbegplentre elles et avec les cellules
musculaires lisses par des jonctions communicahi&s.jonctions communicantes
permettent la propagation des oscillations spoesmi potentiel de membrane des
cellules interstitielles de Cajal, initiées par &fux de calcium dans le cytoplasme,
aux cellules musculaires lisses (Roman & Mion, 30Q@s variations du potentiel de
membrane sont a l'origine de l'activité rythmiqueddrique des cellules du muscle
lisse appelées ondes lentésg(re 4A). L'activité électrique ne donne naissance a
une activité mécanique que si des potentiels datgoappelés potentiels d’action
apparaissent sur le plateau des ondes lentes.dtestigls d’action correspondent a

des dépolarisations de la fibre lisse qui n‘appgaet que lorsque le seull
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d’excitabilité membranaire est atteint, lors d’wépolarisation induite par une onde
lente. Ainsi, I'existence d'ondes lentes de dépsddion régule la survenue des
contractions Figure 4B). La fréquence des contractions mécaniques est idghée
par la fréequence d’'apparition des ondes lentesidagde lintensité de l'activité

mécanique est proportionnelle a la fréquence despels d’action.

mV Ondes lentes

Salvede
poientiels d'action
-130 4
Potentiel de
membrane
-70
} $ t t S
5 10 15 20
g
150 T
Contraction
4
t ] f : S
0 5 10 15 20

Figure 4: Variation A du potentiel membranaire des cellules
musculaires lisses & de l'activité contractile. D’apres Roman &
Mion, 20009.

Les neuronesssurent la coordination de I'activité musculake. effet, les cellules
musculaires lisses (et les cellules interstitiedlesCajal) sont directement modulées
par les varicosités présentes sur les axones desnas intramuraux-{gure 3). Elles
assurent ainsi le brassage et la propulsion duabwlentaire de I'cesophage vers
I'anus via le réflexe péristaltigue (Roman & Mio2009). Ce réflexe est initié par
I'arrivée du bol alimentaire dans la lumiere du §Di provoque un étirement des
parois du TD et finalement la stimulation de leneurones. Par leur modulation
coordonnée, ces neurones assurent en aval unadatmnirde la couche musculaire
longitudinale et une relaxation de la couche cairal aboutissant a une augmentation
du diamétre du segment du TBidure 5A). lls assurent en amont une contraction de
la couche circulaire et une relaxation de la couldmitudinale, permettant la
propulsion du bol vers l'avant. Ces circuits seetépt de facon séquentielle et

coordonnée le long du TD assurant la propagation’atede péristaltique. Les
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mouvements de brassage (segmentation) sont asparéBactivation isolée des
circuits neuronaux qui permet la contraction du ctauslisse et aboutit a la
propagation de forces propulsives dirigées en anainen aval sur de courtes

distancesKigure 5B).

A Muscle

/Iongitudinal
p— W - Muscle
y 1 : -
— §— circuldire
Bouche - § i >~ Anus
\\. _—
Caontraction
Contraction du ! i
muscle circulaire ',_ J
demére |e bol ’ S _

Contraction du
muscle longitudinal
avant le bol

La contraction di
muscle circulaire
pousse le bol en avant

Figure 5: Activité motrice, A péristaltisme eB segmentation, du tube digestif.
http://iupucbio2.iupui.edu/anatomy/LectNotelntronhfconsulté le 21.05.12).

B. Bases anatomiques de 'axe cerveau-intestin

Le systéme nerveux central (SNC) est connecté pdr des voies nerveuses qui
collectent I'information a partir de récepteurs safs situés en périphérie (structures dans le
TD) et qui la transmettent aux aires corticales. e&pi’intégration et I'analyse de
I'information, une réponse est générée pour modeakefonctions du TD. Comme tout organe
périphérique, le TD est innervé par le systeme menautonome (SNA). Le SNA est
composé des deux divisions sympathique et paragiimpa de l'innervation extrinseque
autonome (les corps cellulaires des neurones #oéssen dehors du TD). Langley (1921) a
mis en évidence I'existence d’une troisieme divisiln SNA dans le TD : le systéme nerveux

entérique (SNE) dont les neurones sont intrinsequéelD.
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1. Innervation intrinseque

Les corps cellulaires des neurones du SNE sonbupgs en ganglions, connectés
entre eux par des faisceaux de fibres nerveuseélmnmues. Ces ganglions forment le plexus
myentérique (ou plexus d’Auerbach) et le plexusssouqueux (ou plexus de Meissner)
(Figure 6 ; Purveset al, 2001). Le plexus myentérique se situe entredeshes musculaires

longitudinale et o
Muscle circulaire

circulaire et s’étend

sur toute la longueur

du TD. Il est impliqué ~ Flexus
myenténgle

dans innervation
Plexus sous-mugueux

motrice de ces deux Muscle
longitudinal

couches musculaires

et dans linnervation Mucjueuss

sécréetomotrice de le Figure 6: Organisation du systéme nerveux entérique. RRpr

muqueuse  (Furness. Purveset al, 2001

2006). Le plexus sous-muqueux est localisé dassda-muqueuse, entre le muscle circulaire

et la muqueuse. Il est retrouvé essentiellement Hamsstin gréle et est impliqué dans le

contrdle des sécrétions et du flux sanguin. linesins développé, bien que présent, dans le

cblon. Les neurones du plexus sous-muqueux innervem seulement ['épithélium

glandulaire mais également la musculaire muquédesegellules endocrines intestinales et les

vaisseaux sanguins sous-mugqueux.

Le SNE et le SNC partagent une origine commune et maontdes similarités

fonctionnelles et chimiques :

- Le SNE est originaire de la créte neurakdg@re 7A). La créte neurale chez
I'embryon est constituée d'une population de cebutransitoires et multipotentes
générées a partir de la région la plus dorsaleuthe heural (a I'origine du SNC,
Figure 7B). Les cellules du segment vagal de la créte neungjrent et colonisent le

TD au cours du développemehiqure 7C ; Le Douarinet al, 1994). Une fois dans le
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TD, ces cellules précurseurs se différencient dilules gliales et en neurones qui

constituent I'innervation intrinseque du TBigure 7D ; Langley 1994).

¥ Precurseurs des cellules entériques o "i'? & ;!'*-:;’ |
Cellules initiant une R W_‘ mﬂmﬂ; r
4 differenciation neuronale e 2 e
' s /
=T '

L Cellules initiant une
differenciation gliale

Figure 7 : Mise en place du systéme nerveux entériqueta pas cellules de la créte
neuraleA etB au cours du développement embryonnaire. Ces esllumigrent dans
le tube digestiD avant de se différencier. D’aprés Heanue & Pacl2087 ; modifié.

- Le SNE contient entre 200 et 600 millions de neasorchez I'Homme soit

approximativement le méme nombre que ceux de ldlen@giniére(Furness, 2006)

- Le SNE synthétise la plupart des neurotransmettaunthétisés par le SNOIsson &
Holmgren, 201Q)

- Le SNE est un systeme intégratif composé de nesraiferents, efférents et
d’interneurones qui peut présenter une activit@épetidante du SNEigure 8 ; Serio
et al, 2011)
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Lumigre
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| Muscle circulaire

Flexus nerieus:

| Muscle longitudinal

Figure 8: Classification des neurones intrinseques d’af@és
fonction. IPAN: neurone afférent primaire intrigse.
www.hopkins-gi.org modifié (consulté le 09.05.12).

Les neurones entériques sont classés en fonctiofewdte morphologie, de leurs
propriétés électrophysiologiques et de la natureledes neurotransmetteurs. Un schéma
fonctionnel de l'innervation intrinseque de liléain cobaye a ainsi pu étre établi (Costa
al., 1996 ; Furness, 2006). Cependant, ce schémaemifionction des especes et en fonction
des régions du TD (Furness, 2006). D’'un point degénéraligure 8 ; Furness, 2007) :

- les neurones afférents primaires intrinseqi@ANs) recoivent I'information sensitive

et régulent I'activité des interneurones et degarees moteurs entériques. Les IPANs
myentériques et sous-muqueux sont multimodaux wtgre répondre a des stimuli de
nature différentes : ils peuvent répondre a laodsgdn de leurs récepteurs dans les
couches musculaires ou dans la muqueuse et, viggdgsteurs dans la muqueuse, aux
changements chimiques de la lumiere du F@yre 9 ; Furnesst al, 2004).
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Figure 9: Neurones afférents du tube digestif. IPAN : oeer afférent primaire
intrinseque > hormones libérées par les cellules entéroendocridiaprés Furness
et al, 2004.

- les neurones moteuseuvent étre excitateurs ou inhibiteurs. Les neesomoteurs

excitateurs stimulent les cellules effectrices d@pérant des neurotransmetteurs
excitateurs (acétylcholine - ACh, substance P, \id@oines ...) alors que les neurones
moteurs inhibiteurs libérent des neurotransmetteuisréduisent l'activité de ces

cellules effectrices (monoxyde d’azote - NO, adérogiphosphate, ...).

- les interneuronefrment un réseau dense au travers duquel lesnat@ns transitent.

lIs permettent ainsi d’établir de multiples conrms entre les neurones afférents et

efférents.

2. Innervation extrinseque

Le TD recoit une innervation extrinséque sympateigti parasympathique. Ces deux
divisions sont dites mixtes car elles sont congéifude fibres afférentes, qui transportent les
informations sensitives vers les centres intégrateat de fibres efférentes qui transmettent la

commande motrice aux effecteurs.
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Les récepteurs du TD sont des terminaisons nerseleseeurones afférents primaires
capables de collecter linformation sensitive prov& de la muqueuse, des couches

musculaires ou de la séreuse et de la transmeteraeau via le SNA.

La division parasympathique est constituée d’affées vagales (80% des fibres
nerveuses du nerf vague - Andrews, 1986) et smnale corps cellulaire des neurones
afférents primaires vagaux est localisé dans lgylgan plexiforme et leurs terminaisons
nerveuses dans le tronc cérébiailggre 9) alors que les terminaisons nerveuses du nerf
pelvien sont localisées dans la partie sacrée daokelle épiniere. Ces neurones afférents
synthétisent principalement le glutamate mais égafe le peptide relié au gene de la

calcitonine et la substance P.

Les corps cellulaires des neurones afférents pramasplanchniques (division
sympathique) sont localisés dans le ganglion dedae dorsaleHigure 9). Ces neurones
émettent également des branches collatérales dangamglion prévertébral (ganglion
sympathique). Leurs terminaisons se trouvent damsdelle épiniére thoracique et lombaire.
Le peptide relié au gene de la calcitonine et ldbstance P sont les principaux
neurotransmetteurs de ces neurones (Green & DQcke&g).

Les fibres efférentes parasympathiques préganglioesrdu nerf vague sont d’origine
bulbaire (noyau moteur dorsal du vaguiegure 10). Ces fibres viennent faire synapse sur les
neurones entériques ou elles libéerent de I'ACh ppsséde une action excitatrice sur les
neurones entériques principalement via les réceptagotiniques et dans certaines régions

via les récepteurs muscariniques.
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L'innervation efférente

sympathique est constituée

d’'une voie a deux neurones Tibe digesiit

Novau moteur \

(Figure 10). Les neurones <o raak ki v

préganglionnaires viennent
de la moelle épiniere et
innervent le  ganglion
prévertébral via le nerf
splanchnique. Les fibres
qui pénétrent le TD sont Nerf vague

) ) post-ganglionnaire
post-ganglionnaires.  Les .

donc des fibres nerveuses perfspianchnique —-\ Fibre sympathique
A
#
neurones préganglionnaires Ganglion prévertébral
sont cholinergiques alors  Figure 1C: Innervation efférente extrinséque du tube
que les neurones post- digestif. D’aprés Purvest al, 2001 ; modifié.
ganglionnaires sont essentiellement adrénergiquasnoradrénaline possede des effets
inhibiteurs sur le muscle lisse gastro-intestirsaluf au niveau des sphincters) via son action

sur les neurones entériques.

C. Concept de I'axe cerveau-intestin

Le SNC est en interaction permanente avec le T@) & concept d’« axe cerveau-
intestin ». Dans cet axe, 8&NE peut étre considéré comme une partie du SN@ quigré
vers le TD durant le développement mais qui a reaintdeux voies de communications
(sympathique et parasympathique) bidirectionnedlesc le cerveau (chacune contenant des
fibores nerveuses afférentes et efférentes) et quir@le le systeme effecteur (cellules
musculaires, muqueuses, vasculaires et lymphatiquesD ; Figure 11; Kontureket al,
2004). L’axe cerveau-intestin représente donc un cirdaitréflexes complexes, composé de
récepteurs, de fibres afférentes projetant versaless intégratives centrales et de fibres
efférentes projetant aux structures efférentesldy@aman & Kuo, 2008). Le SNC est ainsi
informé en permanence de la nature de I'environmérci@mique dans la lumiéere du TD, de
la tension dans la paroi du TD et de la conditiartigsu (inflammation par exemple) via les
afférences. Une fois le signal intégré, le SNC niedies fonctions gastro-intestinales par le

biais des neurones efférents qui stimulent lesamas du SNE, eux-mémes en interaction
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avec les cellules effectrices. L’activité du TD pégalement étre directement modulée par le
SNE lorsqu’il contourne le réseau cortical : il palors générer une activité indépendamment
de toute intervention du SNC (Furness, 2006)

Sysiéme parasympathique H Systéme sympathigue

{nerf vague) (nerf splanchnigue)

Meurones intrinséques
afférents

Sécrétion «——

Stimuli mécaniques et chimigques,
facteurs inflammatoires,

Motricie «—| _
neurotransmetteurs, neuropepiides

Flux sanguin «—!

Figure 11: Organisation de l'axe cerveau-intestin. SNC sté&me
nerveux central, SNE : systeme nerveux entériquaprBs Kontureket
al., 2004 ; modifie.

L'axe cerveau-intestin joue donc un rdle primordians la régulation de certaines
fonctions vitales. Dans les conditions physiologgjug contréle les processus digestifs
(motricité, sécrétions exocrines ou endocrines ietauirculation du TD), le comportement
alimentaire (appétit et prise alimentaire), le éys immunitaire gastro-intestinal et la
réponse au stress, a la douleur ou aux émotionss I conditions pathologiques, une
altération des interactions entre le cerveau €iDepeut conduire a des troubles digestifs
(troubles digestifs fonctionnels - reflux gastroegsagien, syndrome de l'intestin irritable ;
revue dans Mayeet al, 2006 - ou maladies inflammatoires chroniquessimales - MICI)

ou a des troubles alimentaires variés (anorexie atesrabésité).

D. Signalisation dans I'axe cerveau-intestin
1. Signaux sensitifs du TD au SNC

Les neurones afférents extrinséques ou les IPANgramdrune sensibilité aux stimuli
meécaniques et chimiques, qu’ils soient physiologsqore nocifs [Figure 12). lls sont le plus

souvent multimodaux et répondent aux stimuli prewende la muqueuse, des couches
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musculaires et de la séreuse (Mayer, 2011). Lesdihfférentes extrinséques transmettent
I'information sensitive au cerveau ou a la moepfi&re mais la nature de cette information
est difféerente entre les afférences splanchniquesagales (Grundy, 2004). Ainsi, les
afférences vagales transmettent essentiellememtftamations physiologiques tandis que les

afférences splanchniques transmettent les infoomsthociceptives.

Les stimuli mécaniques (tension, pression, distodsiactivent directement les
mécanorécepteurs des neurones afférents vagaplaatisniquesKigure 12). On distingue
deux populations de fibres afférentes en fonctiomadgensibilité de leurs mécanorécepteurs
(Dockray, 2009a) : certaines fibres afférentesré¢Bba seuil faible) répondent a des
distensions physiologiques (pression < 30 mm Hgllimque d’autres fibres (fibres a seuil
élevé) ne sont stimulées que par des pressiongeslel> 30 mm Hg) comparables a une
signalisation nociceptive. Les premieres sont eidiment vagales et les secondes

splanchniques.

Tronc cérébral

0
Moelle épiniére

Meurones afférents _ —
primaires vagaux f\& 7

Sﬁ;!nalisatipn immu_n'ttaire et Pepitides Intestinatix &t
de;?;ﬁ;ﬁ:ﬁ;ﬁéé?z; ie, 5-HT: locale. paracrine MNeurones aff_érents
et endocrine primaires spinaux
Signalisation
IPAN meécanigue et défense
tissulaire - neurale

QC‘
4 .
T ﬂ Tension
T b c
Signaux microbiens
Faroi
/ digestive

et antigénes
Figure 12: Signalisation afférente extrinseque du tube gtife EE : cellule
entéroendocrine, EC : cellule entérochromaffinedpes Mayer, 2011.

Stimuli mécaniques,
toxines et irritants
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Les chimiorécepteurs des neurones afférents peldtemtactivés par des facteurs

chimiques ou physiques situés dans la lumiére de tligestif ou des facteurs non luminaux

(par exemple neurohormonekigure 12; Dockray, 2009a) :

Les macronutriments (glucose, acides aminés eea@ds) présents dans la lumiere
du TD peuvent traverser la muqueuse et stimulectiment les afférences nerveuses
vagales (Mei, 1985). D’autres stimuli chimiquesigmes ou irritants (solutions acides,
basiques, hypertoniques) de la lumiére du TD actiégalement les fibres afférentes

essentiellement splanchniques.

Les hormones peptidiques ou les amines sont sysdbkét par les cellules
entéroendocrines en réponse a une déformation myéeade la surface du TD ou a la
présence de macronutriments, de toxines ou damgedans la lumiere
(Mayer, 2011). Ces substances peuvent transmitti@ination du TD au SNE ou au
cerveau. Dans ce dernier cas, soit les produitcelades entéroendocrines stimulent
les fibres nerveuses afférentes vagales via l'ambivade leurs récepteurs (action
paracrine), soit ils pénetrent dans le SNC via icutation sanguine (action
endocrine). Ces substances sont particulieremepliguees dans la régulation de la
motricité digestive. Par exemple, la sérotonine &bérée par les cellules
entérochromaffines en présence de glucides ddnsniare du TD (Zhwet al, 2001 ;
Grundy, 2004) et la cholécystokinine (CCK) est bgtisée par d'autres cellules
entéroendocrines en présence de lipides ou deipestBerthoud & Patterson, 1996).
La sérotonine active son récepteur 5:HUneyamaet al, 2002) et la CCK le
récepteur CCK-A sur les afférences vagales (Morietral., 1997 ; Liet al.,2004).

Les médiateurs immunitaires (et inflammatoires) omries protéases, I'histamine, la
sérotonine, le facteur de libération de la cortimohine et les cytokines sont
synthétisés par les mastocytes et les macrophdges,d’'une ischémie, dune
infection, d’'une inflammation ou de dommages tomtha TD (Casteset al, 1994 ;
Akoev et al, 1996 ; Kurosawat al, 2000 ; Barbarat al, 2007). Ces médiateurs
peuvent agir directement sur les afférences neegeuagales ou peuvent moduler la
sensibilité des afférences spinales (Grundy, 200 peuvent également stimuler les

cellules entéroendocrines.
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- Certains médiateurs sont impliqués dans la semsdé@alouleur dans le TD et activent
les nocicepteurs des neurones afférents splanadsi@oyal & Hirano, 1996) de trois
manieres : par une activation directe, une semsatibn ou par Il'altération du
phénotype des afférences (Grundy, 2004). Certa;mgotransmetteurs comme le
peptide relié au géne de la calcitonine ou la sulest P interviennent dans I'activation
de ces afférences dans des cas d’ischémie ou atfinftion du TD (Green &
Dockray, 1988).

2. Activation du SNC

Une fois stimulées, les fibres afférentes vagaissimettent I'information du TD au
SNC. Les neurones afférents vagaux pénéetrent éansrc cérébral qui est un carrefour pour
la transmission déinformation du TD au SNC et qui permet le con&rddes fonctions
digestives via le réflexe vago-vagal. Ce réflexeny la relaxation du TD, notamment de
'estomac, en réponse a l'arrivée du bol alimeptalans I'cesophage (anticipation via la
stimulation des mécanorécepteurs) ou en réponaaligtension par le bol déja présent dans
'estomac (accommodation). Les informations socamgmises par les terminaisons nerveuses
vagales majoritairement dans le noyau du tractliase (NTS) Figure 13; Kenny, 2011).
A son tour, le NTS envoie des
informations via des

projections vers les centre

Prefrontaly
cortex/

nerveux supérieurs du cervee

T\h;]l.-m-ui;.
tels que I'hypothalamus (plus Rophe)

particulierement le noyat

paraventriculaire ou le noyal ; XAGeus (Hypothalamug) />~
; NTS coeruleus’ ({inyacals
arqué - ARC), l'amygdale —
(noyau central de 'amygdale) —_—
. . 1 f
le noyau du lit de la strie s

terminale, le cortex et le
Figure 1Z: Contribution du noyau du tractus solitaire

(NTS) a la transmission des informations du tulggestif
1990 : Andrews & Sanger par les fibres afférentes vagales vers les strestau

, L, systeme nerveux central. BNST : noyau du lit dstige
2002) qui sont impliqués dan gminale. D apréKenny, 2011 : modifié.

différentes fonctions comme

thalamus (Berthoudet al.,
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la prise alimentaire. En retour, ces structureaiggnt principalement le noyau moteur dorsal
du vague d’ou proviennent les fibres efférentesmuervent le TD (Changt al, 2003).

Les fibres afférentes splanchniques quant a etteamsmettent I'information a la
moelle épiniere afin d’effectuer le réflexe spigal permet le contréle des fonctions motrices
et sécrétrices du TD (Maggi, 1991) ou encore versdnc cérébral (NTS efrea postremp

qui projette vers les structures cérébrales suprerse

3. Transduction du signal du SNC au TD

Les fonctions du TD sont régulées par les réfléxgmseques locaux mais également
par les réflexes extrinséques (contréle du SNEure 14). L'innervation intrinséque est
essentielle dans [linitiation des fonctions du TDotamment motrices) tandis que
I'innervation extrinséque est primordiale dans tordination de ces fonctions. Les nerfs
efférents sympathique ou parasympathique modulemt s activités motrices et sécrétrices
controlées par le SNE. En effet, les cellules ¢fises dans I'axe cerveau-intestin sont les
cibles des neurones du SNE telles que les celtnlesulaires lisses et les cellules pacemaker
(cellules intestitielles de Cajal) responsablesadeotricité du TD, les cellules sécrétrices de
et endocrines de la muqueuse, les cellules destissculaires (cellules musculaires lisses et
endothéliales) qui maintiennent le flux sanguingdeEnmuqueuse lors de la sécrétion et les

cellules inflammatoires et immunitaires (Goyal &#&fio, 1996 ; Costa, 2000).

Les neurones efférents sympathiques agissent surel@rones vasoconstricteurs, les
neurones sécréteurs et les neurones moteurs du (BNHre 14; Furness, 2006). lIs
constituent une innervation inhibitrice du TD qurrpet le ralentissement de la motricité et
des sécrétions du TD. Ces effets sont largememipgvar I'inhibition de la transmission
cholinergique (sympathique) et par la stimulatios dauscles lisses des sphincters. D’autres
neurones efférents sympathiques sont impliqués ldam®dulation immunitaire (modulation
des interactions entre les micro-organismes etugueuse ; Elenkoet al, 2000) et dans la
régulation du flux sanguin (Lundgren, 2000).

Il existe un gradient d'abondance des neurones regff®@ vagaux (fibres
parasympathiques préganglionnaires) de I'estomacéan proximal (Mayer, 2011). Ces
neurones excitateurs innervent les ganglions du @Rk de moduler la motricité et la

sécrétion du TD (Changt al, 2003). En effet, ces neurones modulent le réfrewteur vago-
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vagal ainsi que les activités contractiles segniesgt@t propagées qui permettent le transport
des substances de la lumiére le long du TD. Lesaites vagales modulent également la
phase céphalique de la sécrétion d’acide gastrins que la libération des produits des
cellules entéroendocrines (gastrine, somatostatirsgamine) et les réactions immunitaires

(inflammation).

Fibres sympathigues Fibres parasympathiques
past-ganglicnnaires pre-ganaglionnaires
Sereuse
= . . o 3 / . W Muscle
e — - C = . = ‘_ﬂ lorgitudingl
L.__‘ ¥ — - i % = e i : e & b
Plexus

my entérique

Muscle
clrcwdalre

Plexus
SOUS-Muqueux

§ Mugueuse

Lumigrs

Figure 14: Exemples de circuits dans le systeme nerveugrigae et innervation
efférente sympathique et parasympathique. 5HTot@gine, ACh : acétylcholine, AC :
cellules absorbantes, EC : cellules entérochromesfi EN : neurone excitateur, EPAN :
neurone afférent primaire extrinseque, IN : neurorgbiteur, IPAN : neurone afférent
primaire intrinséque, NE : noradrénaline, NP : ppeptides, SC : cellules sécrétrices.

D’aprés Katzunget al, 2009 ; modifié. ”

L’axe cerveau-intestin désigne le réseau complexedepteurs, de fibres afférentes
projetant vers les aires centrales intégrativetedtbres efférentes projetant sur les structures
effectrices. Il constitue le support nerveux petargtune interaction bidirectionnelle entre le
TD, et plus particulierement le SNE, et le SNClemvoies sympathique et parasympathique.
Cet axe peut étre modulé par de nombreux factquliés appartiennent au systéme hormonal
(hormones du TD ou de l'axe hypothalamo-hypophysoesalien) ou au systeme

immunitaire. En particulier, les hormones intrinsggjet extrinséques au TD modulent I'axe

cerveau-intestin et participent a la digestionuetantrole de la prise alimentaire.
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II. Axe cerveau-intestin et contrdle de la prise alimdaire
A. Régulation de la balance énergétique
1. Concept de balance énergétique

La balance énergétique est un état métaboliquesmondant a un équilibre entre la
dépense énergétique et les apports énergétiqguetudas& Hellstrom, 2007). Cependant,
chez certaines personnes, un déséquilibre entfacesirs peut conduire a une prise de poids

et finalement a I'obésitéd-(gure 15).

Effecteurs
Prise alimentaire
Dépense énergétique
Hypothalamus Tronc
cérebral
Meurone de
second ordre
® 3z MNoyau du
————— > tractus
e, - solitaire
o POMGER —— NPY/
Moyau arqué c AHT)” AgRP
Signiaux Peptides Peptides
d'adiposité anorexigénes orexigénes et
Afferences
vagales

Figure 15: Régulation de la balance énergétique. AgRout-related peptide
CART : transcrit régulé par la cocaine et 'amphete, NPY : neuropeptide Y,
POMC : pro-opiomélanocortine—  stimulation directe; inhibition directe,---»
action indirecte. D’aprés Badman & Flier, 2005 ;difie.

45




Axe cerveau-intestin et controle de la prise alitaia : exemple d’altérations chez un modéle anoheadchizophrénic

A T'heure actuelle, on sait que le controle deplse alimentaire impligue non
seulement le SNC mais également les organes pérphsé tels que les glandes surrénales, le
pancréas, le tissu adipeux et le TD (Gatlal, 2007). Ces organes libérent des hormones qui
peuvent intervenir a court terme ou a long ternkégure 15. Ainsi, les cellules
entéroendocrines du TD, en réponse a la présenéel’absence de nutriments dans le TD,
libérent des facteurs qui stimulent I'appétit (aos orexigénes) ou qui I'inhibent (facteurs
anorexigenes) : ce sont des signaux qui agisseaud terme, a I'échelle du repas (Hueta
al., 2006). A Tlinverse, les signaux d'adiposité empondent a des hormones sécrétées
proportionnellement a la masse de tissu adipeufaghtn relativement continue, par le tissu
adipeux ou par le pancréas et qui interviennent ¢emégulation de la prise alimentaire a

long terme.

2. Circuits du SNC

L’ensemble de ces facteurs hormonaux qui influendanprise alimentaire et la
dépense énergétique peuvent agir directement daBBIC ou a la périphérie. En particulier,
plusieurs hormones peuvent agir sur I'hypothalaetue tronc cérébral qui sont des centres
de contrdle de l'appétitF{gure 15). L’hypothalamus est divisé en noyaux. Parmi ceiix-
I’ARC est un site d’intégration de signaux nervaihormonaux impliqués dans le contrdle
alimentaire. L’ARC présenterait une barriére hénatoéphalique incomplete, le rendant
ainsi sensible aux hormones circulantes (Perezab, 2000 ; Conet al.,2001). Néanmoins,
cette théorie est controversée et I'hypothése dharméabilité sélective a été avancée (Banks
2006). Deux populations de neurones sont impliqguéass la régulation de la prise
alimentaire par les facteurs circulants dans I'’A@SChwartzet al., 2000 ; Coneet al., 2001).

La premiére coexprime les peptides anorexigenasédéde POMC (pro-opiomélanocortine)
et CART (transcrit régulé par la cocaine et I'amphéne). La seconde coexprime les
peptides orexigenes NPY (neuropeptide Y) et AgRfout-related peptide Ces deux
groupes de neurones agissent de telle maniéreagsgulun groupe est activé, l'autre est
inhibé etvice versa Ces neurones projettent vers le noyau paraverdiie et d’autres
régions impliguées dans la régulation de la priBmeataire (Schwartzet al.,2000).
L’hypothalamus est directement connecté au trongbeél, particulierement au NTS. Comme
'ARC, le NTS recoit directement des signaux horausxy de par sa proximité avec d’autres

régions présentant une barriere hémato-encéphatiqgoamplete, commedreapostrema
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Comme nous l'avons vu précédemment, en plus d’otieracentrale, les neurones du
SNE et les neurones vagaux peuvent constituer irsle pour les facteurs hormonaux
(Figure 15). En effet, le nerf vague représente le lien ppalcentre le TD et le cerveau, et les
neurones afférents vagaux transmettent I'informagiemsitive vers le tronc cérébral qui a son
tour projette vers I'hypothalamus ou les centrepéseurs impliqués dans le contréle

alimentaire.

B. Signaux gastro-intestinaux d’appétit et de satiété

1. Appétit

La ghréline est la principale hormone du TD ayaes cropriétés orexigenes
confirméeqFigure 16). La ghréline est un peptide de 28 acides amioéselie au récepteur
growth hormone secretagog(ojima et al., 1999). Elle est essentiellement synthétisée par
les cellules oxyntiques du fundus gastrique (olukes A/X ; Dateet al., 2000). Dans des
conditions physiologiques, la ghréline a des eftetsourt terme sur la balance énergétique
bien que des effets a long terme suite a des iojecthroniques aient été rapportés. En effet,
des injections centrales et périphériques de gleé&timulent la libération de 'hormone de
croissance, l'appétit, la prise alimentaire, 'atediation de graisse et la prise de poids chez
I'Homme et chez I'animal (Tschagt al., 2000 ; Wreret al., 2000 ; Wreret al.,2001b ; Wren
et al., 2001a). La concentration plasmatique de ghrélirgreente au cours du jelne, atteint
un pic avant chaque prise alimentaire et diminuesapfschopet al., 2001 ; Ariyasuet al.,
2001 ; Cummingst al., 2002). La ghréline exerce ses fonctions par FFmtdiaire d’'une
action sur I'hypothalamus (Korbonitet al.,2004). Elle peut activer directement ses
récepteurs dans I’ARC soit en passant la barriémeato-encéphalique si elle est synthétisée
par I'estomac et libérée dans la circulation samgusoit en activant les neurones NPY et
AgRP aprés sa synthese dans I'hypothalamus mémekga al., 2002 ; Cowleyet al.,
2003). La ghréline peut également stimuler lesraffées vagales projetant vers le NTS qui en
retour projette sur I'hypothalamus (Daé&t al., 2002). Au niveau périphérique, la prise
alimentaire est augmentée par la ghréline via stiorastimulatrice sur la motricité du TD.
En effet, la ghréline augmente la vidange et leséti®ns gastriqgues via une action sur ses

récepteurs vagaux et sur ses récepteurs dans le(I8adHtidaet al., 2000 ; Asakawaet al.,
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2001 ; Das®t al., 2003 ; Edholnet al., 2004). Les neurones afférents vagaux et entériques
interviennent également dans la capacité de laligaré protéger I'estomac de différents
stress (Sibiliaet al.,2003 ; Brzozowsket al.,2004).

Hypothalamus ‘
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T — Afferences
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U 1

Pancréas

E' Intestin

Figure 16 : Controle de la prise alimentaire par I'actiors de@rmones sur
I'hypothalamus, le tronc cérébral et les afférencemgales. CCK:
cholécystokinine, GLP-1glucagon like peptide,XOXM : oxyntomoduline,
PYY : peptide YY.—» signal anorexigéne.—» signal orexigene;»
signal d’adiposité. D’aprés Salem & Bloom, 2010qgdifié.

La motiline et les orexines sont d’autres hormomaissemblent impliquées dans une
augmentation de la prise alimentaire. La motiliree ane hormone synthétisée par le
duodénum. Elle présente d’importantes similaritgsicturales et fonctionnelles avec la
ghréline (Folwacznyet al., 2001 ; Chaudhriet al., 2006). Ainsi, son récepteur gastro-
intestinal a une haute homologie structurale aweaiade la ghréline. La concentration
plasmatique en motiline augmente avant un repasnghue apres la prise alimentaire. La

motiline active I'hypothalamus et le SNE et posséds effets centraux et périphériques
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comparables a ceux de la ghréline : stimulatiofad&ise alimentaire et de I'activité motrice
du TD.

Les orexines (ou hypocrétines) sont des hormonethélysées par I'hypothalamus et
par des cellules endocrines de I'estomac et deestin (revue dans Kirchgessner, 2002). Les
récepteurs des orexines sont localisés tout le ldegl'axe cerveau-intestin: dans
I'hypothalamus, le NTS, sur les neurones afféreatgaux et dans les plexus entériques. Les

orexines stimulent ainsi la prise alimentaire ams? les sécrétions et la motricité gastrique.

2. Satiété

La CCK est la premiere hormone découverte réguéamprise alimentaire (Gibbst
al., 1973). Elle est libérée dans le sang par les esllutiu duodénum et du jéjunum suite a un
repas et plus particulierement a I'ingestion dalég et de protéine&igure 16; Liddleet al.,
1985). Des études chez de nombreuses espéces ottt mar la CCK réduisait la prise
alimentaire (Kissileffet al., 1981 ; Owyang & Heldsinger, 2011). Dans le TDe dHcilite
I'absorption des nutriments en stimulant la coritoaicde la vésicule biliaire, la sécrétion
d’enzymes pancréatiques et en inhibant la vidangstrigae (Liddle et al., 1985 ;
Muurahaineret al., 1988). Le mécanisme par lequel la CCK contrdlprise alimentaire ne
fait pas consensus. Ainsi, pour certains autelmbjlbition de la motricité du TD par la CCK,
et en particulier I'inhibition de la vidange gagqtre, pourrait contribuer a la réduction de la
prise alimentaire en augmentant la sensation d@été&abDans ce cas, la CCK n’aurait pas une
action directe sur le SNC mais stimulerait les opas afférents vagaux (Smihal.,1981 ;
Moran & Kinzig, 2004). A l'inverse, des études néims ont montré que la CCK pouvait
inhiber la prise alimentaire en activant les ternsoas vagales dans le NTS (Rogers &
Hermann 2008). Dans tous les cas, I'administrattmonique et intermittente de CCK chez le
rat n’entraine pas de changement de masse cometelladministration continue provoque
une tolérance apres 24h (Crawley & Beinfeld, 1988estet al., 1984). La CCK interagit
avec d’autres signaux régulant la prise alimenta@ée inhibe I'effet orexigéne de la ghréline
et des orexines sur les neurones afférents vadaalbe enteragit avec la leptine pour inhiber a
court terme la prise alimentaire et a long termprise de poids (Burdyget al.,2003 ; Date
et al., 2005 ; Owyang & Heldsinger, 2011). La CCK moduiglément la motricité du TD,
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notamment la vidange gastrique, par I'intermédiaiteSNE. En effet, la CCK stimule les
neurones entérigues en se fixant sur ses récepteaiss elle joue également un rdle de
neurotransmetteur dans le SNE (Grider, 1994 ; $ebual.,1997).

Le peptide YY appartient a la famille dpslypeptide proteins-foldomme le NPY et
le polypeptide pancréatique. Sa forme principatdaeforme (3-36). Elle est synthétisée par
les cellules endocrines L de I'iléon et du coléigre 16 ; Adrianet al.,1985). La sécrétion
de ce peptide est stimulée par la prise alimentairpar la présence de nutriments dans le TD
et induit une sensation de satiété (Pflugeal., 2007). Le peptide YY traverse la barriére
hémato-encéphalique et se lie au récepteur présguapY2 dans I'hypothalamus. Il inhibe
ainsi I'expression des neurones NPY entrainant unmébition de la prise alimentaire
(Batterhamet al.,2002). En plus de ses effets centraux, il réguimdtricité gastro-intestinale
par le biais du « frein iléal » : en présence deiments dans I'iléon, notamment de lipides, il
entraine un ralentissement de la vidange gastiquiu transit intestinal augmentant ainsi
I'efficacité d’absorption (Taylor, 1993 ; Liet al., 1996). Le peptide YY agit en périphérie
via les neurones afférents vagaux ou les neuron&N\E (Krantiset al., 1988 ; Kodeet al.,
2005).

Bien que principalement synthétisé dans le panctégsolypeptide pancréatique est
également produit dans le TD (Alumedsal., 1978). Sa libération est stimulée par la prise
alimentaire, I'hypoglycémie et I'exercice (revuend&ojimaet al.,2007). Son administration
centrale et périphérique induit une diminution deptise alimentaire, de la vidange et des
sécrétions gastrigues ainsi que du tonus vagalsiAla libération et I'action du peptide
pancréatique sont essentiellement modulées parfleagpie.

Le préproglucagon est une prohormone synthétisge lgs ilots pancréatiques, dans
les cellules L de la muqueuse intestinale, ouedtecolocalisée avec le peptide YY, et dans le

SNC, en réponse a 'ingestion de nourriture. DanBD et dans le SNC, cette prohormone est
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clivée en GLP-1dlucagon like peptide)l GLP-2 et en oxyntomoduline qui interviennent
dans la régulation de la prise alimentakg(re 16 ; Chaudhriet al.,2006).

Le GLP-1 est libéré 5 a 30 minutes apres l'ingestie nutriments (essentiellement
glucides et lipides), proportionnellement a I'énergngérée et permet de réduire la prise
alimentaire chez les animaux et chez I'Homme pantdimédiaire de mécanismes
périphérigues et centraux (Hudaal., 2006 ; Woods & D’Alessio, 2008). L’administration
centrale de GLP-1 réduit la prise alimentaire viaxdemécanismes distincts : le récepteur a
GLP-1 dans les noyaux hypothalamiques permet undulaton des circuits caloriques
homeéostatiques alors que le récepteur dans I'antggaidraine des symptémes de stress et de
malaise (Larsert al., 1997 ; Kinziget al., 2002 ; Kinziget al., 2003). Une administration
chronique entraine également une perte de poidsr@vet al., 1999). Le GLP-1 produit en
périphérie ne traverse pas la barriere hémato-biatigpe (Kastinet al., 2002). Par
conséquent, il ne peut pas se fixer aux récepteardraux. La réduction de la prise
alimentaire induite par la synthese ou l'injectidans la circulation sanguine de GLP-1 est
donc permise par une action sur le nerf vague (lizeet al., 1997). Le GLP-1 intervient
ainsi dans le frein iléal comme le peptide YY inkibe la vidange gastrique, le transit du TD
et la synthese d’acide gastrique (Wettergeeml., 1993 ; Nasluncet al., 1999). Le GLP-1
intervient également dans le métabolisme du glueosehibant la production de glucagon et

en stimulant la synthese d’insuline (Chaudttral, 2006).

A linverse de celle du GLP-1, lI'action du GLP-2 slar régulation de la prise
alimentaire reste controversée (Naslund & Hellst{ra@07).

L’oxyntomoduline agit en partie par l'intermédiaictu récepteur a GLP-1 pour
moduler la balance énergétique a court et a lomgeteEn effet, son injection centrale inhibe
la prise alimentaire (Dakiset al.,2001). Une injection intraveineuse inhibe la vigaret les
sécrétions gastriques via une action vagale etribaet a la sensation de satiété chez
'Homme (Schjoldageret al., 1989). Elle entraine également une diminution de |
concentration plasmatique en ghréline, participamsi a une diminution de la prise
alimentaire. De plus, son administration chronigqudiit une perte de masse corporelle et de

masse adipeuse, prouvant également son effet deéptnse energétique (Huetaal.,2006).
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C. Signaux d’adiposité
1. Le pancréas

L’insuline est une hormone peptidique synthétisée Ips cellulesy des filots de
Langerhans du pancréas au cours des repas et @mseép I'augmentation de la glycémie
(Figure 16). Son role dans la régulation du métabolisme dieage est bien connu (reuve
dans Saltiel & Kahn, 2001). L’insuline interviengjadement dans le contréle de la prise
alimentaire en tant que signal d’adiposité. Enteffamjection centrale d’insuline conduit a
une diminution de la prise alimentaire et de lageaorporelle (Woodet al.,1979 ; Porte &
Woods, 1981 ; Baskiet al., 1999). La concentration plasmatique d’insuline déstctement
proportionnelle a la masse de tissu adipeux. Alisguline plasmatique traverse la barriére
hémato-encéphalique et se fixe & ses récepteuss ldardes aires de contrdle alimentaire
comme I'hypothalamus (Schwar&t al., 1992 ; Brininget al., 2000 ; Woodst al., 2006 ;
Mayer & Belsham, 2009). Elle permet donc d’indiqaer cerveau le degré d’adiposité de
'organisme. Dans I'ARC, [|”insuline inhibe les neures NPY et AgRP et stimule les
neurones POMC/CART, ce qui conduit a une inhibititenla prise alimentaire. Finalement,
I'insuline circulante stimule également les neusa#érents vagaux (Blat & Malbert, 2005)
afin de générer un signal de satiété vers le carv@eci pourrait expliquer les modulations de

la motricité gastro-intestinale induites par I'hyglgcémie.

2. Le tissu adipeux

En plus de son réle de stockage énergétique, da tslipeux blanc est un organe
endocrine qui synthétise des adipokines particigalat régulation énergétiqu€igure 16).
Parmi ces adipokines, la leptine est synthétis@pagtionnellement a la masse de tissu
adipeux : elle augmente avec la suralimentatiahmeinue avec le jeine (Maffet al., 1995 ;
Ahima et al., 1996 ; Friedman & Halaas, 1998). La leptine cimotd traverse la barriere
hémato-encéphalique et se fixe a I'isoforme longeieson récepteur, notamment dans 'ARC
(Owyang & Logsdon, 2004). Elle active les neuro®®&MC afin de diminuer la prise
alimentaire et d’augmenter la dépense énergétiguen méme temps inhibe les neurones
NPY/AgRP afin de supprimer l'activité orexigene ces neuropeptides. A long terme, cela

conduit a une inhibition de la prise de poids.
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En plus d’'une action centrale, la leptine est iouydie dans la régulation périphérique
du contréle du comportement alimentaire. Ainsimadulation de la motricité du TD par la
leptine (Yarandiet al., 2011), en particulier la diminution de la vidangastrique et
'augmentation du transit intestinal (Asakawa al., 1999 ; Kiely et al., 2005), pourrait
contribuer a la réduction de la prise alimentaineagmentant la sensation de satiété par
l'intermédiaire des afférences vagales (Gagal., 2002). En effet, le récepteur a la leptine
est présent sur une sous-population de neuronéeaiff vagaux chez le chat et la leptine
possede des effets stimulateurs ou inhibiteurslesumeécanorécepteurs vagaux intestinaux
(Gaigéet al.,2002 ; Gaigéet al.,2003). Ainsi, les signaux de satiété générésenetf vague
en réponse a l'action de la leptine pourraient ttangpar le NTS avant d'étre relayés a
I'hypothalamus afin de contrdler la prise alimerga{Owyang & Heldsinger, 2011). Le
récepteur a la leptine a également été mis en sgddans le SNE (Liet al., 1999). Ainsi,
des concentrations importantes de leptine hypetigela les neurones myentériques sensibles
au glucose et n'ont pas d’effet ou dépolarisentdeses neurones (Liat al., 1999). Il a
également été montré que la leptine excite lesom@sr myentérigues et sous-muqueux via
une action post-synaptique directe (Reichatial., 2011). L’action de la leptine sur les
neurones périphériques pourrait étre soit endostilm@ne libération par le tissu adipeux, soit
paracrine car la leptine est également synthépiaédes cellules P de I'estomac (Bastaal.,
1998 ; Cammisottet al.,2005).

Dans des conditions pathologiques et en particdbes I'obésité, il a été montré que
le taux de leptine était anormalement élevé etl ge'ipermettait pas la réduction de la prise
alimentaire. En effet, les personnes atteintes & seraient résistantes aux effets de la
leptine (revue dans Enricet al.,2006). L’hypothese selon laquelle la leptine nerpait plus
franchir la barriere hémato encéphalique et paséguent ne pourrait plus atteindre ses cibles
dans le cerveau, ainsi que celle proposant uneattté de la cascade de signalisation

intracellulaire de son récepteur ont été privilégié

Le tissu adipeux sécréte d'autres adipokines pdesquelles I'adiponectine, la
visfatine ou la résistine. Ces hormones interviehmssentiellement dans la régulation de la
sensibilité a lI'insuline des organes périphériqaess I'inflammation et dans I'athérosclérose
(Wozniaket al., 2009). A l'inverse des autres adipokines, I'adipcdine est libérée dans la
circulation sanguine a une concentration inverseénmpeoportionnelle a la masse de tissu
adipeux. Des études récentes mais controverséesamté que I'adiponectine, en plus de ses

actions périphériques, pouvait franchir la barriéremato-encéphalique, se fixer a ses
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récepteurs dans I'hypothalamus et plus particutierg dans 'ARC afin d’augmenter la prise
alimentaire Figure 16 ; revue dans Kadowakt al. 2006 ; Dridi & Taouis 2009).

D. Interaction entre les signhaux a court et a long tene

Le contrdle alimentaire est un mécanisme compldéixénplique de nombreuses
hormones qui sont le plus souvent synthétisées ddfésents organes et ont des cibles
multiples. Ces hormones génerent des signaux ansigemjui nécessitent une régulation
précise. C'est le cas a I'échelle de I'hypothalanuis les deux groupes de neurones
POMC/CART et NPY/AgRP interagissent pour ne trarttmequ’'un seul message
anorexigéne ou orexigenkigure 15 mais également a I'échelle des fibres afféremsemles
ou des récepteurs aux peptides anorexigenes dogatises avec des récepteurs aux peptides

orexigenes et exercent des effets antagonistdesdécharges nerveuses (Dettal.,2002).

Le paradigme de la régulation de la prise alimeataér des signaux de satiété a court
terme et des signaux d’adiposité a long terme emétent été remis en cause (Cummings &
Overduin, 2007 ; Woods & D’Alessio, 2008). En effde nouvelles données suggérent une
synergie entre ces signaux dans le Hy(re 17). D’'une part, ces signaux peuvent coopérer
a I'échelle de la sécrétion de peptides gastrasimaux. Par exemple, des récepteurs a la
leptine et a I'insuline sont exprimés par les deBuL intestinales et l'activation de ces
récepteurs augmente la sécrétion de GLP-1 (AninBr&baker, 2003). D’autre part, des
interactions entre les signaux de satiété et damili@ sont possibles a I'échelle de la
sensibilité des afférences vagales aux peptidesTBu Par exemple, il existe une
colocalisation des récepteurs a la leptine et £C&K sur les terminaisons des neurones
afférents vagaux dans I'estomac et le duodénum. Hoesiones agissent en synergie et
potentialisent leurs effets respectifs afin d’augtee la décharge des neurones afférents
vagaux et de réduire la prise alimentaire et lasmarporelle (Barrachinet al., 1997 ;
Gaigéet al.,2002 ; Gaigét al., 2003 ; Peterst al.,2006).
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glucagon like peptide GLP-1 R : récepteur au GLP-1, Ob-Rb :
récepteur a la leptine. D’aprés Cummings & Overdd07.

a

L’axe cerveau-intestin constitue le lien entre Ipsocessus digestifs et le
comportement alimentaire. Par conséquent, il mest surprenant qu’un dysfonctionnement
de cet axe soit a la base de la physiopathologitaidles du comportement alimentaire
(anorexie mentale, obésité), métaboliques (hypeéghye, dyslipidémie - taux de
triglycérides élevés et de lipoprotéines a hauteside réduits) mais également de troubles
digestifs. A I'heure actuelle, de nouvelles donngeggérent une étroite relation entre une
perturbation de I'axe cerveau-intestin et certamesadies psychiatriques (Norhal.,2007 ;
Taylor & MacQueen, 2010 ; Wu, 2012).
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[ll. Axe cerveau-intestin et schizophrénie
A. La schizophrénie
1. Prévalence et symptdmes

La schizophrénie est une maladie psychiatriquetgquche 1 % de la population
mondiale et présente une stabilité a travers lgsiredl, les pays et les sexes (Tamminga &
Holcomb, 2005 ; Rosst al., 2006). Les symptomes de cette maladie sont repérés
généralement a la fin de I'adolescence ou au diblibge adulte (20-25 ans chez 'lhomme et
3 a 5 ans plus tard chez la femme) et perdurenitaouong de la vie (Terenius, 2000 ;
Freedman, 2003). lls correspondent a des troublefeurs des fonctions mentales, des
émotions et du comportement et ils perturbent certdes mécanismes impliqués dans la
perception et le jugement. D’apres la derniéreigardu Manuel diagnostique et statistique
des troubles mentaux (DSM-IV-TR ; American Psydaigalssociation, 2000) les symptomes

de la schizophrénie sont classés en deux catégories

- Les symptdbmes positifs font référence a des tiisne sont pas présents chez
I'individu sain mais sont le résultat de la maladig regroupent les hallucinations
(essentiellement auditives), les délires (de grandgearanoides, d’influence, ...) et

les troubles de la pensée.

- Les symptdmes négatifs font référence a des taitmalement présents mais qui
sont atténués ou absents avec la maladie. lls @ment le retrait social, I'apathie
(manque de motivation), I'anhédonie (manque desp)ail'alogie (perte des
capacités de raisonnement) et la persévération avempentale (incapacité a
réaliser des changements).

Plus réecemment, les symptémes cognitifs de la sphiZnie ont été intégrés dans une
troisieme catégorie (références dans Tamminga &diob, 2005 ; Meyer & Feldon, 2010).
lIs impliquent des troubles dans les fonctions akees (planification, organisation,
raisonnement logique, ...), l'attention et la mémaireémoire de travail, sémantique et

épisodique).
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2. Facteurs de risques

La schizophrénie résulterait d’'une interaction enttes facteurs génétiques et
environnementaux (Howest al., 2004 ; Harrison & Weinberger, 2005). L’origine g@éque
de la schizophrénie est admise. En effet, le risbpudévelopper la maladie augmente avec le
degré de parenté avec un parent malade (par exelapisque passe de 1 a 12% pour un
enfant dont un des deux parents est malade ; Tagam& Holcomb, 2005). A I'heure
actuelle, une douzaine de génes ont été liés attophysiologie de la schizophrénie, mais
tous ne sont pas retrouvés dans I'ensemble degsasajénétiques (Harrison & Weinberger,
2005). Bien que les facteurs génétiques représed@én des facteurs de risque de la maladie,
le risque qu’un individu soit atteint de schizoptiessi son jumeau zygotique (c’est-a-dire qui
partage 100% de ses genes) est malade étant depradfe que I'environnement a un réle
déterminant (revue dans Mittad al.,2008).

Les facteurs environnementaux tiennent une placeportante dans la
physiopathologie de la schizophrénie (20 % ; redaes Arnold, 1999 ; McDonald &
Murray, 2000). Ainsi, des troubles pré- ou périnatéels qu’une infection virale de la mére
(influenza, toxoplasmose ou herpes) ou encore lmutrdion, peuvent conduire a une
hypoxie résultant de complications obstétricalesb(é poids a la naissance, prématurité,
réanimation, placement en incubateur, rupture prémd@ des membranes) et finalement au
développement anormal du cerveau. L’existence dttess social au cours de I'évolution de
l'individu (vie urbaine, modification de la structurfamiliale, soins parentaux inadaptes,

migration) ou I'abus de drogues ont égalementré@igués dans I'étiologie de la maladie.

3. Théorie neurodéveloppementale

Le modele neurodéveloppemental est largement adpuosr expliquer la
schizophrénie. Dans ce modeéle, la pathologie esisieitat comportemental d’'une aberration
dans les processus neurodéveloppementaux qui déleatavant I'apparition des symptomes
cliniques et qui est causée par l'interaction daefars génétiques (prédisposition génétique)
et environnementaux a une période périnatale (Tsatal., 2001 ; Rapoporét al., 2005).
Ces anomalies neurodéveloppementales conduiraieliictivation de circuits nerveux
pathologiques durant I'adolescence ou au débutade ladulte et meneraient a 'émergence

des symptdmes de la maladie.
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L'importance des facteurs neurodéveloppementauxs dan schizophrénie a été
confirmée par la mise en évidence d’anomalies danserveau de patients atteints de
schizophrénie que ce sait vivo (hnotamment par imagerie a résonance magnétiquppsid
mortem Ces études ont rapporté une augmentation du wotles ventricules cérébraux, une
diminution du volume cérébral et de la substandsegiotale ainsi qu'une réduction des
volumes du cortex préfrontal (CPF), du systéeme itjmb (notamment du cortex temporal de
I'hippocampe et de 'amygdale) et du thalamEgre 18; revue dans Rajarethinaet al.,
2005). L'elargissement du ventricule latéral etréaluction du volume de I'hippocampe
pourraient étre secondaires a I'hypoxie pré- ounpéle (références dans McDonald &
Murray, 2000). Des altérations dans I'architectoegronale des structures cérébrales ont été
montrées par des analyses microscopiques (Linko&skurysta, 2001). En particulier, le
CPF et I'hippocampe présentent une diminution detdéle de leurs neurones sans
modification de leur nombre ainsi que des anomali@ss les couches cellulaires de ces
régions et l'orientation de leurs neurones suggérantdéfaut de migration neuronale
(Harrison, 1999). Ces altérations structurales siéfa présentes chez I'enfant et supposent

une altération de la fonction de ces structuredge ladulte (Cannon & Murray, 1998).

Figure 18: Régions
centrales impliquées dans

thalamus |3 schizophrénie. D'apres
www.eitheory.com ;
modifié  (consulté le
23.07.12).

cortex prefrontal hippocampe

Des données cliniques confortent I'hypothése netweldppementale. En effet, chez
les patients atteints de schizophrénie, la phasenjue qui se développe généralement chez
les jeunes adultes, est précédée d’'une phase prmpre@ pendant le développement. Ainsi,
des symptdmes avant-coureurs tels que signes pgiqoes mineurs (troubles de
I'intégration motrice et sensorielle, de la cooedion motrice, présence de mouvements

anormaux, anomalies de la latéralisation) et tresildles interactions sociales apparaissent
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séquentiellement des I'enfance, avant I'éclosioraluble schizophrénique (Gouriaet al,
2004). Cependant, de tels troubles chez I'enfant l'adolescent sont difficilement

diagnosticables et ne permettent pas I'établissedientdiagnostic prévisionnel.

Une des hypotheses permettant d’expliquer ce didgparition des symptémes se
base sur la perte graduelle de 30-40% des connesgioaptiques du cerveapr(ning) par
apoptose depuis la naissance jusqu’au milieu dmlescence afin d’éliminer les erreurs de
connections. L’aberration périnatale entraineraitcbnstitution d’'un capital neuronal plus
faible que la normale ou conduirait a une désomgdioin synaptique a I'age adulte par le
biais d’'unpruning excessif (McGlashan & Hoffman, 2000). Il est égaat possible que la
|ésion reste dormante jusqu’a ce que les procédésaux de maturation du cerveau a

I'adolescence conduisent a la mobilisation de ciscgiii sont peu développés chez I'enfant.

Les anomalies structurales observées ont pour guarée des modifications dans les
taux de neurotransmetteurs et de récepteurs danstaogctures. Comme la plupart des
antipsychotiques sont des antagonistes du receptetuta dopamine ou du réecepteur NMDA
du glutamate, ces neurotransmetteurs ont été plgtiement étudiés. Ainsi, la schizophrénie
est associée a un dysfonctionnement du systemeriloggique (hypoactivité dans le CPF et
hyperactivité dans le striatum) et & des altératidans la connectivité des neurones dans le
CPF dues a une hypoactivité glutamatergique (LEruet al.,, 2003). D’autres
neurotransmetteurs comme la sérotonine et I'agi@minobutyrique (GABA) sont également
impliqués. En effet, des études ont montré qu'uficdéGABAergique dans le CPF et
I'hippocampe était associé a la schizophrénie galans Wassedt al.,2003). En particulier,
des altérations des transporteurs et des rece@eudBA participent au dysfonctionnement

des interactions inhibitrices entre GABA et dopamine

B. Schizophrénie et troubles périphériques

1. Troubles cardiaques, alimentaires et métaboliques

Les individus atteints de schizophrénie ont uneéesgce de vie 20% inférieure a celle
des individus sains (Hennekeesal., 2005). En plus de suicides (prés de 50% des pstien
tentent de se suicider et environ 10% y parviennaveltzer, 1998), de cancers ou de
troubles respiratoires et cérébraux, les malachedi@vasculaires sont la principale cause de

mortalité (de 30 a 75%), avec une prévalence deisxdlus élevée que dans la population
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générale (Osbyet al., 2000 ; Hennekenst al., 2005 ; Van Gaal 2006). Les principaux
facteurs de risque des maladies cardiovasculaegent des facteurs fixes comme I'age, le
sexe, I'historique familial, mais également desdacs de risque comme I'’hygiene de vie et le

comportement alimentaire (Thakore, 2004).

Les patients atteints de schizophrénie consommentde fibres (fruits ou légumes)
mais de nombreux aliments riches en sucres etpahed (Peet, 2004). Ce comportement
alimentaire, associé a une activité physique rédtita la prise d’antipsychotiques, conduit a
la prise de poids et au développement de I'obésitesi, les patients atteints de schizophrénie
ont un risque au moins deux fois plus élevé de Idgper une obésité (Panariek al.,
2011). L'obésité associée a une hypertension, wperglycémie et/ou une dyslipidémie
caractérise le syndrome métabolique. De maniereérgkm les patients souffrant de
schizophrénie ont un risque accru de développesywaptomes. Par consequent, I'occurrence
du syndrome métabolique est quatre fois plus éleliée ces patients que dans la population
générale (Van Gaal, 2006 ; Hanssehal.,2008).

Il semblerait que la preuve de l'existence d'unkatien étroite entre les maladies
mentales séveres telles que la schizophrénie étdebles métaboliques trouve ses origines
avant I'introduction des antipsychotiques (Bou Kh&011). Cependant, bien que certaines
études ont montré que le risque de développer bésité ou des troubles métaboliques était
indépendant de la prise d’un traitement médicalyties ont avancé des preuves du contraire.
De la méme maniere, les données concernant ledfioadidins du profil hormonal chez les
malades et I'impact des antipsychotiques sur ctedacsont contradictoires (Atmaea al.,
2003a ; Atmaceat al.,2003b ; Jovet al.,2006 ; Cohen, 2007 ; Guestal.,2010 ; Tsaet al.,
2011 ; Gueset al.,2011). Deux consensus en 2004 aux Etats-Unis Atustralie ont conclu
gue les données n'étaient pas suffisantes pourndiéier si le syndrome métabolique était
une conséquence de la schizophrénie ou du traiteewmentdes antipsychotiques (Lambert &
Chapman, 2004 ; Clark, 2004). Depuis 2004, plusi@emguments tendent a montrer que la
schizophrénie et le syndrome métabolique sont rdefsection de plusieurs facteurs qui
dépassent I'administration d’antipsychotiques ménd'importance de ces facteurs sans
traitement fait toujours débat (Thakore, 2004 ; \@aal, 2006 ; Spelmaat al., 2007 ;
Venkatasubramaniagt al., 2007 ; Senguptat al., 2008 ; Vermeet al., 2009 ; Padmavagt
al., 2010 ; Bou Khalil, 2011).
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2. Troubles des fonctions intestinales

Il existe une corrélation entre les pathologiesT@uet les troubles psychiatriques tels
que l'autisme, la dépression ou la maladie de Raoki (Northet al, 2007 ; lbrahimet al,
2009 ; Jost, 2010). Cependant, il est difficilediéérencier les causes des conséquences et
'impact des antipsychotiques sur les symptomeg gistestinaux (Severanag al, 2012).
Bien que les données soient peu nombreuses, ua jenétre établi entre la schizophrénie et
les troubles digestifs. L’ensemble de ces donnagspase l'existence de dommages
structuraux du TD des patients atteints de schiZopér Ainsi, des autopsies réalisées chez
82 malades ont montré que 50% présentaient unatga88% une entérite et 92% une colite
(Buscaino, 1953). L'existence de troubles digestfsctionnels (Guptat al.,1997) et d’'une
inflammation gastro-intestinale en présence ethbse@ce d'antipsychotiques a été confirmée
in vivo (Severanceet al, 2012). La maladie céliaque et les ulcéres gastestinaux ont
également été mis en évidence chez ces patientsn(Ea004 ; Ozdemiet al., 2007).
Finalement, des troubles de la motricité gastrigmparaissent chez des patients atteints de
schizophrénie mais non traités et semblent étrgélésr aux troubles psychiatriques
(Peupelmanret al.,2009a). Ces troubles des fonctions gastro-intdenaourraient résulter
d’altérations du fonctionnement du SNE (Peupelnetral, 2009a).

C. Modele heuristique de schizophrénie
1. Modéles animaux de schizophrénie

Les modéles animaux sont importants pour déternd@semécanismes a l'origine des
pathologies humaines et pour mettre en place deefieavthérapies. De nombreux modeles
animaux de schizophrénie ont été mis au point auscde ces trente dernieres années
(Figure 19). Les premiers modeles étaient des modéles phatogagues basés
essentiellement sur les perturbations du systéenpamdimergique. Bien que le systeme
dopaminergique soit impliqué dans la schizophrétigue les modeles animaux basés sur
cette idée soient importants pour permettre le ldppement d’antipsychotiques antagonistes
de la dopamine, ce modéle pharmacologique a ddge$imAinsi, un modéle heuristique
(c’est-a-dire « qui sert a découvrir des faits e théories ») doit manifester les anomalies
observées dans la schizophrénie en plus de cellesamt directement manipulées. Par

exemple, un modele basé sur une altération depldugmpe serait heuristique s’il montrait
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les changements comportementaux et moléculairesd®t’hippocampe qui sont associés a
la schizophrénie, s'il permettait de tester les amésimes qui induisent ces changements et s'il
permettait de mettre en place de nouvelles thé&apesées sur la découverte de ces

meécanismes (Lipska & Weinberger, 2000).
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Figure 19: lllustration de la base de données des modeiesaax de schizophrénie
disponible sur http://www.schizophreniaforum.org/res/models/defash (Schizophrenia
Research Forungerniere actualisation le 09 avril 2009 ; modifi€).

2. Le modele de Iésion néonatale de I'hippocampe veatr

Le modele animal heuristique de la schizophrénienleux caractérisé a I'heure
actuelle est le modéle de lésion néonatale depddpmpe ventral (NVHL pouneonatal
ventral hippocampal lesionrevues dans Lipska & Weinberger, 2000 ; Lipsk¥)42; Tseng
et al., 2009). Ce modele a été concu par Lipska, Weinbergkeurs collegues au début des
années 1990. Il est basé sur les données montraélangissement du ventricule latéral
accompagné d’'une altération de I'anatomie et déitehimie de I'hippocampe dans le
cerveau des patients atteints de schizophrénidge @é€ration périnatale de I'hippocampe
perturberait le développement des circuits corticenotamment le CPF) et sous-corticaux
auquel participe I'’hippocampé€&igure 18). A partir de ces données, les auteurs ont rédéisé

lésions néonatales chez le rat dans la régionhijgpbcampe qui projette directement vers le
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CPF, c'est-a-dire I'hippocampe ventral. Cette régommrespond a I'hippocampe antérieur
chez 'Homme et présente des anomalies anatomignesas de schizophrénie, méme si

celles-ci sont bien moindres que celles qui soov@yuées dans le modele.

En tant que modele neurodéveloppemental heuristigumodele NVHL induit des
modifications comportementales, physiologiques etéoulaires comparables a celles de la
schizophrénie, qui se manifestent bien apres lari¢aux alentours de I'adolescence ou au
début de I'dge adulte (revues dans Lipska & Weigder2000 ; Lipska 2004 ; Tsemg al.,
2009 ;Figure 20). Ainsi, les rats NVHL présentent :

- une hyperactivité locomotrice induite par le stregstains stimulants provoquant un
efflux de dopamine (amphétamine, cocaine), des sgmnidu récepteur D2 de la
dopamine (apomorphine) et les antagonistes du t@&oepMDA du glutamate (MK-
801 et phencyclidine).

- des déficits de l'inhibition par pré-pulse (un afios acoustique faible diminue la
réponse réflexe de sursaut produit par le secomdulsts plus intense) et de
l'inhibition latente (affaiblissement d'un conditimement, quand le stimulus
conditionné est préalablement présenté seul). &gleésente un trouble du filtrage

sensorimoteur chez les patients atteints de schiénjgh

- des déficits des comportements sociaux et desérmd d’apprentissage spatial et de

mémoire de travail.

D’autre part, des altérations neurobiologiques deezats NVHL ont été rapportées,
notamment des déréglements des circuits du CP& gtructures sous-corticales (par exemple
noyau accumbens) associés a des perturbations ldadéveloppement des interactions
dopamine-glutamate-GABA (revue dans Ollat, 200#ska, 2004 ; Tsenet al.,2009).
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Symptames positifs

- hyperactivité locomolrice a famphélamine

- hypersensibilite au stress

- hypersensibilite aux antagonistes du NVDA
- deficits des enfrées sensorimotrices & PRI

Symptomes cognitifs

- déficits de la mémoire de travail

- déficits de Fapprentissage spalial et la mémaoire
- déficits de la memaoire de lieu

Symptomes negatifs
o T ~déficits des interactions sociales
Lesionbilatéralede  _ comportement agressif
I'hippocampe ventral  _ gaficits de toilettage
(acide iboténique)

I Fostpubere
' répuberté puberté a age adulte
Rat ll ¢ prep . > < >
--_- -
0 T 21 28

Jours postnataux —' J}

adolescence

Homme
— P ~5 ~ 10 T Y T
zéme of 3"&me |
timestre ﬂ ﬁ ﬁ
Alterations motnces
&duQl Débutdela

schizophrénie

Figure 20 : Chronologie des changements comportementaux apegésion néonatale
de I'hippocampe ventral chez le rat en comparagstiiémergence des symptdémes de la
schizophrénie chez 'Homme. D’aprés Tsengl, 2009.
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L’'axe cerveau-intestin désigne l'interaction pernrdaeentre le cerveau et le TD, et
plus particulierement le SNE, via le SNA sympatleiq parasympathique. Il assure ainsi le
contrdle des fonctions physiologiques gastro-iimiatgs. Son activité peut également étre
modulée par de nhombreux facteurs, notamment laades du TD, du pancréas et du tissu
adipeux afin d’assurer le maintien de la balanarggtique et en particulier la régulation de
la prise alimentaire. Par conséquent, des altésatleri’axe cerveau-intestin peuvent entrainer
a la fois a des perturbations des fonctions digestmais €galement de la prise alimentaire et

peuvent finalement conduire a des pathologiesstejle I'obésité.

La leptine est une hormone peptidique essentiehesynthétisée par les adipocytes,
proportionnellement a la masse de tissu adipeuxcblaais également par I'estomac. Elle
posséde une action anorexigene. Ainsi, elle dimilauerise alimentaire en se fixant sur
I'hypothalamus ou elle stimule les neurones POMJRTAet en méme temps inhibe les
neurones NPY/AgRP. Elle participe aussi a la régurgériphérique du contrble alimentaire.
En effet, elle contribue a 'augmentation de la atna de satiété en se fixant sur les
afférences vagales et en modulant la vidange gastiét le transit intestinal. Finalement, la
leptine participe au contrble de l'axe cerveausdtie via une action sur les neurones
entériques. En effet, son récepteur a été mis iglegee dans le plexus myentérique. De plus,
il a été montré que la leptine stimule I'activitésdneurones myentériques et sous-muqueux.
Néanmoins, son mode d’action et la nature des nesaronpliqués dans le SNE ne sont pas

connus.

La schizophrénie est une pathologie psychiatriguesgumanifeste par des troubles
cognitifs, sociaux et comportementaux au début cdgel adulte. Les facteurs
environnementaux, associés a une prédispositiortigaaginterferent avec le développement
et la maturation de certaines structures cérébr@les anomalies structurales entrainent des
modifications dans la neurotransmission, notammesite impliquant le GABA. La
schizophrénie a également été associée a unetialeda fonctionnement de I'axe cerveau-
intestin, ce qui conduit a des troubles alimensaireétaboliques et digestifs et finalement a
une réduction de l'espérance de vie des patiené&anioins, le développement de ces
troubles chez les malades indépendamment de la pfantipsychotiques est contesté.
Finalement, pour déterminer les mécanismes a ifaigle la schizophrénie et les troubles
associés ainsi que pour mettre en place de nosvillkrapies, les modéles animaux sont

particulierement importants.
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Objectifs de I'étude

Par conséquent, les objectifs de ce travail portaser deux axes. Tout d’abord, il
s'agissait d’évaluer le rdlex vivode la leptine sur les neurones entériques cheatldes
mécanismes d’action impliqués ont également étdi@€tu Dans un deuxieme temps, les
substances circulantes impliquées dans la prismeantaire ainsi que les propriétés
structurales et fonctionnelles du TD ont été éwedugans un modele neurodéveloppemental

animal de schizophrénie (NVHL).
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I. Introduction

Comme nous l'avons vu précédemment, la leptineuest hormone (adipokine)
essentiellement synthétisée par le tissu adipearcbtui intervient dans la régulation du
métabolisme et de la balance énergétique (Zlerad., 1994 ; Pelleymountest al, 1995 ;
Barbier et al., 2000), notamment via une action sur I'hypothalanjuse et al., 1996 ;
Tartaglia, 1997). Elle joue également un rdle d&ss fonctions périphériques et plus
particulierement gastro-intestinales. En effetef#tine synthétisée par I'estomac (Badal.,
1998 ; Cammisottet al.,2005) est libérée dans la lumiére digestive dixgeaux isoformes
de son récepteur, localisées principalement suerésrocytes et les colonocytes (Barrenetxe
et al., 2002 ; Aparicioet al., 2005 ; Hanseret al., 2008). De cette maniere, elle module
I'absorption des nutriments, la croissance et léferses immunitaires du TD. A 'heure
actuelle, on sait qu’elle intervient également dénségulation de la motricité digestive,
notamment via les neurones afférents vagaux. Alimsgptine stimule la motricité intestinale
par une action excitatrice et inhibitrice sur leScanorécepteurs vagaux (Waetgal., 1997 ;
Gaigeéet al., 2002 ; Gaigeéet al.,2003). Des récepteurs a la leptine ayant égaleéiénhis en
évidence dans le SNE des rongeurs (référencesSimmamaret al, 2004), ses effets sur les
fonctions intestinales pourraient également résudee la modulation du SNE. Ainsi, des
concentrations importantes en leptine hyperpolatiks neurones myentériques sensibles au
glucose et n'ont pas d’effet ou dépolarisent legesuneurones (Liet al., 1999). Il a
également été montré que la leptine excite certa@sones myentériques et sous-muqueux
(Reichardtet al., 2011). Néanmoins, les mécanismes d’action préeidadleptine sur les

neurones entériques ne sont pas connus.

Par conséquent, les objectifs de cette étude édéetéterminer les effets de la leptine
ex vivosur les neurones entériques chez le rat maismagatede caractériser ses mécanismes
d’action. Nous nous sommes principalement intéeesséses effets sur les neurones
cholinergiques, nitrergiques et sensibles a laazaggEne, principaux neurones impligués dans
la neurotransmission dans le SNE (Seti@l., 2003 ; Furnesst al.,2004 ; Harringtoret al.,
2010).
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[I. Technique de I'organe isolé

La technique de l'organe isolé est utilisée afinng&ntenir I'intégrité d’'un tisswex

vivo pendant plusieurs heures, dans un environnematrbé® et d’étudier sa physiologie.

Immédiatement apres euthanasie, le jéjunum et llengdroximal de rats males de
souche Wistar sont placés dans une solution ploggople dite de « Krebs » (en mM:
119,8 NaCl, 16,2 gHi,0s 15,5 NaHCQ 5,8 KCI, 2,5 CaGlH,0, 2,0 NaHPO,H-0,
1,2MgChbH0, pH 7,4) a 4° C et oxygénée par lintermédiaire darbogene
(95% Q/5% CQ). Des fragments de tissus sont ensuite disséqies fragments d'environ
lcm de jéjunum sont ouverts et placés dans lesscavergane isolé de telle facon que
I'activité motrice enregistrée soit I'activité duustle lisse longitudinal alors que des anneaux
musculaires de colon (3mm d’épaisseur) sont digsegfin d’enregistrer I'activité du muscle
circulaire Figure 21).

i

Fragment de j&junum - ﬁ Fragment de célon proximal

v y

Dissection du muscle s _l Dissection du muscle
lisse Jongitudinal — |} lisse circulaire
b w ‘L

v

Capteur isoméfngue

Tige mobile relige 3 12

jauge de contrainte *—-..‘_\_
Electrodes de
stimulation

\ .

1
Chambre avec solution de Krebs, [ |
thermostatés et oxygenes \____‘_\ o

o
'ﬂl

b

Figure 21: Dissection et mise en place des prélevementsudeles lisses
longitudinal de jéjunum et circulaire de célon proal.
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Le fragment musculaire est accroché d'une part anneau fixe placé dans la partie
basse de la chambre et d'autre part a la jaugerdeamte via une tige mobile. L'ensemble est
plongé dans la chambre qui contient 10 mL de swiutle Krebs a 37,5°C et continuellement
oxygénée. Un mécanisme de vidange permet le rellemant de la solution dans la cuve.
Les activités contractiles de I'organe sont enteggs avec un capteur isométrique relié a une
interface électronique délivrant le signal & unatkur et permettant leur visualisation et leur
enregistrementHigure 22). Les cuves sont équipées de deux électrodesirdalation en
argent, localisées de part et d’autre du tissued€as a un stimulateur délivrant des
impulsions électriques rectangulaires d’amplitude \4, de fréquence 10 Hz et de durée
200 ps. Cette stimulation est appliquée pendarg &Dpermet la stimulation spécifique des

fibres nerveuses intramurales qui modulent I'até&iwmotrice du lambeau musculaire.
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Figure 22: Exemple de tracé visualisé sur ordinateur.

Apres leur fixation dans la cuve, les lambeaux mlages sont étirés progressivement
jusqu’a un niveau basal (tonus) favorisant les méps optimales a la neurostimulation (NS)
et 'apparition d’'une activité spontanée réguli@fegure 22). Cette étape permet de vérifier
I'activité des neurones intrinséques. Les agentgnpdeologiques dont on veut étudier
I'action sont laissés au contact des tissus pent@dmhinutes avant I'addition de la leptine.
Apres chaque protocole, on procede réguliereménvaange des cuves afin de s’assurer du
retour a une réponse a la NS et a une activité mioa spontanée identiqgues aux conditions

témoins, avant de passer au protocole suivant.
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I1l. Article de recherche A

LEPTIN MODULATES ENTERIC NEUROTRANSMISSION IN
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Florian Voinot,Caroline Fisher, Francis Crenner, Camille Schmidtfeigelle Angel
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Abstract

Leptin has been shown to modulate gastrointestinattions including nutrient
absorption, growth, inflammation and to display pbewm effects on gut motility. Leptin
receptors have also been identified within the renteervous system (ENS), which plays a
crucial role in digestive functions. Although lapthas recently been shown to activate
neurons in the ENS, the precise mechanisms invavedo far unknown. Therefore, the aim
of the present study was to determine the effettepiin on rat proximal colon smooth
muscle and enteric neurons activities. The effefteexogenous leptin on tone and on
responses to transmural nerve stimulation (TNS)isofated circular smooth muscle of
proximal colon in rats were investigated using agaa bath technique. The effects of a
physiological concentration (0.1 uM) of leptin waakso studied on tone and TNS-induced
relaxation in the presence of atropine, hexamethoni-N®-Nitroarginine methyl ester (L-
NAME) and capsazepine. Leptin caused a slight lgnifecant decrease in tone, TNS-
induced relaxation and contraction in a dose-dep@ndsanner in colonic preparations.
Cholinergic antagonists abolished the effects &f oM leptin on TNS-induced relaxation.
This concentration of leptin had no further effentrelaxation in the presence of L-NAME.
In the presence of capsazepine, leptin had no durdlifect either on tone or relaxation
compared to the drug alone. In conclusion, leptodufates the activity of enteric inhibitory
and excitatory neurons in proximal colon. Thesea# may be mediated through nitrergic

neurons. Intrinsic primary afferent neurons mayvelved.
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Abbreviation

ACh: acetylcholine; C: contraction; CCK: cholecyston; CMPC: circular muscle from
proximal colon; ENS: enteric nervous system; Gktgantestinal; IPANS: intrinsic primary
afferent neurons; L-NAME: L-NG-Nitroarginine methgster; NO: nitric oxide; NOS: nitric
oxide synthase; R: relaxation; TNS: transmural eetimulation.
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A. Introduction

White adipose tissue, apart from its role in enesgprage, is a target for various
hormones and is an active endocrine organ produadigokines. These substances are
polypeptides acting on various tissues and orgamglufling muscles, liver and
hypothalamus) and they are involved in the phydlugagy of metabolic regulations such as
energy homeostasis, glucose and lipid metabolisibodb pressure regulation, immune

functions and inflammation [1-4].

Leptin was the first adipokine that has been shtwbe involved in the regulation of
metabolism [5, 6], food intake and energy balarde [ndeed, it acts as a sensor of fat mass
in part of a negative feedback loop that maintairset point for body fat stores [8]. Leptin is
a 16 kDa non-glycosylated peptide hormone encodedhb geneobese(ob) [5]. It is
predominantly produced by mature adipocytes butis produced in other organs such as the
stomach, placenta, skeletal muscle, mammary epithe]9-12]. The plasmatic levels of
leptin are highly correlated with the mass of vistadipose tissue [13, 14]. Leptin exerts its
biological action in the brain through the actieatiof its receptor in the hypothalamus [15,
16]. Because of the ubiquitous tissue distributbbrits receptor, leptin plays also a role in
several peripheral tissues, including skeletal neydover, adipose tissue and intestine [17,
18].

Within the gastrointestinal (GI) tract, the epiibat of the stomach is the major source
of leptin [11, 19]. Both endocrine and exocrinelcg@roduce leptin. Leptin secreted in the
gastric lumen remains stable despite the acidicrenwient and reaches the intestine in an
active form. Leptin receptor isoforms have beemtbin the digestive tract from duodenum
to colon, mainly in the basolateral membrane bsb @n the luminal border of enterocytes
and colonocytes [20-22]. The presence of leptieptws along the Gl tract suggests that
leptin may be involved in diverse functions [23huB, leptin has been shown to modulate Gl
nutrient absorption, growth and inflammation [28]oreover, leptin is known to display
complex effects on motility of the GI tract [24].ehtin-deficient mice, which exhibit
metabolic disturbances similar to obesity, showedirgcrease in gastric emptying and
proximal intestinal transit but a decrease in oVendestinal transit [25, 26]. This effect of
leptin on GI motility may be explained by the pnese of leptin receptors on vagal afferent
neurons which transmit information to the centratous system and then provide in return

parasympathetic control for most visceral organs 23]. Moreover, leptin has been shown to
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cause excitatory and inhibitory effects on intestvagal mechanoreceptors and to stimulate

intestinal motility in presence of cholecystokigdCK) in cats [29, 30].

The enteric nervous system (ENS) plays a crucleliroregulating digestive functions
including motility and nutrient absorption. Becausptin receptors have been found in the
antral and intestinal ENS of rodents, the effectslepitin on gut motility and nutrient
absorption might be due to modulation of ENS atési[31, 32]. Thus, leptin was shown to
hyperpolarize glucoresponsive enteric neurons imegipig [31] and recently to activate
colonic submucous and myenteric plexus [33]. Howetlee precise mechanisms involved

are so far unknown.

Therefore, the aim of the present study was toptheci the effects of leptin on rat
colonic enteric neurons activities, as well as toarmacologically characterize leptin
mechanisms of action. Emphasis will lie on nitreygiholinergic and capsazepine-sensitive
neurons which have been shown to be principallplved in transmission within the ENS
[28, 34, 35].

B. Materials and methods

1. Animals and technique

Male Wistar rats (Charles River Laboratories, Lyénance) were housed two per
cage in a controlled environment at an ambient &atpre of 24 £ 2 °C and under a 12 h
light/dark cycle (lights on 07.00 am). They had libitum access to food (standard low-fat
diet A03, SAFE, Augy, France) and tap water. The aleexperiment, rats (300-500 g) were
anaesthetized with isoflurane 2% (Centravet, Nakegnce) and were killed by decapitation.
The proximal colon was immediately removed and ims®e in a Petri dish containing a
chilled physiological Krebs solution (in mM: 1198aCl, 16.2 GH;20s, 15.5 NaHCQ
5.8 KCI, 2.5 CaGlH.0, 2.0 NaHPO,.H,0, 1.2 MgC}H-»0, pH 7.4) oxygenated with 95%
0,/5% CGQ. Then, 8 strips of circular muscle (3 mm) weresdited from proximal colon
(CMPC), rinsed of intraluminal content and mountedorgan bath chambers containing
10 ml of warmed (37 °C) and gassed (95%5& CQ) Krebs solution. CMPC mechanical
activities were measured by means of an isomairaeftransducer (Fort25, WPI, Aston, UK)
and amplifier (Lab-Trax-4/24T, WPI, Aston, UK) anglere visualized using computer
(HP Compaq 8000, Hewlett-Packard, USA). Transmuoeave stimulation (TNS) was applied
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via two steel electrodes, placed 10 mm apart froentissue. Square wave pulses of 15 V
intensity, 10 Hz frequency and 2@8 pulse duration, during 10 s period of time, wesed
(stimulator designed by the Metrology and Instrutagon in Biology and Environment
(MIBE) department, IPHC, CNRS, Strasbourg, France).

Animal care was provided according to protocols gadlelines approved by the local
Animal Care and Ethic Committees (CREMEAS #AL/0612309).

2. Experimental design

At the beginning of the experiment, each musclg stias stretched incrementally to
its optimal length, until the spontaneous conttacéictivity (basal tone and spontaneous
rhythmic contractions) and the contractile respenge TNS were stable. Strips without
spontaneous contractile activity or response to WMdBe excluded from the study. Strips
were finally allowed to equilibrate for 60 min aftevhich the effects of various
pharmacological agents on basal tone and resptmdd$S were investigated. Bath solution

was replaced every 15 minutes.

In a first series of experiments, three increasioigcentrations of leptin (0.01, 0.1 and
1 puM) were added to the bath with washouts betweach concentration. The
pharmacological effects of each concentration vgardied 10 minutes after its application. In
a second series of experiments, the response 10M.af leptin (0.395 pg.mt) was studied
in the presence of several pharmacological agemstylcholine (ACh, 10 uM), atropine
(1 uM), hexamethonium (0.1 mM), LSNitroarginine methyl ester (L-NAME, 0.1 mM) and
capsazepine (10 uM). ACh was added to the bath ibdites after the addition of leptin
whereas the other drugs were administrated 10 esnutor to leptin. After each experiment,
tissues were washed out by replacing the bathienlgeveral times with fresh Krebs solution
and muscle strips were allowed to equilibrate forn3@utes. Recovery of smooth muscle

strips was regularly verified by stimulating entemerves.

3. Drugs

Leptin (human leptin) was purchased from Polypepti@doratories (Strasbourg,

France), atropine and hexamethonium from Sigmaiéid{Saint-Quentin Fallavier, France).
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The other drugs were purchased from Tocris BioseefBristol, UK). Capsazepine was
dissolved in DMSO whereas the other substances disselved in distilled water. Solvent
vehicles were added to the bath (in a volume of 1DGn 10 mL) for control experiments.
They showed no effect on spontaneous contracttleitgcor response to TNS developed by
rat CMPC.

4. Data analysis

Analysis was performed using Datatrax (Datatrax ¥MPI, Aston, UK). Tone was
evaluated for 2 min before TNS. The parameterb®fliNS-induced response were measured
as the area under the curve (in‘gBigure 1). The effects of the pharmacological agents are
given as the percentage change from control basal @ar from area under the curve for TNS

responses (defined as 100 Pigure 1).

Area under the

D curve (g% 5)

Basal tone —p -

105

Figure 1. Typical traces illustrating the mechanical resgon®
transmural nerve stimulation (TNS) developed by MM normal
Krebs solution in rats. Mechanical response to TisiSsomposed of a
relaxation (R) and an off-contraction (C) at the ehdtimulation.

Data were expressed as the mean + SEM. Statisineadysis was carried out using R
(R Foundation, Vienna, Austria). The effect of threg was evaluated by paired t-test since
each muscle strip was considered as its own conDtferences between drugs were
evaluated using ANOVA followed by Tukey multiple roparisons tests with Holm

correction. Differences were considered significar® < 0.05 (noted *).
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C. Results
1. Influence of leptin on tone and TNS-induced respores

TNS induced two kinds of responses in CMPC (Figlirean inhibition of phasic
contractions during stimulation (relaxation, nofRll as a result of activation of inhibitory
non-adrenergic, non-cholinergic (NANC) neurons|dwkd by a large contraction just after
cessation of stimulation (off-contraction, noted & a result of contraction due to excitatory
neurons activation superimposed on a rebound admma[36]. Leptin caused significant
decrease in tone and both TNS-induced R and Cdimsa-dependent manner (n= 12, Figure
2). Leptin decreased tone by 4 + 3% and TNS-indiRday 13 + 3% at a dose of 0.1 uM
(P < 0.05) whereas it had no effect on the TNS-teduC (P > 0.05).

100

90

@D
g
= 80 ® —e—Tone
=2 # —a—Rarea
——C area
70
60 T T
0.01 0.1 1
Dose leptin (M)

Figure 2. Dose-response curves of leptin on basal tone, -TNS
induced relaxation and TNS-induced contraction.tiredecreased
these parameters in a dose-dependent manner (nBh2j are
expressed as % of control response (taken as 1fififférence with
control response (P < 0.05) by paired Studentti-tes

2. Pharmacological characterization of leptin effect®n tone and TNS-induced R

In order to determine the nature of the neuronsliued in the effects of leptin, the
effects of leptin at a dose of 0.1 uM (0.395 pginbn tone and TNS-induced R were
studied in the presence of acetylcholine, atropgi@echolinergic muscarinic antagonist),
hexamethonium (a nicotinic antagonist), L-NAME (#&inioxide synthase - NOS inhibitor)

and capsazepine (used to investigate the rolesokral afferent nerves).
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L-NAME (0.1 mM) induced a significant decreasehe fTNS-induced R of CMPC (-
50 £ 11 %, n =7, P <0.05jgure 3) whereas it had no effect on basal tone (P > OlG&tin
in the presence of L-NAME induced a decrease in CNRP(-62 = 9 %, P < 0.05) which was
not significantly different from the decrease indddy L-NAME alone (P > 0.05).

120 -
100 A
80 A
- .
E" Leptin (0.1 pM)
= 60 1
G EL-NAME (0.1 mM)
==
40 OL-NAME (0.1 mM) 10 min
prior to leptin (0.1 pM)
20 A
0 .

tone R area

Figure 3. Effects of leptin (0.1 uM), L-NAME (0.1 mM) anetin in the presence
of L-NAME on basal tone and TNS-induced relaxatfg) of CMPC in rats. Data
are expressed as % of control response (taken @)T@ifference with control
response (P < 0.05) by paired Student t-test. \éa$taring common letterd” are
not significantly different (P > 0.05) by one-wayN®VA followed by Tukey
multiple comparisons test.

ACh (10 uM) induced a significant increase in basale of CMPC (115 + 34 %,
n =6, P < 0.05Figure 4). Exogenous leptin (0.1 uM) had no significanteffon the tonic
contraction induced by ACh in CMPC (P > 0.05).
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Figure 4: Effects of ACh (10 uM) on basal tone of CMPC atsr (a) in normal Krebs
solution and (b) in the presence of leptin. (c) Towe increase induced by ACh in the
presence of leptin is not significantly differembrh those induced by ACh alone. Data
are expressed as % of control basal tone (také©@%). *difference with control basal
tone (P < 0.05) by paired Student t-test. Valuesispacommon letters®f) are not
significantly different (P > 0.05) by one-way ANOV#ollowed by Tukey multiple
comparisons test.

Hexamethonium (0.1 mM) induced a significant inseean the TNS-induced R of
CMPC (15 £ 4 %, n = 7, P < 0.0Fjigure 538 whereas it had no effect on basal tone
(P >0.05). Leptin in the presence of hexamethoninduced an increase in CMPC-R
(20 £5 %, P <0.05) which was not significantlyffelient from the increase induced by

hexamethonium alone (P > 0.05).
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Atropine (1 uM) induced a significant decreaseha basal tone (-10 + 3 %, n = 7,
P < 0.05;Figure 5b) whereas it had no effect on the TNS-induced FCBIPC (P > 0.05).
The decrease in basal tone induced by leptin washmaoiged in the presence of atropine in
CMPC (P > 0.05). The decrease in relaxation aremced by exogenous leptin was
significantly inhibited in the presence of atropineCMPC (99 £ 2 %, n=7, P < 0.05).
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Figure 5: Effects of leptin (0.1 uM), cholinergic antagdsi¢a) hexamethonium and
(b) atropine (10 uM) and leptin in the presencéheke antagonists on basal tone and
TNS-induced relaxation (R) of CMPC in rats. Data axpressed as % of control
response (taken as 100%).*difference with contesponse (P < 0.05) by paired
Student t-test. Values sharing common letté3 &re not significantly different
(P > 0.05) by one-way ANOVA followed by Tukey mple comparisons test.
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Capsazepine (10 puM) induced a significant decr@adaeoth basal tone and TNS-
induced R of CMPC (respectively -19 + 3 % and -48%4, n = 7, P < 0.05zigure 6). Leptin
in the presence of capsazepine induced a decredssal tone and R of CMPC (respectively
-18 £ 3 % and -47 £ 10%, n = 7, P < 0.05). Howeteese effects were not significantly

different from those induced by capsazepine aléhe .05).
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Figure 6: Effects of leptin (0.1 uM), capsazepine (10 pMiddeptin in the
presence capsazepine on basal tone and TNS-indelzedtion (R) of CMPC in
rats. Data are expressed as % of control respoalsen(as 100%).*difference with
control response (P < 0.05) by paired Studentti-t&dues sharing common letters
(® are not significantly different (P > 0.05) by eway ANOVA followed by
Tukey multiple comparisons test.

D. Discussion
1. Effects of leptin on Gl tract motility

In the present study, the effects of leptin on calanotility were investigateeh vitro
in rats. The possible mechanisms involved wereyapdl Leptin was shown to modify tone
and TNS-induced response of CMPRQis effect seems to be mediated by nitrergiclibry
and cholinergic excitatory intramural neurons witthe ENS. Capsazepine-sensitive neurons

might also be involved in the effects of leptin.
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This study shows that leptin decreased tone and -ibi&ed relaxation and
contraction in rat CMPC in a dose-dependent mannéicating that leptin may act through
peripheral mechanisms. If leptin is produced lggdibr instance by adipocytes in colonic
submucosa [33, 37] its receptors may be deserditimbich might explain the weak but
significant effect of exogenous leptin on enterdurons. Indeed, our results were consistent
with those from previous studies showing that leptnodulates Gl tract motility [24],
hyperpolarize glucoresponsive enteric neurons il excites enteric neurons of submucous

and myenteric plexus [33].

For the present study, it was decided to use aerdration of leptin (0.1 uM = 0.395
pHg.mL1) to characterize the mechanisms involved in tegtition on tone and TNS-induced
relaxation even though this concentration has riecefon TNS-induced contraction. This
concentration has previously been shown to actiaterexigenic pro-opiomelanocortin
neurons in mice [38], enteric neurons in guinea{B®] and to stimulate vagal afferents in
cats [29].

2. Effects of leptin on inhibitory motor neurons

Leptin in the presence of L-NAME induced a decreasdhe relaxation that is
significantly larger than the one induced by le@lane but not different from the decrease
induced by L-NAME alone. An effect of leptin onsr@ual non-nitrergic neurotransmitters
may not be excluded due to the weak effect of hepti relaxation that is in the same way as
L-NAME. However, leptin effect in the presence oNAME is not significantly different
from those induced by L-NAME alone suggesting ageeffect on nitrergic neurons. In the
intestine, stimulation of NANC inhibitory neuronssulting in muscle relaxation involves a
number of substances that have been proposeduastra@smitters in the rat colon (ATP,
VIP, PACAP) [39-42]. However, a large number ofdsts have suggested that, in most
cases, enteric NANC inhibitory neurotransmissiors wi@pendent on the activation of the
NOS enzyme which was found to be present in ngd&s44] emphasizing the major role of

NO in motor neurons innervating smooth muscle layer

The effect of exogenous leptin on nitrergic neuraiihin the Gl tract has never been
observed before. However, it has recently been shbat leptin may exert a direct relaxant
effect on the vasculature through endothelial Nl@ase in rats [45, 46]. Furthermore, pre-
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treatment of aorta rings with LS\Nitroarginine methyl ester, another NOS inhibitor
significantly attenuated the maximal relaxation iceldi by exogenous leptin in rabbits [47].
Moreover, leptin in high concentrations has beeomshto display an enhancing effect on
rabbit clitoral corpus cavernosal smooth musclexation [48]. This process may occur

through an NO-dependent mechanism and voltage-depéralcium channel blockade [48].

3. Effects of leptin on interneurons or intrinsic primary afferent neurons (IPANS)

To investigate the hypothesis of an indirect efte@deptin, anti-cholinergic substances
and capsazepine were tested. Capsazepine is a&sgrahtagonist of a functional vanilloid
receptor VR1 which is expressed by afferent neurn@d®. As we used an organ bath
technique, the tissues were devoid of extrinsiceimations and capsazepine was used to
investigate the role of intrinsic primary afferamurons (IPANs). The present data showed
that the possible effect of leptin on nitrergicpesses was blocked by hexamethonium but
not by atropine in proximal colon. Moreover, noeeff of leptin was observed on ACh-
induced increase in tone. Furthermore, leptin,he presence of capsazepine, induced a
decrease in tone and in TNS-induced relaxationighsignificantly larger than those induced

by leptin alone but not different from the decremskiced by capsazepine alone.

Therefore, leptin may activate NO release through #activation of intramural
cholinergic neurons and capsazepine-sensitive neurthe inhibitory motor neurons in the
Gl tract receive inputs from descending internesrand myenteric IPANs [50-52]. The
primary neurotransmitter from IPANs to inhibitoryotor neurons and between interneurons
in the rat colon is ACh, acting mainly via nicotimeceptors [53]. Moreover, the role of leptin
on afferent nerves has previously been shown. thdeptin acts directly on chemosensitive
mechanoreceptors via intestinal vagal afferent nebves [29, 55], in cooperation with CCK
[30]. It has also been shown that peripheral legtihibits, together with CCK, a potent
gastroprotective activity which depends upon vagalvity and sensory nerves containing
CGRP and NO [56]. Therefore, one hypothesis is lgatin, in addition with activation of
vagal afferent neurons, may activate IPANs whicly iread to NO release.
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4. Conclusion

The present data give new information on the involeet of leptin in modulating the
activities of intrinsic enteric neurons within tipeoximal colon of rats. For the past years,
research on leptin has been a main topic in tHd b€ obesity and nutrition by way of its
actions on the central nervous system. More regetite focus has been placed on the direct
relation of leptin with the physiology of the diges tract. Indeed, intestinal absorption of
nutrients, mucus secretion, motility and inflamroati among other processes, are all
influenced by leptin [24]. The precise role of taeteric nervous system in mediating the
effects of leptin, however, has to be further itigeged.
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Résumé des résultats

Dans le muscle circulaire de c6lon proximal (MC@B)at :

- la leptine entraine une diminution du tonus de beisele la réponse a la NS

(relaxation et contraction). Cet effet est doseetélant.

- les effets de la leptine sur le tonus et la refaxanduite par la NS sont inhibés en
présence de L-NAME (inhibiteur de I'enzyme qui $yétise le NO: la NO

synthase).
- laleptine n'a pas d’effet sur la contraction irtdypar I’ACh.

- les effets de la leptine sur le tonus et la relaranduite par la NS sont blogués en
présence d’hexaméthonium (antagoniste cholinergigjoetinique) mais pas en

présence d’atropine (antagoniste cholinergique arrgque).

- les effets de la leptine sur le tonus et la relaranduite par la NS sont bloqués en

présence de capsazepine (antagoniste du récepRLlreXprimé principalement

par les IPANS) S

/

IV. Résultats complémentaires

Dans cette partie de I'étude, nous avons détertemeéffets de la leptine sur le SNE
du jéjunum de rat. Pour ce faire, nous avons éviséffets d’'une dose unique 0,1 pM
(0,395 pg.mLY) de leptine sur le tonus de base ainsi que laagtn et la contraction en
réponse a la NS dans le muscle longitudinal du {gjur{MLJ). Nous avons également
déterminé les mécanismes d’action de la leptine.sNwons utilisé le méme lot d’animaux
que celui présenté dans l'article scientifique @dtainsi qu'un second lot de rats de méme
souche, sexe et age (lot 2). Les effets de laneseule ont été évalués sur les rats des deux
lots. Les effets de la leptine ont été évaluésrésgnce d'atropine ou de capsazepine sur le
lot 1 et en présence de L-NNA (un autre inhibitéeila NO synthase) ou de pancuronium (un
autre antagoniste nicotinique) sur le lot 2. L'gsal des données a été réalisée comme dans
I'article scientifigue A. Compte tenu des effectitduits (n = 4), aucune analyse statistique

n'a été menée sur les effets du pancuronium, d®pme et de la capsazepine.
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A. Influence de la leptine sur le tonus basal et la ppnse induite par la NS

La NS induit les mémes réponses dans le MLJ que l@aNkCCP Figure 23). La
leptine a la dose unique de 0,1uM induit une dimmamu significative du tonus basal de
3+ 1%, de la relaxation de 20 + 3% et de la cativa induite par la NS de 23 8%
(n=14; P <0,05). Il nexiste pas de différenteffdt de la leptine entre les lots (P > 0.05).
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Figure 23: Tracé illustrant la réponse mécanique a la rstumnaolation
(NS) développée par le MLJ de rat dans une soluteKrebs. La réponse
mécanique a la NS est constituée d'une relaxat®n quivie d’'une
contraction (C) a la fin de la stimulation.

B. Effets de la leptine sur les neurones nitrergiques

Le L-NNA (0,21mM) entraine une diminution signifioz de la relaxation induite par
la NS du MLJ (-58 + 10%, n = 8, P < 0.0bigure 24) alors qu’il n’a pas d’effet sur le tonus
de base ou la contraction induite par la NS (P05)0.La leptine en présence de L-NNA
induit une diminution de la relaxation (-58 + 8%, < 0.05) et n'a pas deffet sur la
contraction. Ces parameétres ne sont pas signiferaent différents de ceux induits par le L-

NNA seul (P > 0.05).
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Figure 24: Effets de la leptine (0,1 uM), du L-NNA (0,1mM} de la leptine en
présence de L-NNA sur le tonus de base, la relaxafR) et la contraction (C)
induites par la neurostimulation du muscle longiatlidu jéjunum chez le rat. Les
données sont exprimées en % de variation de lans&poontrdle (correspondant a
100%). *difference avec la réponse contréle (P 85Dpar un test t apparié. Les
valeurs qui partagent la méme lettt® (ne sont pas significativement différentes par
une ANOVA suivie d’un test de Tukey pour comparasmultiples.

C. Effets de la leptine sur I'innervation cholinergique

Le pancuronium (10uM) semble provoquer une augrientde la relaxation induite
par la NS (104 + 36%) et une réduction de la catita (-27 £ 7%) sans avoir d’effet sur le
tonus basalHigure 253). Les effets de la leptine en présence de panauromie sont pas
différents de ceux observés avec le pancuroniurh kea effets de l'atropine (1uM) seule
semblent relativement similaires a ceux du pandurorfFigure 25b). Compte tenu du faible
effectif et de la variation intraspécifique il esfficile de déterminer si les effets de la leptine

en présence d’atropine sont différents des efietsattopine seule.
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Figure 25:. Effets de la leptine (0,1 uM), des antagonisté®linergiques (a)
pancuronium (10uM) ou (b) atropine (1uM) et de dptine en présence de ces
antagonistes sur le tonus de base, la relaxatipet(R contraction (C) induites par la
neurostimulation du muscle longitudinal du jéjungirez le rat. Les données sont
exprimées en % de variation de la réponse confobigespondant a 100%) et aucune
statistique n’a été réalisée.
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D. Effets de la leptine en présence de capsazepine

La capsazepine (10uM) semble entrainer une dinoinute la relaxation induite par la
NS (-46 + 12%) sans avoir d’effet sur la contractet le tonus de bas€igure 26). Il est

difficile de se prononcer sur les effets de laifepen présence de capsazepine.
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Figure 26: Effets de la leptine (0,1 uM), de la capsazepipiM) et de la leptine en
présence de capsazepine sur le tonus de basdajatien (R) et la contraction (C)
induites par la neurostimulation du muscle longiat du jéjunum chez le rat. Les
données sont exprimées en % de variation de lansg&poontréle (correspondant a
100%).

V. Discussion : modulation de la neurotransmission danle SNE du rat par la leptine

L’ensemble de nos résultats apporte des argumanfsveur d’effets modulateurs de
la leptine sur I'activité motrice gastro-intestiea&x vivoet de celle des neurones entériques
chez le rat. En effet, nous avons montré que lanemiminue le tonus basal ainsi que la
relaxation et la contraction induites par la NSe ge soit du MCCP de rat de maniere dose-
dépendante ou du MLJ a une dose unique de 0.1uBlré&eltats sont en accord avec des
études précédentes qui ont montré que la leptinaulmdd motricité du TD (Yarandgt al.,
2011), hyperpolarize les neurones entériques dessitl glucose (Liet al., 1999) et excite

les neurones entériques des plexus sous-muquewyeetériques (Reicharet al.,2011).
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A. Modes d’action de la leptine
1. La leptine inhibe la relaxation

Les inhibiteurs de la NO synthase réduisent laxedlan induite par la NS. La leptine
en présence de ces inhibiteurs n’exerce pas dietidiiteur supplémentaire. Par conséquent,
la réduction de la relaxation induite par la leptpwurrait résulter de la stimulation de la
libération de NO par les neurones moteurs inhibstelu colon proximal et du jéjunum. A
notre connaissance, c’est la premiére fois qu'undeemontre que la leptine est impliquée
dans la modulation de la relaxation dans le TD.eDdpnt, plusieurs autres études ont montré
que la leptine avait un effet relaxant sur le meididse d’autres tissus tels que l'aorte ou le
corps caverneux clitoridien du lapin, via une actsur la libération de NO (Kimuret al.,
2000 ;Sahin & Bariskaner, 2007 ; Lest al.,2011).

Afin de déterminer si I'action de la leptine sus leeurones entériques est directe ou
indirecte, nous avons déterminé les effets de [atine en présence d’antagonistes
cholinergiques ou de capsazepine. Nous avons mquédes effets de la leptine sont inhibés
en présence d’'un antagoniste nicotinique mais pas dhtagoniste muscarinique dans le
cblon et que les effets de la leptine en préserceafsazepine ne sont pas différents de ceux
induits par la capsazepine seule dans le cOlon.pBotenu du faible effectif et de la forte
variabilité individuelle obtenue dans le jéjunumrdg il est difficile d’affirmer que les effets
sont identiques, méme s’ils s’en rapprochent. Matgpia, ces résultats tendent a montrer que
la leptine stimule indirectement la libération d® Mn activant des neurones cholinergiques
entériques dans le cblon proximal et potentiellentlamts le jéjunum. En effet, les neurones
moteurs inhibiteurs sont modulés par des intern@goou par des IPANs dont le
neurotransmetteur principal est I'ACh qui agit grpalement via les récepteurs nicotiniques
(Li & Furness, 2000 ; Furness & Sanger, 2002 ; Baml., 2003 ; Benarroch, 2007). Par
conséquent, la leptine pourrait activer des intermees et/ou des IPANs qui projettent vers
des neurones moteurs excitateurs. De la méme reailiarété montré que la leptine module
I'activité neuronale dans les ganglions pancréasqehez le chien et cet effet résulte
probablement de la facilitation de la transmissibalinergique nicotinique par la leptine (Sha
& Szurszewski, 1999). La leptine pourrait plus patterement moduler I'activité des
récepteurs sensitifs muqueux des IPANs de la mémm@eme qu’elle agit directement sur
certains mécanorécepteurs de fibres nerveusesdtEs vagales (Gaigé al., 2002 ; Gaigé

et al., 2003 ; Peterst al., 2006). Reichardét al., (2011) ont montré que les neurones sous-
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mugueux et myentériques qui répondent a la lestime, en partie seulement, stimulés par la
nicotine, suggérant ainsi que la leptine activesiplurs sous-populations de neurones
entériques dans le célon transverse du cobayecdPaéquent, il est possible que la leptine
stimule des neurones moteurs nitrergiques directereé indirectement via I'activation

d’interneurones et/ou d’IPANs qui agissent surda@écepteurs nicotiniques.

2. Laleptine inhibe la contraction

La leptine diminue significativement la contractioduite par la NS dans le jéjunum a
une concentration de 0,1uM et dans le célon proxémane concentration de 1uM. Cela
pourrait étre di simplement a une baisse du rebdaoeda une diminution de I'amplitude de la
relaxation. Néanmoins, la contraction induite @aNIS résulte également de la libération de
neurotransmetteurs, notamment d’ACh et de tachy&®s)i par les neurones moteurs
excitateurs (Goyal, 2000). La contribution de cesstcomposantes varie en fonction des
conditions expérimentales et de la région du TD.déaséquent, la leptine pourrait agir en
inhibant I'activité de certains neurones moteursitaieurs. De tels effets ont été rapportés
dans d’autres tissus : la vasodilatation induitel@eCh dans I'artére coronaire de chien est
atténuée en présence de leptine (Knudsdn al., 2005) et des modifications de
neurotransmetteurs dans les neurones cholinergiq@egmentation de la choline
aceétyltransférase) sont induites par la leptine d&i&NC (Di Marcoeet al.,2000). A I'heure
actuelle, les données que nous possédons ne noostfEnt pas de déterminer précisément le

mécanisme d’action de la leptine sur les neuror@sumns excitateurs.

B. Réponse a la leptine dans le TD : relation structuw/fonction

Au cours de cette expérience, nous avons montrdagleptine stimule les neurones
entériques du jéjunum et du célon proximal. La ddseleptine que nous avons décidé
d'utiliser pour la plupart des expériences (0.1 gM.395 pg.mr) entre dans la gamme de
concentration qui active les neurones anorexigdt@®@MC dans le cerveau de la souris
(Cowley et al., 2001), les neurones entériques du colon distatahaye (Reichardéet al.,
2011) et les neurones afférents vagaux du chagé@&aial., 2002). Néanmoins, dans notre
étude, il semble que la concentration nécessdieetivation des neurones entériques ne soit

pas la méme dans le jéjunum et le cbélon proximaleffet, une dose unique de 0,1 uM de
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leptine entraine une diminution de la relaxatioduite par la NS de 20% et de la contraction
de 23% dans le jéjunum alors gu’elle n'implique daschangement de la contraction et une
diminution de la relaxation de seulement 13% dardlon proximal. Il faut utiliser une dose

10 fois plus importante (1uM) dans le cblon poutealy les mémes effets (diminution de la

relaxation de 21% et de la contraction de 25%)dares le jéjunum.

1. Les récepteurs a la leptine dans le TD

Une des hypotheses permettant d'expliquer cesrdift®s est que le nombre de
récepteurs a la leptine est plus important dajgguaum que dans le cdlon proximal. Dans ce
cas, nous pouvons supposer, d’'une part, que le rodérécepteurs par neurone n'est pas
différent entre les tissus mais que c’est la déndds neurones sensibles a la leptine qui
diminue le long du tube digestif. En effet, les rges dans les circuits nerveux de lintestin
gréle et du coélon sont relativement semblables excéption de certaines classes
d’interneurones : trois classes d’interneuroneseledants et une classe d’ascendants ont été
identifiées dans le jéjunum du cobaye alors quérgudasses d’interneurones descendants et
trois d’ascendants ont été mis en évidence dao8lém (Lomax & Furness, 2000). De plus,
la proportion des neurones varie en fonction dé&dgon du tube digestif (Lomax & Furness,
2000). Par conséquent, la variation de la propodmcertains types de neurones porteurs du
récepteur a la leptine entre l'intestin et le cOpmurrait entrainer les variations de réponse
observées. D’autre part, nous pouvons supposeteguecepteurs a la leptine dans le SNE
sont répartis selon un gradient de densité le fundube digestif. A notre connaissance, |l
n'existe pas de donnée quantitative concernantélespteurs a la leptine sur les neurones
entériques dans le tube digestif. De maniere génélans le TD, méme si Yaranei al.
(2011) affirment que les récepteurs a la leptinet gdus spécialement abondants dans la
partie proximale de l'intestin, I'étude de Hansaral. (2008) ne semble pas faire apparaitre
de différence de densité de leptine et de son tégepntre le jéjunum et le cdlon transverse

de porc.
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2. Origine de la leptine impliquée dans les fonctiondigestives

La leptine intervient dans de nombreuses fonctia@s le TD, qui sont
particulierement importantes dans le jéjunum (Ydra al.,2011). Par conséquent, il n'est
pas étonnant que la leptine soit plus efficace dajEunum que dans le célon. D’autre part,
I'origine de la leptine qui module les fonctiongestives et plus particulierement I'activité
des neurones entériques reste controversée. Enlaffeptine provenant des adipocytes serait
libérée tardivement et participerait a la gestiogs déserves lipidiques et de la prise
alimentaire, notamment en agissant dans le tisqueaxiet dans le cerveau. A linverse, la
sécrétion rapide de la leptine gastrique servirdét modulation des fonctions digestives et de
la prise alimentaire via une action locale (revaesdBuyseet al., 2002 ; Yarandiet al.,
2011). Ainsi, la sécrétion de leptine gastriquecaurs du repas est principalement exocrine :
une fois dans la lumiére gastriqgue, la leptine tn'gss totalement dégradée par
I'environnement acide et peut agir dans le TD. @'yrart, elle peut agir localement dans
'estomac en activant les afférences vagales wssénsitives pour produire des signaux de
satieté. Ces signaux sont intégrés dans le NT&iedd soit dans le noyau moteur dorsal du
nerf vague pour assurer un contrble parasympathdgadonctions viscérales par un réflexe
vago-vagal, soit dans le noyau paraventriculaird’ldgothalamus pour controler la prise
alimentaire Figure 27). Cette action locale de la leptine amplifierattion des récepteurs a
la CCK expliquant la synergie de la leptine et [@akKCdans I'induction précoce de la satiété.
D’autre part, la leptine gastrique peut transitersv’intestin et le c6lon sous forme libre ou
lite a des macromolécules ou elle interagit avecr&eepteurs pour contréler la motricité
digestive, I'absorption, le développement de |égiium intestinal ainsi que la réponse
immunitaire. Ainsi, la leptine peut moduler lesréb vagales en présence de CCK afin de
stimuler la motricité intestinale chez le chat (@&aét al, 2002 ; Gaigét al.,2003). De plus,
la leptine favorise I'absorption intestinale destpmes au détriment de celle des lipides, ce
qui aurait pour conséquence de réduire la priseegliaire (théorie aminostatiquggure 26;
Buyse et al., 2004). Elle possede également un rble de factephigue, peut altérer les
réponses du systeme immunitaire et participerdé physiopathologie des cancers et des
maladies inflammatoires intestinales (revue damadiet al.,2011).
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Figure 27: Modele hypothétique d’action de la leptine ggste sur la satiété
post-prandiale.® leptine gastrique libérée pardpas, @ récepteurs a la
leptine (R-ob)® CCK-8, récepteur a la CCK (RCCKIXMNX : noyau
moteur dorsal du nerf vague, GP : ganglion pleri®r NTS : noyau du
tractus solitaire, PVN : noyau paraventriculaire I'tigpothalamus. D’apres
Buyseet al, 2004.

Une derniére hypothése a été émise récemmentasigie de la leptine activant les
neurones entériques du cblon (Reichatdil.,2011). Elle repose sur I'existence d’adipocytes
dans la sous-muqueuse du cblon essentiellemenisittraniet al., 2003). Ces adipocytes
sont situés a proximité des ganglions du plexus-souqueux et il semble qu’il y ait des
voies de signalisation entre ces adipocytes egdeglions nerveux (Hanaet al., 2007 ;
Schemannet al., 2010) . Ainsi, la leptine pourrait étre libéréer pas adipocytes sous-
muqueux et avoir une action paracrine sur les magentériques du colon (Reichagtal.,
2011). Néanmoins, ces adipocytes étant peu nombdens liléon (Harisinghanet al.,
2003), ce mode d’action n’expliquerait pas a luildes différences d’effets de la leptine

observées entre les tissus.
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VI. Conclusion et perspectives

Afin de confirmer le mode d’action de la lepting &6 neurones moteurs inhibiteurs
du MLJ de rat et de déterminer le mode d’actionlaléeptine sur les neurones moteurs
excitateurs, il est nécessaire de réaliser une tleuggpérience. Dans cette expérience, le
nombre de données concernant les effets de laéeptla dose de 0,1uM sur ces parametres,
en présence des substances précédemment testees,étle augmenté afin de pouvoir

confirmer ou infirmer les résultats obtenus et earchniére significative.

Afin de vérifier les hypotheses sur le mode d’actitenla leptine en relation avec la
structure et la fonction du TD, des études d'immistochimie (méthode de localisation de
protéines dans les cellules d’une coupe de tissuaen d’anticorps) pourraient étre menées.
D’une part, afin de déterminer I'origine de la iept stimulant les neurones entériques, une
forme de leptine marquée pourrait étre injectéesardts soit par voie intraveineuse (ou intra-
artérielle) soit par voie intra-gastrique (Yuah al., 2000 ; Gaigéet al., 2003). Aprés
euthanasie et prélevement du TD, la quantité daleslcoexprimant un marqueur neuronal
(par exemple I'énolase), le récepteur a la leptaela leptine marquée, pourrait étre
déterminée dans chaque condition (injection samgaingastriqgue), comme cela a été décrit
préecédemment dans 'ARC (Fernandez-Galtaal., 2010). D’'autre part, afin de déterminer
sur quel(s) type(s) de neurones la leptine estidapie se fixer ainsi que la proportion de ces
neurones et la densité des récepteurs a la ldptioag du TD, des doubles marquages, I'un
correspondant au récepteur a la leptine et l'adtreine protéine intervenant dans le
métabolisme d’un neurotransmetteur particulier @a@ample NO synthase, ACh transférase),
pourraient étre réalisés et comparés entre les dissys. Finalement, une réaction de
polymérase en chaine quantitative (QPCR : méthodagiant 'amplification génique et la
quantification d’ADN) pourrait permettre de détenami le rapport de I'expression du gene

codant pour le récepteur a la leptine entre lenjéju et le célon proximal.

L’axe cerveau-intestin constitue le lien entre Ipsocessus digestifs et le
comportement alimentaire. En particulier, la leptijipue un role physiologique dans la
régulation de cet axe en modulant I'activité degraees entériques. Ainsi, une altération de

I'axe cerveau-intestin pourrait conduire a d’impmits troubles périphériques associés a des

maladies psychiatriques telles que la schizophrénie
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Chapitre 2

Consequences periphériques d’'une

lésion néonatale de I'hippocampe

ventral chez le rat
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I. Introduction

Comme nous l'avons vu précédemment, la schizophréest une maladie
psychiatrique caractérisée par une altération destibns mentales, des émotions et du
comportement et de certains des mécanismes impligleEns la perception et le
jugement (Tamminga & Holcomb, 2005 ; Meyer & Feld@010). La schizophrénie est le
résultat comportemental a I'age adulte d'une abierrapérinatale dans les processus
neurodéveloppementaux causée par l'interactionedpradisposition génétique et de facteurs
de risques environnementaux (Tsuahgl.,2001 ; Rapoporet al.,2005). En plus de troubles
comportementaux et cognitifs, la schizophrénie @ éssociée a des perturbations
périphérigues. Ainsi, les troubles cardiovascutagenstituent la premiére cause de mortalité
chez les patients atteints de cette maladie (Hemsedeal, 2005). Plus récemment, des
études ont mis en évidence un lien entre les tesulshrdiovasculaires, alimentaires et
métaboliques chez ces patients (Thakore, 20043chezophrénie a également été associée a
des troubles gastro-intestinaux tels qu’une inflatiom ou une perturbation de la motricité
digestive (Peupelmanet al, 2009a). Nous avons vu précédemment que ces doscti
alimentaires, métaboliques et digestives ne sostim#Ependantes et sont régulées par 'axe
cerveau-intestin. Cependant, a notre connaiss#éindgjne des altérations de ces fonctions

chez les patients schizophrenes n’a jamais étéaetudi

Par conséquent, les objectifs de cette étude étdientaractériser la nature des
troubles métaboliques et intestinaux chez un moaeilmal de schizophrénie et d’envisager
un mécanisme a l'origine de ces altérations. Peuface, nous avons utilisé le modéle de
|ésion néonatale de I'hippocampe ventral cheztleena effet, ce modéle est le modéle animal
heuristique de schizophrénie le mieux caractérid@eare actuelle. De plus, des perturbations
de la balance énergétique sont prévisibles cheratlssNVHL car d’'une part ces animaux
présentent des troubles du comportement alimenflageourtieret al, 2012) et d’autre part
la lésion détruit des fibres nerveuses qui inndrveirectement ou indirectement
I'hypothalamus, centre de régulation de la balagnergétigue (Van Groen & Wyss 1990 ;
Chiba 2000).
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[I. Modéle NVHL

A. Stratégie expérimentale

Le modeéle animal heuristique de la schizophrénmse sur la Iésion néonatale et
bilatérale de I'hippocampe ventral chez le rat. [Esion est induite par injection d’'une
substance excitotoxique (acide iboténique) quiadéné une altération et une destruction par
hyperactivation des neurones glutamatergiques l@ansne ou il a été injecté. Des animaux
agés de 7 jours (jogostnatalr : PN7 ; 15-20 g) sont utilisés car cet age argigorrespond a
la phase de vulnérabilité au cours du développementippocampe chez le feetus humain
(deuxiéme ou troisieme trimestre de grossessenglse al., 2009). Enfin, la Iésion est
réalisée dans I'hippocampe ventral qui correspotitigpocampe antérieur chez I'Homme,
zone qui présente des anomalies anatomiques chpatients atteints de schizophrénie.

Comme nous l'avons vu précédemment, la validité dadele a été vérifiée
préecédemment en comparant les modifications compeantales, physiologiques et

moléculaires chez les rats NVHL a celles des patiatieints de schizophrénigigure 20).

B. Procédure

Pendant la procédure chirurgicale, les animaux soaintenus sous anesthésie
(inhalation d’isoflurane a 5% puis 3%), sur une @twre chauffante et dans un cadre
stéréotaxiqueHigure 28A). On injecte 0,3 pL d’acide iboténique (rats NVHL) de liquide
céphalorachidien (rats pseudo-lésés Sham sur une période de 3 minutes de maniere
bilatérale dans I'hippocampe ventral (distance grostire de 3,0 mm, latérale de 3,5 mm et
ventrale de 5,0 mm du bregma). Suite a cette iojecta peau est suturé€igure 28B).
Apres leur réveil, les ratons sont retournés @maelle allaitante. Entre PN40 et PN9O, les rats
sont anesthésiés comme précédemment et sont sa@umise imagerie par résonance
magneétique pour petit animaFigure 28C). Une série de 10 coupes (512 * 512 pixels) sur
une section de 1 cm de long du cerveau est ainshobtFigure 29A). Aprés analyse de ces
coupes, seuls les rats présentant une Iésion sgoetbilatérale de I'hippocampe sont
sélectionnés. A I'age adulte (PN > 56), ces ratd sacrifiés et différents tissus sont préleves
pour la suite des expériences. Des coupes de cem@# réalisées et colorées au crésyl
violet : elles permettent de déterminer I'étendes tésions a un age plus tardif, en accord
avec ce qui fait référence dans la littératirigyre 29B).
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Aiguille d'injection

Masque d'anesthésie
gazeuse

Couverture chauffante stéreetaxique

Figure 28: Procédure expérimentale de lésion néonataléekalie de I'hippocampe ventral
chez le ratA : injection d’acide iboténique dans I'hippocamjie; suture cranienneg :
sélection des animaux présentant une lésion kalatéte I'hippocampe aprés imagerie par
résonance magnétique. Crédit photo : Florian Vo{Aatt B), Guy Sandner (C).

Bregma — 5.5 mm Bregma — 4.8 mm Bregma — 3.8 mm

Figure 2¢: Coupes de cerveau de rats pseudo-lésés
ou NVHL obtenuesA par imagerie a résonance
magnétique ouB par histologie (coloration au
crésyl violet). Les fleches indiquent la lésion de
I’hippocampe ventral. Les distances du bregma sont
données sous les coupes. Les rats présehtets))

sont différents.
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Abstract

Schizophrenia is a neurodevelopmental disorder rogwp manifest through cognitive
disorders. Moreover, a diversity of feeding halitsl gastrointestinal disorders was observed in
schizophrenic patients. Therefore, the present wak aimed at documenting the metabolic and
intestinal consequences of the neonatal ventrgdoaimpal lesion (noted NVHL), known to
mimic schizophrenia in rats. Energy storage syst@ngan weights, triglycerides and glucose
levels) together with circulating hormones govegnifood intake (cholecystokinin, ghrelin,
insulin, leptin, adiponectin and corticosteroidsgrev evaluated. Several anatomical (muscle
layers, mast cells number) and functional (meclaractivities) properties of the digestive tract
were also determined. The present data show th&tlN\dts weighted less and had less adipose
tissue than sham lesioned rats. Decreased plasleatis of triglycerides but normal glycaemia
were observed in NVHL rats. The plasmatic levelseptin and adiponectin were low (marginal
for the latter). The plasmatic levels of CCK andttisol were enhanced whereas those of ghrelin,
ACTH and corticosterone were unchanged. Moreovastroells number and MPO activity were
increased in the jejunum of NVHL rats. These atters were associated with changes in
intestinal smooth muscle widths and contractilevdis. Our results show that hormonal and
neural alterations associated with metabolic atestimal disorders are observed in NVHL rats,
considered as a model of schizophrenia. Furthelieguneed to be undertaken to decipher the

mechanisms involved.

Keywords

schizophrenia, NVHL, feeding behaviour, metaboligndsome, leptin, intestine,

inflammation, enteric neurons.
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A. Introduction

As suggested by epidemiological studies, schizopares a type of neuro-
developmental disorder originating in the prenptaiod of life (Meyer and Feldon, 2010). It
becomes manifest in young adults through cognipeeturbations such as attention and
memory impairments and minor alterations of sensaoyor capacities (Meyer and Feldon,
2010). A diversity of perturbations of feeding halwas observed in patients. In particular, in
a small number of cases, co-morbidity with anoreéa/osa has been reported (Ferguson and
Damluji, 1988). More recently, there is growing aamce that a “metabolic syndrome” may
occur in schizophrenic patients. The metabolic syme is a combination of several factors,
such as abdominal obesity, dyslipidemia, high blpoessure and hyperglycemia, that has
been correlated with eating disorders (Roehrig let 2009) and reduction in energy
expenditure (Hamilton et al.,, 2007). As a treatmleytatypical neuroleptics is known to
induce a metabolic syndrome, the link between sqtirnia, metabolic and feeding
disorders independently from any treatment remeamdgroversial (Thakore, 2004; Sengupta
et al.,, 2008; Padmavati et al., 2010). Furthermengdence has been given that some
conditions in schizophrenia are associated withatdered appetite, indicating changes in
appetite regulation mechanisms (Anselmo et al.820Bruch et al. (1966) suggested that
overeating in schizophrenia may be an adaptivendefagainst stress in the maintenance of
self-control which may lead to higher rates of rbete syndrome components than in the
general population (Newcomer, 2007). Despite thislance, the mechanisms involved in
these malfunctions or eating behavior in schizopiorpatients is not yet understood.

Schizophrenia has also been associated with gatgtstinal disorders. In particular,
gastrointestinal inflammation has been reported Ipoist-mortem(Buscaino, 1953) anth
vivo in schizophrenic patients in presence or in absefcany antipsychotic treatment
(Severance et al.,, 2012). Moreover, alterationgyastrointestinal tract motility, probably
resulting from impaired functions of autonomic narsosystem, have been observed in
schizophrenic patients (Peupelmann et al., 20@9%s how well known that the brain and
periphery interact constantly though somatomotatp@omic, and neurohumoral pathways
and this interaction is involved in energy intaggpenditure and storage. The gastrointestinal

tract plays a major role in this context (Kontueglal., 2004).

Neonatal lesionning of the ventral hippocampus (NLYkh rats is known to produce

an animal model currently used to illustrate theurodevelopmental hypothesis of
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schizophrenia (Tseng et al., 2009). It consisteaunsing hippocampal damage at the end of
the first week of life. The lesion indirectly elisisome modifications in brain development
which are now regarded as crucial for the validityhis model (Meyer and Feldon, 2010). Its
behavioural effects were reversed with atypicalrokeyptic drugs (Le Pen and Moreau, 2002).
Relevant for the purpose of the present researdheisobservation of contradictory body
weight perturbations following hippocampal lesidndeed, adults rats with lesions of the
ventral hippocampus exhibited enhanced food intakieb@dy weight (Davidson et al., 2009).
But, several authors reported that NVHL rats losighit (Lecourtier et al., 2012). By analogy
to what was found in patients, we postulated tha tould reflect a modification of the
management of the peripheral functions by the aéntrervous system through the
hypothalamic-pituitary-adrenal axis and vagal nerva& an expansion of the neuro-

developmental disorder produced by the lesion t@thienomic nervous system.

The present work is therefore aimed at documentiteg metabolic and intestinal
consequences in the NVHL model. Energy storagessysi{organ weights, triglycerides and
glucose levels) together with circulating hormoigeserning food intake (cholecystokinin,
ghrelin, insulin, leptin, adiponectin and corticasids) were evaluated. Several anatomical
(muscle layers, mast cells number) and functionschanical activities) properties of the
digestive tract were also determined.

B. Methods
1. Ethical considerations, surgeries and selection oli¢ subjects

All procedures had been approved by the ethic cateenof Strasbourg (CREMEAS-
AL/03/03/02/10). They complied with the 1986 EurapeCouncil Directive (86/609/EEC), in
keeping with the “Declaration of Helsinki”. They meconducted by researchers approved by
the French Ministry of Agriculture. Every effort wanade to minimize animal suffering and

reduce the number of animals used.

Five Sprague Dawley dam rats, each with six malgspwere purchased from Charles
River, France, and housed on a 14/10-hour light/dgcle (lights on at 0700h) with food and
water availablead libitum The pups were microinjected with ibotenate orifieidl

cerebrospinal fluid at the age of seven days (segeses, below). Magnetic Resonance
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Imaging (MRI) was conducted for evaluating the as@ad size of the lesions for selecting

the subjects. At six weeks, they were weaned aptti® per cage.

Surgical procedures, similar to those used by stfrewview in Tseng et al., 2009), were
performed at PN7 under isoflurane anaesthesia tadetepreviously (Sandner et al., 2010).
Ibotenic acid (Sigma, France, QuB, 10 ug/mL, pH 7.4) in the case of NVHL rats (n = 18),
or artificial cerebrospinal fluid in the case of sh&esioned control rats (n = 12) was infused
bilaterally into the ventral hippocampus. The skiais sutured, and the pups were allowed to

recover on a heating pad before being returnedeio dam.

One month old rats injected with ibotenic acid weubjected to a MRI session under
isoflurane anaesthesia using a scanner dedicatesima@ll animals operating at 4.7 T
(TR/TE/TEeff: 3000/ 30 ms/ 60 ms) and belongingtlie Biophysics Department (UMR
7191) of Strasbourg University Faculty of Medicieseries of 10 slices (512 x 512 pixels)
was generated over a 1 cm long section of the prastral to the cerebellum-cerebrum gap.
Only 9/18 rats) presenting a quasi-symmetricaltéitd lesion were included in the study (see

Figure 1).

A

Bregma — 4.6 mm Bregma — 3.8 mm

; LIS LD ’ - x vinL
Figure 1: Anatomical observations in sham and NVHL r#&dvIRI reconstructions
of a typical lesion used to select rats for theeeixpents. The arrows point to the
lesioned ventral hippocampus. The distance frongrbeeis indicated under each
section.B Photographs showing the ischemic-looking appearahtee intestine of
sham (left) compared to NVHL rats (right).
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The MRI sections served also to evaluate the volafrtee lesions. This procedure was
considered more reliable than histological procedunsofar as the slicing process modifies
the size of the lesions. Lesioned areas were dawbrain MRI coronal slices. The number
of pixels was added together and represents thanelestimates on which statistical tests

were conducted (Sandner et al., 2010).

2. Tissue and blood plasma sampling

NVHL (n = 9) and sham lesioned (n = 9) adult ra@st§¢ 4 month old) rats were
anaesthetized with 2% isoflurane and were decapit@&lood was immediately collected and
centrifuged before the supernatant was collectadl stored at -80°C. The jejunum and
proximal colon were photographed ($&gure 1), removed, placed onto an ice-cold plate for
histological and motility analyses. Visceral orgarese removed and weighted. The brains of

the NVHL rats were also collected.

3. Plasma and tissue assays

Enzyme-Linked Immuno-Sorbent Assay (ELISA) wereriear out according to the
manufacturer’s protocol to determine the plasmlatrels of insulin (Rat insulin ultrasensitive
ELISA Kit; Alpco Diagnostics, Salem, USA), ghreljRat unacylated Ghrelin ELISA Kit;
Biovendor, Heidelberg, Germany), adiponectin (Rdipanectin ELISA kit, Invitrogen,
Villebon-sur-Yvette, France), leptin (Rat leptin ISIA kit, Millipore, St. Charles, USA),
cortisol (Cortisol ELISA kit; Demeditec diagnosticKiel-Wellsee, Germany), CCK
(Cholecystokinin octapeptide 26-33, non-sulfated Kit) and ACTH (Adrenocorticotropic
hormone ELISA kit; Phoenix Pharmaceuticals, Straspo France) and corticosterone,
(Corticosterone ELISA kit ; Enzo Life Sciences, I¥ilrbanne, France). The plasmatic levels
of triglycerides and glucose (Triglycerides and ®Gke detection kit, Randox, Mauguio,
France) were assessed using colorimetric detektisn

The extent of neutrophil infiltration in the jejumuand proximal colon was evaluated
by measuring MPO activity. Briefly, frozen tissusmgples were weighted and suspended (25
mg/mL) in 0.05 M potassium phosphate buffer (pH 6cOntaining 0.5% hexa-1,6-bis-
decyltrimethylammonium bromide (HTAB, Sigma-Aldrichyon, France). The suspension

was freeze-thawed three times and centrifuged a0d@ rpm for 8 min at 4°C. The
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supernatant was then added to a solution of 3346tramethylbenzidine (TMB, Sigma) and
hydrogen peroxide in a 96 well microplate. The tieacwas terminated by adding sulphuric
acid. The absorbance of the colorimetric reactioas wneasured at 450 nm using a
spectrophotometer (Infinite M200, Tecan, Lyon, EgnResults were expressed as change in

optical density per g of tissue.

4. Exvivoorgan bath studies

Jejunum and proximal colon segments were placea iRetri dish containing a
physiological Krebs solution (in mM: 119.8 NaCl, 26C6H1206, 15.5 NaHCO3, 5.8 KClI,
2.5 CaCl2.H20, 2.0 NaH2P0O4.H20, 1.2 MgCI2.H20, pH).7The segments were then
rinsed off their intra-luminal content. Longitudilyaoriented muscle strips from jejunum
(LMJ; 10 x 5 mm) and circular oriented muscle stifisn proximal colon (CMPC; 3 mm)
were mounted in organ bath chambers containing I16f mvarmed (37°C) and gassed (95%
02, 5% CO2) Krebs solution. Smooth muscle mechéaaidivities of jejunum and proximal
colon were measured by means of an isometric foesesducer (Fort25, WPI, Aston, UK)
and amplifier (Lab-Trax-4/24T, WPI, Aston, UK) am¢kre visualized on a computer (HP
Compag 8000, Hewlett-Packard, USA).

At the beginning of each experiment, strips weretshed to their optimal resting
tension (value of tone with optimal contractilepesses), which was achieved by step-wise
increases in tension until basal tone reachedestabplitude of 9.8 mN. Strips were allowed
to equilibrate for 60 min. Transmural electricahveestimulation (TNS) was applied via two
stainless steel electrodes, placed 10 mm apart.r&quave pulses of 15 V intensity, 10 Hz

frequency and 200s duration during 10 s periods were used.

Data Analyses were performed using Datatrax (Daa®.0, WPI, Aston, UK).
Spontaneous mechanical activities (SMA) were amalyhy measuring the tone and the
amplitude and frequency of spontaneous contractibose and contraction amplitudes were
expressed in millinewtons per mg of fresh tissué&lfmg). Frequency of contractions was
expressed in contractions per minute (cpm). Thexeglon and the off-contraction induced by
TNS were measured as the area under the curvesfih) gAmplitude of each component of
the TNS-induced response varied considerably frava strip to another; therefore, each
muscle strip was considered as its own control.ilkdoparameters were evaluated on two to

four jejunal and colonic strips per animal.
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5. Histology

Jejunum and proximal colon samples (2 cm) weredfiter at least 6 h in 3%
paraformaldehyde at 4°C, then dehydrated and enedledtd paraffin for tissue sectioning.
Tissue sections (bm thick) were then cleared of paraffin and rehyeblat-or measuring the
width of each layer of jejunum and colon, trichrostaining was performed following a
standard protocol. Fifty different areas were exadi For visualizing tissue mast cells (MC),
jejunal and colonic sections were stained werensthiwith 0.5% toluidine blue (Sigma-
Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France,) in 0.5HCI for 30 min, rinsed in water for 5-10
min, differentiated in 95% alcohol before beingatkd and mounted in Eukitt (EMS,
Hatfield, USA). The slides were then observed uradericroscope (Zeiss Axioplan, Zeiss, Le
Pecq, France), before twenty high-power fields 80)éwere randomly selected. Then, the
number of MC was determined.

The lesioned brain region was stored for a few day$% formalin with 20% sucrose,

sliced into 2Qum coronal sections, and then stained with cresfeti

6. Data and statistical analyses

The results report data from groups of 9 rats exfmpheex vivoexperiment having
its sham lesioned group reduced to 8 subjects becalitechnical difficulties. Data were

expressed as mean + SEM.

When only one parameter and one organ were coesidexr t-Test was used for
comparing data from NVHL to sham lesioned rats. Whe same measurement was obtained
from several organs, for instance their weightAAIDVA was computed with the lesion status as
a between group factor and all organs as withimgractor, for instance colon versus jejunum.
When several measurements were done in the sarar oig considered them as another within
group factor, for instance longitudinal versus waiac muscles. The results for the main “organ
factor” will not be mentioned below in the resudtion because highly predicted, for instance the
difference in dimension between colon and jejunarobvious. A regression was computed and
plotted between each measured parameter and tba Bge. The statistical threshold was set to
p <0.05.
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C. Results
1. Macroscopic aspects of the brain lesions and of titkgestive tract of NVHL rats

Figure 1A shows the aspect of typical lesions visualizedhwMRI techniques.
Histology confirmed the extension of the lesionsiey destroyed partially or totally the
ventral hippocampus bilaterallfzigure 1B illustrates the difference of the aspect of the
digestive tract in NVHL and sham lesioned rats. sSeh@hotographs show thechemic-

looking appearance of the intestine of NVHL rats.

2. Body, organ weights and muscle layer widths

The body weight (BW) of adult rats with NVHL was%?2ess than in sham-lesioned
rats (461 + 13 g versus 522 + 11 g; t = -3.56, @.31). It is illustrated by the bar graph of
Figure 2A. The lesion yielded a significant effect (F1 18.57, p < 0.01) and it interacted
with the organ factor (F7 112 = 11.04, p < 0.00@bjcating that lesion had a differential
effect according to the organ considered. Viscadippose tissue weighed less in NVHL rats
compared to sham-lesioned rats (3.54 = 0.31 vedsG8 = 0.29 mg/g BW; t = -2.51,
p < 0.05). But the stomach (2.06 £ 0.11 versus 313 mg/g BW; t = 4.16, p < 0.001),
testicles (0.81 + 0.03 versus 0.73 £ 0.03 mg/g BW; 2.17, p < 0.05) and epididymis
(0.14 £ 0.02 versus 0.12 + 0.02 mg/g BW; t = 2465 0.05) were heavier in NVHL rats
compared to sham-lesioned rats. The differencemasginal for the livers (p # 0.06, NVHL
< sham lesioned rats) and not significant for helddneys and spleen. An illustration is

provided in the form of bar graphséigure 2B.
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Figure 2. A Body andB tissue weights in sham (open bar) and NVHL ratgeibar).
Data are expressed as mean = SEM. * p < 0.05,ststally significant difference
between NVHL and sham rats.

The lesion yielded a differential effect on gut stfmomuscles width according to the
organ considered, namely jejunum or colét (6 = 22.55, p < 0.001), the orientation of the
muscle considered, namely longitudinal or circulel 16 = 7.00, p < 0.05). The triple
interaction lesion x organ x muscle was significdtt 16 = 16.42, p < 0.001) indicating that
the intestine was differently affected by the lesamtording to the muscle considered. The
circular and longitudinal muscles of the jejunumrevéhinner whereas these muscles were
thicker in the colon of NVHL rats. This is illustesl in Figure 3A and 3B respectively. In
other words, jejunum and colon showed totally ogposiuscle sizes. This confirmed the
aspect of these organs noticed during the autdpsy.thickness of the mucosa did not differ

between NVHL and sham lesioned rats (F1 16 = 0.@,ieraction: F1 16 = 1.65, NS3).3.
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Figure 3: Smooth muscle layers of jejunum and proximal cetosham (open bar) and
NVHL rats (filled bar). The width oA longitudinal andB circular smooth muscles
were measured. Data are expressed as mean + SEM.0.05, statistically significant
difference between NVHL and sham rats.

3. Plasmatic assays

NVHL rats showed decreased plasmatic levels ofytagides (t = -2.22, p < 0.05),

but same glycaemia compared to sham lesionedtratsQ(48, NS). The plasmatic levels of

leptin were significantly lower (t = -3.08, p < @)0 The plasmatic level of adiponectin was

only marginally lower (t = -2.00, p # 0.06). Theaginatic levels of cortisol and CCK were

higher (respectively t = 2.38, p < 0.05 and t =02 < 0.05). The plasmatic levels of insulin,

ghrelin, corticosterone and ACTH were not signifitta different between both groups of rats
(respectively t = 0.42, -0.69, 1.72 and -0.18).dlletl results are given ifable 1.

Circulating substance Sham NVHL
Triglycerides (mg/dl) 195,1 £ 12,2 155,86 +12,2°
Glucose (mg/dl) 1743+45 1918 £47
Insulin (pg/mL) 804 + 82 875 + 117
Ghrelin {pg/ml) 1363 £ 179 1202 £ 150
CCK-8 (pg/ml) 322 + 18 369 +13™
Adiponectin (ng/ml) 14463 + 1180 11796 £ 695
Leptin (pg/ml) 2946 + 336 1608 =+ 276
Cortisol (ng/ml) 39,7 6,0 626+89"
Corticosterone (ng/mL) WT+T2 116.8 +10.9
ACTH (pg/ml) 7909 + 802 7919 £ 715

Table 1 Plasmatic levels of

several circulating substances in
sham and NVHL rats. Data are
mean + SEM. * p < 0.05,

statistically significant difference

between NVHL and sham rats.
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4. Inflammatory substances in the jejunum and colon

MPO activity was significantly higher in the jejunushNVHL rats 1 16 = 28.64, p
<0.0001; interaction: F1 16 = 29.33, p < 0.000Ihis is illustrated by the bar graph of
Figure 4A. ANOVAs showed an increased density in mast calimber, but in the jejunum
only in NVHL rats €1 16 = 7.18, p < 0.05; interaction: F1 16 = 11@dX 0.0). This is
illustrated by the bar graph Bfgure 4B.

sham
= NVHL
A — * B
5[] 7 —| g - *—|
_ T i
— -]
2 E i
=1 =
e i 1 7
= =
2 [ 1
§ 3
o 2
E 15 1 e
N 3 N
0.6 - S 06 - .
i T
0.0 0.0 4
Jejunum  Proximal colon Jejunum  Proximal colon

Figure 4: Inflammatory markers in jejunum and proximal cotsfrsham (open bar) and
NVHL rats (filled bar).A Myeloperoxidase (MPO) activity ariBlmast cells number per
visional field were determined. Data are expresaedmean + SEM. * p < 0.05,
statistically significant difference between NVHhdasham rats.

5. Organ bath studies

The jejunum longitudinal muscle layer developed SMharacterized by a
spontaneous tone (defined as basal tone) and gmgtiimic contractions (frequency: 33 £ 0.5
cpm). Likewise, the CMPC showed SMA characterizgé libasal tone but large contractions
(frequency: 1.2 £ 0.3 cpm), superimposed on thdlstmghmic contractions (frequency: 11
+ 0.3 cpm). The frequencies were unaffected bylebn 1 15 = 0.26, NS; interaction: F1
15 =1.28, N§

According to the results of ANOVASs, the basal tamas higher in NVHL rats, but
only in the jejunumK1 15 = 0.89, NS; interaction: F1 15 = 11.08, p.&1). The amplitudes
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of the spontaneous small contractions were lang@&\VHL rats both in the jejunum and the
colon (F1 15 = 15.38, p < 0.01; interaction: F1=15.17, NS). The amplitude of the large
spontaneous contractions of the colon did not diiEtween NVHL and sham lesioned rats (t
=1.38, NS).

Electrical stimulation applied to intramural enteneurons elicited muscle mechanical
responses. These responses consisted in a phaskaition followed by contraction just
after the end of stimulation (“off-stimulation” m@snse). According to the results of the
ANOVAs, the contraction induced by TNS was higheNiVHL rats but only in the proximal
colon F1 15 = 8.9, p < 0.05; interaction: F1 15 = 0.8%).\Detailed results are given in
Table 2

SMA Mechanical response to TNS
Group Basal tone Small rhwhmlc contractions Lar.g& contractions R area C area
(mN/mg) Amplitude Frequency Amplitude Frequency (o/s) (g's)
(mM/mg) cpm) (mMN/mg) (cpm)

LMJ

Sham 0150 £0.13 0015 +0.002 331+05 ! ! 0.010 £ 0001 28+03
MWHL 0197 +014* 0027 +0005* 332+05 ! ! 0013 +0003 19+04
CMPC

Sham 0120 £0.10 0035 +0.002 101+0.3 1.6+01 01510017 0027 £0008 243+27
MVHL 0092 £0.05 0053+0005" MM0+03*° 14+02 0179 +£0.023 0028 £0.006 339+41°

Table 2 Ex vivoorgan bath studies of jejunum and proximal colosham and NVHL rats.

Longitudinal smooth muscle of jejunum (LMJ) anccaiar smooth muscle of proximal colon
(CMPC) in sham rats developed spontaneous mechastsaities (SMA) and mechanical

responses to electrical transmural nerve stimulagioNS) in normal Krebs solution.

Mechanical response to TNS is composed of a retax@R) and an off-contraction (C) at the
end of stimulation. Data are expressed as meanM. SEp < 0.05, statistically significant

difference between NVHL and sham rats.

D. Discussion

To summarize, the present data show that NVHLwaighted less than sham lesioned
rats, according to previous study (Lecourtier et2012). This constituted the main objective
of the present study intended at getting insight ithie causes of this light weight deficit.
Even expressed relative to the body weight, NVHE head less adipose tissue and their livers

weighed marginally less. A number of other orgarerenvunaffected, for instance heart,
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kidneys and spleen; some were even heavier, falanne the stomach, testicles and
epididymis. Decreased plasmatic levels of triglhides were observed in NVHL rats,
although they had a normal glycaemia. Taken togethis indicates a decreased stock in
energy storage substances. Concerning the cinegl&itormones regulating food intake, the
plasmatic levels of leptin and adiponectin were ,l@aithough marginal for the latter. The
plasmatic levels of CCK were enhanced, but notehaisghrelin. Contrasting with enhanced
cortisol in NVHL rats, ACTH and corticosterone lé&gvere not significantly different from

those in sham lesioned controls.

Concerning a possible contribution of modified gtil@al functions, several anatomical
and functional properties were considered. Musdths were smaller in the jejunum but
larger in the colon of NVHL rats. The jejunum deod increased basal tone in NVHL rats.
The spontaneous contractions displayed larger &ampk both in the jejunum and the colon.
The excitatory response to electrical intrinsicvieestimulation was increased in the proximal
colon. Indices of inflammation in the jejunum catsd in an increased density of mast cells.

Furthermore, MPO activity was increased in NVHLjggtinum.

1. Hormonal and metabolic alterations in NVHL rats

The plasmatic level of adiponectin was lower in NVHats (-18%) compared to that
in sham lesioned rats. This result is contradictorthe fact that NVHL rats displayed lower
level of circulating triglycerides (-20%) as we#l bbss of weight of body (-12%) and adipose
tissue (-23%). Indeed, hypoadiponectinemia has Is®wn to be associated with the
prevalence of metabolic syndrome-related disordensarticular obesity (Weyer et al., 2001)
and dyslipidemia (Matsubara et al., 2002). On theeotand, adiponectin can attenuate
chronic inflammation through modulating the functiamd phenotype of macrophages
(Ohashi et al., 2012).The low levels of plasmatipanectin may explain the maintenance of
intestinal inflammation (see below). Moreover, assaiation between low levels of
adiponectin and psychiatric diseases, in particddguression, has been suggested (Taylor and
MacQueen, 2010). Although the adiponectin receptbesre been localized in the
hypothalamus, brainstem, cortical neurons, in fatyiextracts and in the hippocampus (Jeon
et al., 2009; Thundyil et al., 2012), the role kit signaling in the brain and the
consequences on brain disorders are not yet undetsDne hypothesis is that these receptors
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are altered in NVHL rats. Further experiments ageded to elucidate why low levels of
adiponectin are correlated with reduced body wsight

The plasmatic levels of leptin were significantlcdeased in NVHL rats (-45%). This
result is consistent with the studies showing thptin is mainly secreted by white adipose
tissue in direct proportion to the amount of stdoedy fat and body weight (Considine et al.,
1996). Circulating leptin has been shown to acttlusm hypothalamus, involved in energy
balance regulation and autonomic functions, antherhippocampus to suppress food intake
(Kanoski et al., 2011; Pénicaud et al., 2012). un study, leptin may signal that the body of
NVHL rats does not dispose of enough energizingtuizes or is unable to store them. But,
the conditions for this storage were preserved.dddthe blood levels of glucose and insulin
were not altered. In these conditions, the low ll@fdeptin should have triggered feeding
behaviours except if this property was cancelledbyuainother hormone or if leptin did not
meet functional receptors in the hippocampus (LatB@01l) or in the medio-basal
hypothalamus (Williams et al., 2009), for instamies to a modification of the brain directly
or indirectly elicited by the neonatal lesion. Mover, leptin may act on a variety of brain
areas to influence mood, emotions, motivation, @, memory and cognitive function
(Morrison, 2009) and leptin deficiency may contriotwid the pathophysiology of depression
(Lu, 2007). Thus, the potential dysregulation gitie signalling in the hippocampus might be

associated to the alteration of these functionsemiesl in NVHL rats.

The plasmatic levels of CCK were significantly ieased in NVHL rats (+15 %).
CCK is released by the duodenal and jejunal mu¢bshlle et al., 1985), decreases food
intake and therefore is considered as a hungerrssggnt hormone (Tsujino et al., 2005).
Combined with the absence of increase of circugagihrelin, an important hunger stimulator,
CCK could have a determinant hunger suppressiactefthich supports the first of these
hypotheses. Testing the alternate or complemetmgopthesis, namely modified sensitivity
of the hypothalamus to leptin and/or CCK and/or efjhr require complementary

histochemical studies.

Concerning the involvement of the hypothalamic-péityi-adrenal axis, there was no
difference between NVHL rats and sham lesionedrotsas indicated by the level of ACTH
and corticosterone, the main glucocorticoid in rdiat is involved in regulation of fuel,
immune reactions, and stress responses (HadleyLewide, 2007). Contrasting with this

hormone, cortisol appeared enhanced in the bloot\¢fiL rats (59% more than sham

121



Axe cerveau-intestin et controle de la prise alitaia : exemple d’altérations chez un modéle anoheadchizophrénic

lesioned rats) which is difficult to interpret. Bsitudies on circadian rhythms have provided
evidence that adrenal secretion is not only regdlaby ACTH but also sympathetic
innervation (Engeland and Arnhold, 2005). If weusse the possibility for the latter pathway
to differentially control the production of cortiseersus corticosterone in rats, for instance at
the level of the la-hydroxylase enzyme, then we have also to accepstiggestion of a
modified management of the neurovegetative nervaystem in NVHL (Engeland and
Arnhold, 2005). This aspect of our results has alstinical relevance as such dissociation
between ACTH and cortisol was observed in patievith schizophrenia (Brunelin et al.,
2008).

2. Functional and morphological modifications of the mtestine of NVHL rats

Firstly, the observation of an “ischemic” aspecttio¢ intestine in NVHL rats may
reflect a chronic inflammatory state. Indeed, distieid vascular perfusion of the mucosal
surface has been described in chronic inflammattaies in humans leading to hypoxia and
damages of the intestinal mucosa (Funayama eL209). However, the intestinal mucosa
seems to be macroscopically unaltered in the presgueériments. Therefore, the question
remains about the origin and the cause of the &sub’™-like appearance of the intestine in
NVHL rats.

Secondly, two signs of inflammation were observatly on the jejunum of NVHL
rats: an enhanced level of MPO activity and a highsity of mast cells. Enhanced sensitivity
of the immune system may correspond to reduced aagj@ity because of a neuronal control
of the intestine known as the cholinergic antianiimatory pathway (De Winter and De Man,
2010). Indeed, the vagus nerve is the primary renatmmical substrate in the gut—brain axis,
connecting the intestine with the brain stem tordoate digestive functions (Schwartz,
2000) and to modulate the immune system (Dantzealet 2000). Indeed, intestinal
inflammation is detected by vagal afferents triggg@activation of the nucleus of the solitary
tract and generating in return a specific vagal mnd decrease inflammation (Cailotto et al.,
2011). Therefore, if the brain-gut axis functioninspaired in the NVHL model, it can be

expected that the vagus nerve will not exert angnitgranti-inflammatory action.

Thirdly, the present data give evidence for alterest in motility pattern of intestine

and colon of NVHL rats. Spontaneous contractiond basal tone were enhanced in the
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jejunum. Moreover, spontaneous contractions as a®llexcitatory response to electrical
intrinsic nerve stimulation were increased in tmexpmal colon. It was also observed that
smooth muscle layer widths of the jejunum were tBinwhereas the smooth muscle layer
widths of the colon were thicker. It is known thiwere is a complex multidirectional

interaction between immune and inflammatory celsjrons and smooth muscle cells in the
inflamed intestine (De Winter and De Man, 2010)hi#ts been shown that inflammation
induces functional changes in the enteric nervorstemn (Torrents and Vergara, 2000),
through a dysfunction in neuronal regulatory mecérasi (De Man et al., 2003). An increase
in wall thickness due to hyperplasia and hypertyophintestinal smooth muscles has also
been observed in inflammatory states (Blennerhassedl., 1992) which is not consistent
with the present data on the inflamed intestin®@HL rats which is thinner and the non-

inflamed colon which seems to be hypertrophied.sTparticular point has to be further

investigated.

3. Conclusions and prospects.

Our results showed that hormonal and neural altermeissociated with peripheral and
intestinal disorders are observed in NVHL rats, @detl of schizophrenia. Despite rapidly
growing evidence supporting a link between psyadhiokl disorders and visceral
physiopathology (North et al., 2007; Taylor and Kaeen, 2010; Wu, 2012), the
mechanisms underlying these interactions remaireguiently studied and rather poorly
understood. The possible causal link involves fianel abnormalities in various components
of the brain-gut axis, which may include hormoriedrfi the gastrointestinal tract, the adipose
tissue, the pancreas and the hypothalamic-pituadrgnal axis) as well as neural system
(sympathetic, parasympathetic and enteric nervgste ).

We are conscious about the complex picture thatrgase from the present
observations on the neurovegetative aspect ofdbelation of food intake and digestion in
NVHL rats. But, it is of major importance to havlosin and started to explore the
neurovegetative consequences of the neonatal rapgmes lesion. It opens the gate to more
specific studies. The subsequent reflections gémgreospects for studies on patients. On
another hand, better insight in the reciprocal rication of the top-down management of the
digestive tract as well as other neurovegetativgeta of the vagus nerve may constitute
another interesting target for future studies. Usidading how the lesion produced such
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effects and how they affect behaviour may helpnbagine what happens in the modeled
disease even if, at first glance, some of aspectiseo€omparison between the model and the

disease are extremely controversial.
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Résumé des résultats

Une lésion néonatale bilatérale de I'hippocampédraénonduit a :

- une diminution de la masse corporelle et de la endegissu adipeux ainsi qu’une

augmentation de la masse de I'estomac.

- une diminution des concentrations plasmatiquesigkydérides et de leptine ainsi

gu’une augmentation de celles de CCK et de cortisol

- une coloration inhabituelle de l'intestin ainsi gné augmentation de I'activité de

la myéloperoxidase et du nombre de mastocytesldgémnum uniquement.

- une diminution de I'épaisseur des muscles lissesulaire et longitudinal du

jéjunum et leur augmentation dans le célon proximal

- une augmentation du tonus de base du LMJ, desactioins spontanées du LMJ
et du CMPC ainsi que de la contraction induite pa¥$ dans le CMPC.
e

/
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Abstract

Background Alterations in several neurotransmitters systerthenbrain, includinggamma-
aminobutyric acid (GABA)have been associated with the physiopathologclizophrenia.

In particular, patients show altered expressiothefenzyme that catalyses GABA synthesis,
of GABA receptors and transporters. Schizophrerag hlso been linked with various
gastrointestinal disorders. Abnormalities in theeent nervous system (ENS) have been
hypothesized to explain these disorders. Thakizophrenia may lead to enteric GABAergic
system dysfunctions. Therefore, the aim of the garestudy was to investigate the possible
alterations in intestinal and colonic GABAergic mawansmission and metabolism
components expression in schizophremigethods An ex vivoorgan bath associated with
pharmacological tools and real time quantitativeyp@rase chain reaction techniques were
performed in adult rats with neonatal ventral higpuopal lesion (NVHL), known to mimic
physiopathology of schizophrenigey ResultsThe present data show changes in mechanical
activities of jejunum and proximal colon of NVHLtsa Moreover, an alteration of GABA-A
and GABA-B receptors on motor neurons was obseivdtiese rats. Finally, a significant
increase in GABA-B2 receptor mRNA level in the proal colon and an increase in the
GAD67 mRNA level in the jejunum were shown in NVHats. Conclusions & Inferences
Altogether, these data suggest that the enteric &#@ic system including synthesis,
reception and possibly transport of GABA may beral in the intestine and colon of NVHL
rats. Further studies are needed to determine nbasp role of different branches of the

autonomic nervous system and the clinical conse@senicenteric dysfunction.

Keywords

intestine, colon, enteric nervous system, psydbialisorder,gamma-aminobutyric acjd

parasympathetic activity.
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A. Introduction

Schizophrenia is a neuropsychiatric disorder afigcone percent of population in the
world. It is characterized bglisturbances in cognitive processes, such as impais in
attention, memory and executive functions at adwith(1). These abnormalities may be the
result of abnormal structure and function in seMerain regiong2). In particular, alterations
in the gamma-aminobutyric acid (GABA) neurotransemitsystem in the brain have been
associated with schizophreniafter the synthesis catalyzed by glutamic acid decaylase
(GAD), GABA is released from interneurons, exetts affect via GABA-A and GABA-B
receptors and is removed from the extracellulacsy transporters (GAT schizophrenic
patients the expression of the 67-kDa isoforms of GAD (GARGGAT-1 and GABA-B
receptor was shown to decrease whereas GABA-A recepdd GAT-3 were overexpressed
in the prefrontal cortex (PFC) and hippocamg8g1). These data are consistent with a
decrease in GABAergic inhibition that may contributo the physiopathology of the
schizophrenig3,5).

Schizophrenia has also belee@en associatedith an increased risk of cardiovascular
diseasd6) or respiratory diseas€s), as well as variougastrointestinal (Gl) disorders, such
as Gl inflammation or gastric dysmotility (8—11)brormalities in the enteric nervous system
(ENS) may be associated with Gl symptoms obsemezbime central neurological diseases
(12). For instance, a decrease in dopaminergic ragiemieurons and in dopamine levels in
colon lead to chronic constipation in Parkinson’sedise (13)However,nothing is known
about the possible alteration of ENS neuronal @s/in relation with schizophrenidt is
well known that GABA is localized in nerve termisakithin the ENS (14,15). It modulates
biological effects such as motility and mucosal cion via GABA-A and GABA-B
receptors, localized on a subpopulation of myeatand submucosal interneurons in the rat
intestine (15-17). However, no data are availalbléhe effects of schizophrenia on enteric

GABAergic innervation.

Numerous studies have focused on neonatal lesiomh®fventral hippocampus
(NVHL) as a relevant model to mimic the primaryuhgostulated in schizophrenia (18). In
adulthood, the lesion is associated with multipiangtoms of schizophrenia, such as
psychomotor, social and cognitive deficits (19).e3& behavioural alterations are partly
alleviated with antipsychotics (18,20). NVHL alsgproduces neurochemical and molecular
disturbances observed in the brain of patients satiizophrenia such as dysfunction of the
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GABAergic system. Indeed, decreased prefrontalego(PFC) expression of GAD67 (19)
and increased expression of GABA-A receptor (21ehaeen reported in NVHL rats but no
variation of GAT-1 (22) were observed. Thereforelterations in GABAergic

neurotransmission in this model are relevant tozegtirenia pathophysiology.

The aim of the present study was to investigateattezations in intestinal and colonic
GABAergic neurotransmission and metabolism comptmerpression in NVHL rats using
an ex vivo organ bath technique associated with pharmacolbdmals and real time

quantitative polymerase chain reaction (QPCR).

B. Materials and methods

1. Ethical considerations, surgery, selection of theubjects and tissues sampling

All procedures had been approved by the officiangottee of ethics of Strasbourg
(CREMEAS-AL/03/03/02/10). They complied with the 8® European Council Directive
(86/609/EEC), in keeping with the “Declaration oklkinki”. They were conducted by
researchers approved by the French Ministry of Agtire. Every effort was made to

minimize animal suffering and reduce the numbearomals used.

Five Sprague Dawley dam rats, each with six malgspwere purchased from Charles
River, France, and housed on a 14/10-hour light/dgcle (lights on at 0700h) with food and
water availablead libitum The pups were microinjected with ibotenate orifieidl
cerebrospinal fluid at the age of seven days, n®Bd (see surgeries, below). Magnetic
Resonance Imaging (MRI) was conducted for evaluahegaspect and size of the lesions for
selecting the subjects. At six weeks, they werenedaand kept two per cage. Surgical
procedures, similar to those used by others (19y#8)e performed at PD7 under isoflurane
anaesthesia as detailed previously (22,24). Ibotacid (Sigma, France, Oi&, 10 ng.mL-1,
pH 7.4) in the case of NVHL rats (n = 18), or actdl cerebrospinal fluid in the case of sham
lesioned control rats (n = 12) was infused bildtgrato the ventral hippocampus. The skin
was sutured, and the pups were allowed to recavex loeating pad before being returned to
their dam.

One month One month old rats injected with iboteactd were subjected to a MRI

session under isoflurane anaesthesia using a scdadigated to small animals operating at
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4.7 T (TR/TE/TEeff: 3000/ 30 ms/ 60 ms) and beloggio the Biophysics Department
(UMR 7191) of Strasbourg University Faculty of Meide. A series of 10 slices (512 x 512
pixels) was generated over a 1 cm long sectionhef lirain, rostral to the cerebellum-
cerebrum gap. Only 9/18 rats presenting a quasistnical bilateral lesion were included in

the study Figure 1).

Bregma - 5.8 mm Bregma - 4.8 mm Bregma - 3.8 mm

Figure 1. MRI reconstructions of a typical lesion used testthe rats for
the experiments. The arrows point to the lesionedtral hippocampus.
The distance from bregma is indicated under eactiose

The MRI sections served also to evaluate the voloimhe lesions. This procedure
was considered more reliable than histological @doces insofar as the slicing process
modifies the size of the lesions. Lesioned area® dewn on brain MRI coronal slices. The
number of pixels was added together and represiemtgolume estimates on which statistical

tests were conducted (22,24).

Once adults (3 to 4 months old), 9 NVHL and 9 shesioned rats were anaesthetized
with 2% isoflurane and were decapitated. The jejuiameh proximal colon were immediately

removed and placed onto an ice-cold plate for digses.

2. Organ bath studies

Jejunum and proximal colon samples were immersed etri dish containing a
chilled physiological Krebs solution (in mM: 1198aCl, 16.2 GH;20s, 15.5 NaHCQ@
5.8 KCI, 2.5 CaGlH.0, 2.0 NaHPO,.H,0, 1.2 MgC}H-0, pH 7.4) oxygenated with 95%
0,/5% CQ. Then, 8 strips of longitudinal muscle from jejunfirMJ, 10 x 5 mm) and
circular muscle (3 mm) from proximal colon (CMPCgn& cut, rinsed of intraluminal content
and mounted in organ bath chambers containing 16fmiarmed (37 °C) and gassed (95%

0,/5% CQ) Krebs solution. Smooth muscle mechanical acéisiof jejunum and proximal
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colon were measured by means of an isometric foesesducer (Fort25, WPI, Aston, UK)
and amplifier (Lab-Trax-4/24T, WPI, Aston, UK) amere visualized using computer (HP
Compag 8000, Hewlett-Packard, USA). Transmural eetimulation (TNS) was applied via
two steel electrodes, placed 10 mm apart from isgué. Square wave pulses of 15 V
intensity, 10 Hz frequency and 2QG duration, during 10 s period of time, were used
(stimulator designed by the Metrology and Instrutagon in Biology and Environment
department, IPHC, CNRS, Strasbourg, France).

At the beginning of the experiment, each musclg stias stretched incrementally to
its optimal length, until spontaneous mechanicdlvaies (noted SMA; basal tone and
spontaneous rhythmic contractions) and contracgkponses to TNS were stable. Strips
without SMA or response to TNS were excluded friv@ $tudy. Strips were finally allowed
to equilibrate for 60 min after which the effectfsvarious pharmacological agents on basal

tone and responses to TNS were investigated. Béian was replaced every 15 minutes.

Tone and TNS-induced responses were analysed l1Qtewirafter the addition of
several pharmacological agents: GABA (0.1 mM), nmast (0.1 mM), bicuculline (30 uM),
CGP 52432 (0.1uM) and baclofen (50 uM) in both gsouAfter each experiment, tissues
were washed out by replacing the bath solutionrsétenes with fresh Krebs solution and
muscle strips were allowed to equilibrate for 3hués. Recovery of smooth muscle strips

was regularly verified by stimulating enteric nesve

The drugs were purchased from Tocris Biosciencesi@r UK) and were dissolved in
distilled water. Solvent vehicle was added to théhl{in a volume of 100 pL in 10 mL) for
control experiments. It showed no effect on spogdas contractile activities or responses to
TNS in both LMJ and CMPC.

Analysis was performed using Datatrax (Datatrax ¥MPI, Aston, UK). Tone was
evaluated for 2 min before TNS. Tone was expressexillinewtons per mg of fresh tissue
(mN.mg"). The parameters of the TNS-induced response messured as the area under the
curve (in 9.8, Figure 2). The effects of the pharmacological agents aremias the
percentage change from control basal tone or frea ander the curve for TNS responses
(defined as 100%Figure 2).
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Figure 2. Ex vivoorgan bath studies in Sham rafs.Longitudinal smooth muscle of
jejunum (LMJ) andB circular smooth muscle of proximal colon (CMPCyeleped tone
and mechanical response to electrical transmunadenstimulation (TNS) that could be
divided in relaxation (R) and off-contraction (@)normal Krebs solution.

3. Real time quantitative polymerase chain reaction (BCR) studies

gPCR analysis was undertaken on 8 NVHL and 8 Stam Fragments of jejunum
and proximal colon from both groups were homogeahiaed total RNA was extracted using
TRIzol® Reagent (Thermo Fischer Scientific, llkirch, Frapcaccording to the
manufacturer’s instructions. Integrity of RNAs wassessed by electrophoresis on an agarose
gel. The cDNA was synthetized from 2 pg of the ItoRNA using AMV-Reverse
Transcriptase (Thermo Fischer Scientific) and oliJd{s primer (Thermo Fischer Scientific).
gPCR were runvia a Light Cycler 480 (Roche Diagnostics, Meylan, fég) using
QuantiTect SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) andn@lecf primers
validated in rats (Qiagen). gPCR was conducted mthgefollowing conditions: 95°C for 15
min, followed by 50 cycles at 94°C for 15 s, 55%¢ 80 s and 72°C for 30 s. Fluorescence
was measured at the end of each cycle. Finally Hingecurve allowed checking the
specificity of the PCR reactions. Expression levafisseven genes of interest and of two
housekeeping genes were examined: GAD-65 (QTOOB)OGAD-67 (QT00194600), GAT-
1 (QT00182343), GAT-2 (QT00185885), GAT-3 (QT00139), GABA-B1 (QT00189014)

136



Conséquences périphériques d’une lésion néonadikippocampe ventral chez le rat

and GABA-B2 (QT00196476) as well fsactin (QT00193473) and GAPDH (QT00199633).
gPCR reactions were run in duplicate and delta(Gtsle threshold) were calculated using
the qPCR Ct value for each gene of interest mirgs geometric mean of the Ct for
housekeeping genes. Fold changes between two grwaps calculated by &' belta €0

method.

4. Data Analyses

The results report data from groups of 5 to 9 rddata were expressed as
means = SEM. Statistical analysis was carried suiguR (R Foundation, Vienna, Austria).
Differences between groups were evaluated usingitatpt-test. For organ bath, the effect of
the drug was evaluated by paired t-test since eaadcle strip was considered as its own

control. Differences were considered significanp at0.05 (noted *).

C. Results

1. Organ bath studies

TNS applied to intramural enteric neurons elicibeelchanical responses consisting in
a phase of relaxation (R) followed by contractidd) (@t the end of stimulation (“off-
stimulation” response). A typical example is showrFigure 2. The basal tone amplitude
was more important in LMJ but not in CMPC of NVHhats @ < 0.05)There was no
difference in the amplitude of the relaxation, intth@.MJ and CMPC (p > 0.05). The
contraction amplitude was significantly higher iMEC of NVHL rats (p < 0.05) whereas it
was unchanged in LMJ (p > 0.05). Detailed resuksgaven inTable 1
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Mechanical response to TNS

Group Basal tone R c
(mN/mg) ) .
(g/s) (g/s)
LMJ
Sham 0.150=x0.13 0010 =x0.001 2803
NVHL D197 =014 * 0013 £0.003 1904
CMPC
Sham 0120x0.10 0027 £ 0.008 24327
NVHL 0092 0.05 0028 £ 0.006 339+£41%

Table 1 Characteristics of basal tone and mechanical resgons
to electrical transmural nerve stimulation (TNS)lofhgitudinal
muscle from jejunum (LMJ) and circular muscle framoximal
colon (CMPC) in Sham and NVHL rats. See Figure ridietails.
Data are expressed as mean + SEM. * p < 0.05,sttally
significant difference between NVHL and Sham rats.

To evaluate the involvement of GABA in altered cantile responses in NVHL rats,

tone and TNS-induced responses were determinetheinptesence of GABA, muscimol
(GABA-A receptor agonist), baclofen (GABA-B receptagonist), bicuculline (GABA-A
receptor antagonist) and CGP 52432 (GABA-B recepmbagonist).

GABA (0.1 mM) had no effect on tone either on TNiglticed responses in both LMJ
and CMPC of Sham rat&igure 3, p > 0.05). GABA induced a significant decreas€MPC
tone and R of NVHL rats (p < 0.05, respectively+-3 % and -20 = 4 %) whereas it had no

effect on the other parameters (p > 0.05). Basa td CMPC in NVHL rats was significantly

different compared to Sham (p < 0.05).
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Figure 3. Effects of GABA (0.1 mM) on tone and mechanical
responses to transmural nerve stimulatiotAofMJ andB CMPC in
Sham (respectively n = 6 and n = 7) and in NVHIs (@spectively n =
7 and n = 9). 100% indicates the level of conteslponses. * p < 0.05
statistically significant difference from contraésponses; # p < 0.05,
statistically significant difference between NVHhdaSham rats.

Muscimol (0.1 mM) did not significantly alter the raaneters studied in Sham rats
(p > 0.05). It induced a decrease in CMPC-R of NVHits (p < 0.05) that was not
significantly different compared to that in Shartsrg > 0.05).

Baclofen (50 uM) induced a significant decreaseMi-C of Sham rats (p < 0.05, -21
+ 8 %) whereas it had no effect on the other pataragp > 0.05Figure 4). In NVHL rats,
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baclofen induced a significant decrease in R i hdfilJ and CMPC and an increase in LMJ-
C (p < 0.05, respectively -21 + 6 %, -31 £ 6 % 48dt 7 %) that were significantly different
compared to Sham (p < 0.05).

A
140 -

120
100
80

60

% change

40

20

Tone Area R AreaC

B ® Sham
140 - = NVHL

120
100
80

60

% change

40

20

Tone Area R AreaC

Figure 4. Effects of baclofen (50 puM) on tone and mechdnica
responses to transmural nerve stimulatioldmofMJ andB CMPC in
Sham (respectively n =7 and n = 7) and in NVHIs (aéspectively n =

5 and n = 8). 100% indicates the level of contedponses. * p < 0.05
statistically significant difference from contradsponses; # p < 0.05,
statistically significant difference between NVHhdaSham rats.
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Bicuculline (30 uM) induced a significant decreas¢.MJ-R and CMP-R as well as
an increase in CMPC-C (p < 0.05, respectively -35%, -42 + 11 % and 41 + 14%) without
affecting the other parameters in Sham rats (0% QFigure 5). Bicuculline had no effect on
LMJ of NVHL rats (p > 0.05) whereas it induced ai@dase in CMPC tone and CMPC-R as
well as an increase in CMPC-C (p < 0.05, respelgtivie2 + 4%, -36 = 9% and 10 + 2%).
However, LMJ-R and CMPC-C were significantly diet in NHVL compared to Sham rats.

A
160 1

140
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80

% change

B0
40
20
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B = S5ham
180 1 = NVHL
160
140
120
100
80
B0
40
20

% change
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Figure 5. Effects of bicuculline (30 uM) on tone and meckahi
responses to transmural nerve stimulatiolmofMJ andB CMPC in
Sham (respectively n =5 and n = 6) and in NVHIs (@aespectively n =
5 and n = 7). 100% indicates the level of contedponses. * p < 0.05
statistically significant difference from contradsponses; # p < 0.05,
statistically significant difference between NVHhdaSham rats.
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CGP 52432 (0.1 uM) had no significant effect eitherSham rats or NVHL rats
(p <0.05).

2. qPCR studies

gPCR analysis was performed in order to determamel$ of mMRNA for seven genes,
GAD-65, GAD-67, GAT-1, GAT-2, GAT-3, GABA-B1 and @A-B2 in tissue from Sham
and NVHL rats. Significant differences in gene egsion emerged. Increases in the
expression levels of GAD67 in the jejunum (1.6@jand GABA-B2 (1.49) in the proximal
colon were detected in NVHL rats compared to Shata {fable 2 p < 0.05), while no
significant difference was detected concerning dtteer genes, although a trend towards a
decrease was detected for GAT-3 (0.63) and GABA{®B®&2) and towards an increase for
GAT-1 (3.14) in the proximal colon of NVHL rats. &lexpression level of GAD-65 was too

low to be detected.

Transcript (abbreviation} Accession. Tissue Pyvalue Foldvariation
Glutamate decarboxylase 63 kDa (GADG3) NM_017007  Jejumumn

Proximal colon NT
Glutamate decarboxylase 67 KDa (GADGT) NM 017007 Jejunum 0.04 1.60

Proximal colon 032
GABA transporter 1 (GATI) NM_ 012363  Jejumum 021

Proximal colon 0.09 e
GABA transporter 2 (GATZ) NM_133623  Jejumum 037

Proximal colon 0.46
GABA transporter 3 (GAT3) WM 024372 Jejumum 041

Proximal colon a.09 (.63
GABA-A receptor associated protein (GABAFAP)  NM_1720536  Jejumum 058

Proximal colon 043
GABA B receptor subunit 1 {GABA-B1) WM 031028 Jejpumun 023

Proximal colon a.09 0.82
GABA B receptor subunit 2 (GABA-BI) NM_031802 Jejumum 082

Proximal colon 0.02 149

Table 2 Changes in DNA quantities for GABAergic systemmpmnents of NVHL rats
compared to Sham rats obtained from the real-tioengtative PCR on the jejunum and
proximal colon. Fold changes were calculated B§®P®" “Ymethod if p value < 0.10.
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D. Discussion

We have shown that NVHL induced changes in basa tf jejunum and proximal
colon, as well as TNS-induced contraction in coldhese alterations in enteric mechanical
activities may be related to Gl disorders obseriedschizophrenic patients. As brain
GABAergic alterations have been associated withzegiirenia, we investigated the enteric
GABAergic system of NHVL adult rats. We found th&texic GABAergic system including
synthesis, reception and transport of GABA wasradten the intestine and colon of NVHL

rats.

GABA has been shown to induce both excitatory aibitory effects on various Gl
functions such as secretion and motility (15,2B)leled, GABA may lead to smooth muscle
contraction or relaxation depending on the spesiedied and the localization within the Gl

tract.

In our study, GABA had no effect either on toneoor TNS-induced parameters in
Sham rats, as it has been shown before in distahd@6) whereas it has been shown to
affect tone in duodenum, jejunum or ileum (27,28).addition, GABA induced only a
decrease in colonic tone in NVHL rats comparedhar rats. The lack of effects of GABA
in our experimental conditions does not necessaggammthat GABAergic system is not
involved in the TNS-induced muscle response andotsaltered in NVHL rats. Indeed, as
enteric GABA receptors are distributed on both &tory and inhibitory motor neurons,
endogenous GABA may induce simultaneous releaseexfitatory and inhibitory
neurotransmitters during the TNS that could expliat no effect of GABA on muscle
responses and that no difference may be visibled®t the two groups of rats. Thus, the
effects of GABA receptor subtypes, GABA-A and GABBA-agonists and antagonists have
been investigated.

Baclofen, a GABA-B agonist, induced a reductionejunal TNS-induced contraction
in rats as it has previously been shown in the lsimigistine (27,28) but, more surprising, had
no effect on colonic contraction (26). These dataficmed that activation of the myenteric
GABA-B receptor system decreases acetylcholineaseldrom myenteric cholinergic motor
neurons (29) at least in the jejunum of rats. Tlaeldfen-induced decrease in jejunal
contraction was inhibited and a significant deceess jejunal and colonic relaxation was

observed in NVHL rats. These results seemed to shatwNVHL induced a decrease in the
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number and/or activity of GABA-B receptors on the&igatory motor neurons in the jejunum.
Although baclofen had no effect on tone or TNS-m&tlirelaxation in intestine of Sham rats,
which is consistent with previous studies (26,48)jnduced a significant decrease in this
relaxation in both jejunum and proximal colon in NV rats. This difference of baclofen

effects on jejunal and colonic TNS-induced relaxatbetween Sham and NVHL rats might
be explained by an alteration of GABA-A receptotiaties. Indeed, some GABA receptors-
mediated effects have been shown to be counterethiey GABA receptors: for instance, the
GABA-B mediated inhibitory effect on the twitch peise by baclofen is countered by
GABA-A receptors and this was recovered to someregxin the presence of the GABA-A

receptor antagonist, bicuculline (30). CGP5243&ABA-B antagonist, had no effect on the
TNS-induced response in both Sham and NVHL rats.

GABA-A receptor agonists have been shown to stiteulanteric cholinergic
excitatory and non-adrenergic non-cholinergic irtioityy motor neurons in several species
(21). It has been also demonstrated that GABA itdibeural nitric oxide synthesis in rat
ileum through GABA-A receptors (31). FurthermoreABA was shown to increase TNS-
induced contraction but not to change tone or eglar in rat distal colon (26). It has to be
noted that in our study, muscimol had no effectemeric mechanical activities either in
Sham or in NVHL rats. However, bicuculline, a GABAantagonist, induced a significant
increase in TNS-induced contraction in proximalocowhereas in jejunum it induced a
decrease in relaxation and a non-significant irggea contraction as it has previously been
observed in guinea-pig distal colon or ileum (32,83) not in rat distal colon (26). In NVHL
rats, the effects of bicuculline on jejunal TNS4edd relaxation and colonic TNS-induced
contraction were significantly reduced comparethtuse in Sham rats. These data showed a
possible decrease in number and/or the activitGABA-A receptors on jejunal inhibitory

and on colonic excitatory motor neurons in NVHLsrat

Finally, a significant increase in the GABA-B2 mRN&vels was observed as well as
a slight but a non-significant decrease in GABA-{Btels in the proximal colon of NVHL
compared to Sham rats. In addition, a significantease in the GAD67 mRNA levels in the
jejunum of NVHL rats was observed as well as ngmificant increase in the GAT-1 levels
and decrease in the levels of GAT-3 in the proximalbn. GAD-65 and GAD-67 have
previously been shown to be expressed in the tastine (34). Furthermore, GAT-2 and

GAT-3 have been localized in the myenteric plextisab intestine (35). Altogether, these
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data showed that the enteric GABA receptors as agllhe GABA synthesis and possibly
GABA transport were altered in NVHL rats dependiog the localization within the

gastrointestinal tract.

The differences observed in the responses to GARAptors agonists and antagonists
as well as mRNA levels of GABAergic system compdsen the jejunum and the proximal
colon in both Sham and NVHL rats may be explaingdhe regional distribution of enteric
nerve circuits (36). Moreover, the distribution @ABA receptors in adult rat is
heterogeneous, and reflects the varied physioldgltamacological profile of GABA-

mediated transmission in both regions (17).

Abnormalities in neurotransmission in the ENS hpxeviously been associated with
neurological diseases (12). These changes in neustmcture and function are encompassed
under the ternmeuronal plasticityand may be a response to alterations of inputhAEINS
receives autonomic nervous system input (37,38)psyhetic or parasympathetic impairment
in NVHL rats may induce alterations in enteric GA&#4ic system and finally Gl disorders.
A decreased vagal modulation of the cardiovasculatesy(39), the cardio-respiratory
coupling (7) or the pupillary function(40) has previously been shown in schizophrenic
patients.In addition, a decrease in parasympathetic ancherease in sympathetic activities
within the ENS have been observed in patients wahizophrenia and gastric dysmotility
(10,41).

In conclusion, this is the first study investigatithe enteric GABAergic system in an
animal model of schizophrenia. The present datavghat enteric GABA receptors, GABA
synthesis and possibly GABA transport are altenedVHL rats. These results may be linked
to decreased parasympathetic activity as it has Ipeeviously reported in schizophrenia.
However, further studies are needed to determiree ittiluence of the NVHL and
schizophrenia on different branches of the autonomervous system and clinical

consequences of enteric dysfunction.
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Résumeé des résultats

Une lésion néonatale de I'hippocampe ventral cdradui

- une augmentation du tonus de base du LMJ et denfmaction induite par la NS
dans le CMPC.

- une diminution du tonus de base en présence de G le CMPC.

- une diminution de la relaxation induite par la N®iglé&e LMJ et dans le CMPC
ainsi qu’'une augmentation de la contraction du CMBR@résence de baclofen.

- une perte de la diminution de la relaxation inelygar la NS dans le LMJ et une
réduction de laugmentation de la contraction du REM en présence de
bicuculline.

- une absence d’effet du muscimol et du CGP 52432.

- une augmentation de I'expression de GAD67 dangjlenym et du récepteur

GABA-B2 dans le cblon proximal.

V. Discussion : altérations périphériques chez les tmNVHL

Dans cette partie, nous discuterons des résult@sepies dans les articles B et C.

A. Hippocampe et régulation de la prise alimentaire

La regulation de la prise alimentaire nécessitgdgjration des signaux peériphériques
dans des structures neuroanatomiques clés comgpothalamus et le tronc cérébral (revue
dans Luquet & Cruciani-Guglielmacci, 2009). Ellepdad également du traitement de ces
informations dans d’autres structures cérébralesr@ant le comportement. L’hippocampe
est une structure impliquée dans I'apprentissad@ miemoire dont le rdle dans la régulation
énergétique a fait I'objet d’'une attention partietg. En effet, I’hippocampe dorsal recoit des

informations sensitives du cortex alors que I'higgpope ventral est associé aux aires sous-
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corticales impliquées dans la régulation énergétiqt plus particulierement aux noyaux
hypothalamiques comme I'ARC (Davidsa@t al, 2005 ; Cenquizca & Swanson, 2006).
L’hippocampe a également acces a des signaux quitremsmis au NTS via les afférences
vagales ou spinales provenant du TD. Des récepéedesnombreuses hormones circulantes
ont été mis en évidence dans I'hippocampe (Lath@1R Ces hormones sont impliquées dans
la régulation de la prise alimentaire mais égalerdant la modulation de I'apprentissage et
la mémoire dans I'hippocampe (Davidsetnal, 2009). Finalement, Kanoskt al. (2011) ont
montré que I'hippocampe ventral contribue aux pdésé neuronaux associés a
I'apprentissage et au souvenir d’'un lieu ou la niaure a été consommée et que ce type de
mémoire est modulé par des signaux hormonaux quirnmént le cerveau du statut
énergétique de I'organisme. Ainsi, il existe deaisons de s’intéresser a I'’hippocampe dans
le cadre de la régulation de la balance énergétigatie structure est impliquée directement
dans la régulation de la prise alimentaire et gwlgment via ses connections avec
I'hypothalamus et le NTS . Par conséquent, des dages) dans cette structure peuvent
entrainer des altérations dans la réception aafesmission des informations impliquées dans

la régulation énergétique (Davidsenal., 2009).

1. Lésion de I'hippocampe et profil hormonal chez le at

A notre connaissance, aucune étude n'a évaluédaing'une Iésion de I'hippocampe
sur le profil hormonal chez le rat ou chez 'HomnSeules quelques études ont mis en
évidence des corrélations entre la taille de I'biggmpe et les concentrations plasmatiques en

certaines hormones associées a la prise alimentaire

Nous avons montré que la Iésion de I'hippocamperaknhez le rat conduit a une
augmentation de la concentration plasmatique en.G@Kmasse de I'estomac (avec le bol
alimentaire) est également significativement pllevée chez les rats NVHL ce qui traduit
une distension gastrique résultant probablement thlentissement de la vidange gastrique.
Ces résultats sont en accord avec les études gumirenb que linhibition de la vidange
gastrique par la CCK génere une sensation de &atidinalement inhibe la prise alimentaire
(Moran & Kinzig, 2004 ; Ghishaaet al, 2006 ; Dockray, 2009b). Dans I'hippocampe, |aKCC
se fixe a ses récepteurs et inhibe la prise aliamen(Parrott & Baldwin, 1981 ; Lathe, 2001 ;
Lee & Soltesz, 2011). De plus, la distension etstamulation gastrique augmentent

I'expression de la CCK dans cette structure €Xal.,2008). Les neurones contenant la CCK
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dans I'hippocampe participent donc a l'intégratam la satiété dans les circuits neuronaux
composés du NTS, de I'hypothalamus et du systémigidue. lls jouent ainsi sur les signaux
afférents gastriques qui parviennent a I'hippocani}e et al., 2008). Par conséquent,
'augmentation de la concentration plasmatique €K @ourrait résulter d’'une compensation,

en périphérie, de la perte du signal induit paZGK dans I'hippocampe.

La concentration plasmatique en ghréline n’estmpadifiée chez les rats NVHL. En
plus d’'une action sur les afférences vagales oul’syoothalamus (Datest al, 2005), la
ghréline circulante stimule la prise alimentaire s@ fixant sur ses récepteurs dans
I'hippocampe (Carliniet al, 2004 ; Zigmaret al, 2006). Les expériences sur lesquelles se
basent ces conclusions et celles qui mettent eteéee les variations les plus importantes en
ghréline circulante sont réalisées chez des ratatagubi une privation alimentaire (Sanchez
et al, 2004) tandis que nos animaux avaient libre aadasnourriture. Nous suggérons donc
de reprendre ces mesures dans les mémes condjtienselles utilisées dans la littérature,

méme si cela souléve quelques problemes méthodoles)i

Chez les rats NVHL, la concentration plasmatiqudegtine et en triglycérides ainsi
gue la masse de tissu adipeux blanc sont diminu@es.résultats sont confirmés par les
études qui ont montré que les concentrations pligues en triglycérides, en cholestérol et
en leptine sont corrélées a la masse de tissuad{jerryet al, 1989 ; Ahimaet al, 1996).
Dans I'hippocampe ventral, la leptine se fixe arsegpteurs (Lathe, 2001) ce qui conduit a
une suppression de la prise alimentaire et unectidgthude la masse corporelle chez les rats
(Kanoskiet al, 2011). Nos résultats sont en accord avec leesgtowntrant une corrélation
positive entre la taille de I'hippocampe et la camication plasmatique en leptine chez
I'Homme (Naritaet al, 2009).

La concentration plasmatique en adiponectine eguite® chez les rats NVHL.
L’adiponectine a un role anorexigene dans I'hyplatimais (Kadowaket al, 2006 ; Dridi &
Taouis, 2009). A I'heure actuelle, on sait seulenmprien se fixant sur ses récepteurs dans
I'hippocampe (Jeowrt al, 2009), I'adiponectine protege et stimule la gévétion neuronale
(Qiu et al, 2011 ; Zhanget al, 2011). Dans un premier temps, la réduction de la
concentration plasmatique en adiponectine peut sgrabhtradictoire avec les réductions de
tissu adipeux et de leptine circulante (Phillgtsal, 2003). Néanmoins, Masakt al. (in
press) ont mis en évidence une association entr@oleme de I'hippocampe et la

concentration plasmatique en adiponectine chezpdésnts diabétiques de type 2, ce qui
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laisse penser que I'adiponectine et I'hippocamperagissent et se stimulent mutuellement.
Ainsi, cette interaction pourrait expliquer qu’ulésion néonatale de I'hippocampe ventral

conduit a la réduction de la concentration plasyu&tien adiponectine.

Les concentrations plasmatiques en insuline etwwoge chez les rats NVHL ne sont
pas modifiées. Or, linsuline est une hormone paatigue synthétisée en réponse a
'augmentation de la glycémie et qui conduit a dimainution de la prise alimentaire et de la
masse corporelle (Woods al.,1979 ; Porte & Woods, 1981 ; Baskhal.,1999). A I'heure
actuelle, bien que des récepteurs a I'insuline atnmis en évidence dans I'’hippocampe, son
réle dans la régulation de la prise alimentairesdegtte structure a été peu étudié. On sait
seulement que I'activation de I'hippocampe apressiimeulation avec des images d’aliments
a haute teneur calorique correspond a une augrwentdtinsuline plasmatique chez
'Homme (Wallner-Liebmanmet al, 2010). Dans cette étude, l'insuline est dos@geia tandis
gue nos animaux avaient libre acces a la nourritdoais suggérons donc également de doser

I'insuline et le glucose aprés une période de piowaalimentaire.

Nous n'avons pas mis en évidence de changementri=emtration plasmatique en
corticostérone (glucocorticoide principal chez k) ret en hormone corticotrope (ou
adrénocorticotrophine) chez les rats NVHL. A l'inse, nous avons montré une augmentation
de la concentration plasmatique en cortisol. Caesiltg#s sont en accord avec I'étude de
Chrasuptaet al. (2003) qui montre que certaines réponses nerveaisesuroendocrines au
stress se prolongent chez les rats NVHL bien queolaentration plasmatique basale en
corticostérone ne varie pas. Ainsi, la Iésion néeade I'hippocampe ventral pourrait
affecter la formation du circuit central du stregsfavoriser 'émergence des aberrations
comportementales observées. Au-dela de la régulafionstress, I'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien participe a la régulationadprise alimentaire. Ainsi, il a été montré
gue les glucocorticoides stimulent la prise alimeatchez 'Homme (Tataranet al, 1996 ;
Dallman et al, 2004) alors que chez le ratla corticostéronmdg la prise alimentaire
(Gemmill et al, 2003) mais le cortisol I'inhibe via une réductid& I’hnormone corticotrope et
de la corticostérone (Bagay al, 1989 ; Chen, 2011). Des récepteurs aux glucaoidis et
plus particulierement au cortisol ont été mis eidléwce dans I'hippocampe chez le rat (Zhe
et al., 2008) et participent a la régulation de la balaéoergétique (Holmest al, 1997 ;
Makino et al, 2001). Différentes études ont montré que des tdawés de cortisol sont
associés a des volumes réduits de I'hippocampe EHemme (Starkmaret al, 1992 ;
Wiedenmayeet al, 2006), ce qui semble étre en accord avec noftatsu
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2. Lésion de I'hippocampe, prise alimentaire et masseorelle chez le rat

Nous avons mis en évidence une réduction de laetasporelle chez les rats NVHL,
comme cela a été montré precédemment par Sartla€(2010) et Lecourtieet al. (2012).
La réduction de la masse corporelle chez ces ramsgibétre le résultat d'une diminution de
la prise alimentaire et/ou d'une augmentation dedépense énergétiqgue (Naslund &
Hellstrom, 2007). Par conséquent, nous pouvonsepegge les variations hormonales
observées chez les rats NVHL sont associées alugatians de la balance énergétique,
comme cela a été montré chez les patients ate¥anerexie mentale. Ces patients présentent
un profil hormonal relativement comparable a celes rats NVHL (Gwirtsmaset al.,1989;
Tamai et al. 1993 ; Eckeret al, 1998 ; Tolleet al, 2003 ; Hebebranet al, 2007 ; Misraet
al., 2007) avec une réduction de la prise alimentimsi qu’'une augmentation de l'activité
physique. Ces modifications aboutissent égalemamearéduction de la masse corporelle
(Eckert et al, 1998) méme si le degré d’amaigrissement est metie supérieur a celui

observé chez les rats NVHL (Scadfi al, 1999). Les résultats obtenus dans ces différentes

études sont résumés danJ &ble 1

Modele Lésion de I'HC : L . Anorexie Syndrome
NVHL a l'age adulte SPNPATDTEE mentale  métabolique
Parametres
Prise NC PR 4 \\“(DI) ~ "
o alimentaire -
3 7
§.g‘ Dépense NC _ = (DI) _ ~
%‘g énergétique
mQ —
& Masse T~ " = (IMC) ~ "
corporelle
Leptine T~ NC T~ T~ —
§ Adiponectine RN NC (o)) T~ T~
]
25 cck 7 NC NC — o
S S
82 Ghréline = NC NC " T~
c 0
o QO
ga:’r Insuline = NC :ou/ / /
IS
Og ACTH = NC ) = _—
K]
Q- Cortisol / NC / / /

Table 1: Comparaison entre différents parametres impliqués tiarégulation de la balance
éenergétique chez des modeéles de lésion de I'hipppeachez le rat et dans des pathologies
psychiatriques et métaboliques chez 'Homme. NCn: cannu, DI : données insuffisantes ou
contradictoires, IMC : indice de masse corporelle.
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De nombreuses études ont montré qu’une lésionhiigbcampe ventral chez le rat
adulte conduit a une altération du comportementeaitaire. Cependant, les résultats obtenus
sont différents de ceux observés chez les rats N\ELeffet, une Iésion neurotoxique de
I'hippocampe ventral chez les rats adultes conduiine diminution de la consommation
d’aliments par repas de 50% mais a une augmentdtiorombre de repas journaliers de 2.5
fois, ce qui n’induit pas de changement de la plseentaire journaliere totale (Cliftaat al,
1998). A linverse, Forlonet al. (1986) ont mis en évidence une augmentation qwise
alimentaire et de la masse corporelle aprés unenléde I'hippocampe ventral mais
uniquement chez les rats femelles. Plus récemniéquipe de Davidson a montré gqu’une
lésion de I'hippocampe ventral par injection d’acibleténique entraine une augmentation de
la prise alimentaire et de la masse corporelle s modification de I'adiposité chez le rat
(Davidsonet al, 2005 ; Davidsort al, 2009). Dans les mémes conditions, la Iésionaatal
I'hippocampe induit, en plus, une augmentation’detivité, notamment dans la zone de la

cage contenant la nourriture et une augmentatida dépense énergétique pendant la nuit.

Ainsi, si la Iésion de I'hippocampe ventral esteeffiée en période néonatale, ses
effets sur la balance énergétique different de amservés lorsque la lésion est réalisée a
lage adulte. De telles différences ont été rammst dans d’autres fonctions
neurophysiologiques (par exemple mémoire, répoaseasimotrice, nociception ; références
dans Khainget al., 2000 ; Lipskaet al, 2002 ; Al Aminet al, 2004). Or, ces fonctions,
comme la prise alimentaire, sont régulées pariocedastructures cérébrales qui recoivent des
projections de I'hippocampe ventral (Witietral, 1990). Une lésion néonatale conduit & une
mort cellulaire dans ces structures plus importantane Iésion a I'age adulte (Khaiegal,
2000). En particulier, des structures impliquéassda régulation de la prise alimentaire sont
particulierement affectées par une lésion néonatadéamment le striatum et le noyau
accumbens, mais pas le CPF (Mor&nal, 2006 ; Kringelbach, 2007). Ainsi, une lésion
néonatale de I'hippocampe ventral peut affectetriacture et la fonction de régions qui sont
interconnectées d’'une maniére différente d'uneokéshez I'adulte (Khaingt al, 2000), ce
qui, par conséquent, pourrait conduire a des effétérents sur la masse corporelle. Des
expériences complémentaires devraient permettofieir plus précisément I'importance de
I'interaction entre ces régions dans la réductionadprise alimentaire via notamment des
|ésions de I'hippocampe ventral et/ou du striatdmnucleus accumbens, du CPF a différents
ages. Une approche consistant a pratiquer des $si@mnatales du cortex préfrontal est en

cours de développement (Meyer & Louilot, 2012).
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3. Schizophrénie et altérations du comportement alimerire

A T'heure actuelle, l'association entre la schizaple et les perturbations
métaboliques continue de faire débat. En effefatabreuses études ont mis en évidence des
perturbations liées au syndrome métabolique, tellesl’'obésité, chez les patients atteints de
schizophrénie. Cependant, la plupart de ces étoleété réalisées chez des patients traités
avec des antipsychotiques. Or, certains antipsignes peuvent étre a l'origine d'un
syndrome métabolique chez des patients non schizoes ou des personnes saines (Lambert
& Chapman, 2004 ; Lambertt al, 2006 ; Remington, 2006 ; Kraemetr al, 2011). Nous

avons donc mené une analyse bibliographique sssd@ation entre schizophrénie et troubles

de la balance énergétique chez des patients satesrtent (able 2).

Balance énergétique

Paramétres

Prise alimentaire

Dépense
énergétique

Masse corporelle

Leptine

Adiponectine
CCK

~

Cohn et al., 2006

Nilsson et al., 2006

Spelman et al.,, 2007
Verma et al., 2009
Padmavati et al., 2010

Kraus et al., 2001
Atmaca et al., 2003b
Cheng et al., 2010

Cohn et al., 2006

Ryan, 2003
Cohn et al., 2006

Alvarez et al., 2000

Kraus et al., 2001

Ryan, 2003

Atmaca et al., 2003a

Atmaca et al., 2003b

Cohn et al., 2006
Venkatasubramanian et al., 2007
Sengupta et al., 2008

Guest et al., 2010

Dasgupta et al., 2010

Spelman et al., 2007
Cheng et al., 2010

Cheng et al., 2010

Dasgupta et al., 2010

P

Thakore et al., 2002
Thakore, 2004

Arranz et al., 2004
Wang et al., 2007

(%]
< Ghréline
=
5] Spelman et al., 2007
g Tl Venkatasubramanian et al., 2007 Eyzﬁr’ég%”; al. 2007
2 =il Sengupta et al., 2008 GEIESI ot al 2'(’)10
n Cheng et al., 2010 v
Q
2 ACTH Ryan et al., 2004
b Ryan, 2003
= Ryan et al., 2004
© q Spelman et al., 2007
% Cortisol Cohn et al., 2006 Venkatasubramanian et al., 2007
S Cheng et al., 2010
= Guest et al., 2010
g Venkatasubramanian et al., 2007 Ryan, 2003
o EliEess Sengupta et al., 2008 Cohn et al., 2006
S u Padmavati et al., 2010 Spelman et al., 2007
O Dasgupta et al., 2010 Xuan et al., 2011
Spelman et al., 2007
Triglycérides Padmavati et al., 2010

Table 2: Données bibliographiques sur les parametres imdigiaés la régulation de la
balance énergétique et de la prise alimentaire daszatients atteints de schizophrénie et
non traités avec des antipsychotigueSK et ghréline pas d’information disponible.
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Nous pouvons considérer que les données d’étudesystématisées portant sur les
patients atteints de schizophrénie mais non trégysthétisées dans Teableau 1) sont peu
nombreuses comparées a celles qui évaluent cesngtaes sans exclure l'impact du
traitement. Il existe une forte hétérogénéité etdsecohortes, comme le suggere I'étude de
Chenget al. (2010). Par conséquent, méme si les études am&siéd I'introduction des
antipsychotiques suggerent une prise de poids E®epatients atteints de schizophrénie
(références dans Bou Khalil, 2011), il est difecde déterminer la balance énergétique et le

profil hormonal de maniére précise chez ces patient

De maniére intéressante, les rats NVHL semblensemtér une forme d’'anorexie
mentale, bien qu’il s'agisse de I'image en miroir siyndrome métabolique. L’'anorexie
mentale et la schizophrénie, bien que considéréems jours comme des maladies distinctes,
ont longtemps été associées (Lyketsbsl, 1985). En effet, de nombreuses études de cas
font état de la coexistence de ces deux patholdpgesexemple : Cheung & Wilder-Smith,
1995 ; Cinemre & Kulaksizgu, 2007 ; EbrahimiDaryanet al, 2011). De plus, certains
patients atteints d’anorexie mentale présentensygemptomes psychotiques similaires a ceux
observés chez les patients atteints de schizoghr@unes & Watson, 1997). Certains
antipsychotiques classiquement utilisés pour ftraligée schizophrénie peuvent également
conduire a une prise de poids chez les patientezrigoies (Powerst al, 2002 ; Powerst
al., 2007). A limage des patients atteints de schir@pie, les patients atteints d’anorexie
mentale présentent une augmentation du volume aesodes associée a une réduction du
volume de matiere grise totale et de la formatiggpdcampe-amygdale (Giordaret al,
2001) ainsi qu'une réduction bilatérale du volumel'dppocampe (Connaet al, 2006).
D’autre part, I'anorexie pourrait étre le résutfatcomplications obstétriques conduisant a des
troubles neurodéveloppementaux (Cnattingiual., 1999). Pris ensemble, ces arguments ont
été considéreés par Lipska pour développer le mddeldL. On constate gqu’ils s’appliquent
au moins aussi bien a I'anorexie mentale. On pleus @onsidérer soit que le modele NVHL
a une portée générale pour expliquer les mécanisreedéveloppementaux d’'une plus
large famille de maladies psychiatriques que ldessahizophrénie, soit qu’il modélise un

mécanisme physiopathologique commun a I'anorexi@ gthizophrénie.

A I'heure actuelle, I'existence d’une interactiontre la schizophrénie et les troubles
alimentaires est largement admise. Cependantt dificile d’établir si les patients atteints
de schizophrénie ont tendance a présenter une fdimnerexie mentale, comme ce qui est
observé chez les rats NVHL, ou a I'opposé un syméranétabolique. Cette difficulté repose
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notamment sur l'induction d’un syndrome métaboliguae de nombreux antidépresseurs ou
antipsychotiques utilisés pour soigner la schizépig. Ainsi, Bou Khalil (2011) a récemment
discuté de la relation entre la schizophrénie daues facteurs métaboliques, tout en restant
prudent sur I'impact des traitements : « Lorsquémoque cette question d’incrimination du
traitement psychopharmacologique de la schizopératans l'induction du syndrome
métabolique on a toujours tendance a oublier gaisugets atteints de schizophrénie prennent

frequemment, au long cours, plusieurs autres psyabes ».

B. Hippocampe et troubles digestifs

1. Lésion de I'hippocampe, inflammation et motricité dgestive

Nos travaux mettent en évidence un état inflammatoiestinal chez les rats NVHL
qui pourrait ressembler aux MICI chez 'THomme. €giti regroupent les maladies liées a
'inflammation du TD a caractere chronique et djgme inconnue comme la maladie de
Crohn et la rectocolite hémorragique (ou coliteéérdtise). Ces pathologies sont secondaires a
une activation du systéme immunitaire, notammeastiofiltration de cellules inflammatoires
dans la paroi digestive. Les recherches récentesldalomaine de la neuro-immunologie ont
mis en évidence le lien fort qui existe entre lst&ye nerveux et immunitaire (revues dans
Rabinetal., 1989 ; Rosas-Ballina & Tracey, 2009 ; Kioussis &Fnis, 2009)

Dans cette étude nous avons mis en évidence unmeatation du nombre de
mastocytes et de l'activité de la myéloperoxidasesd® jéjunum des rats NVHL. Les
concentrations deamor necrosis factos et d’interleukine f dans le plasma, dans le jéjunum
et le cb6lon proximal sont trop faibles pour étréed&ées et pour étre exploitables. A l'inverse,
les concentrations en leptine et en adiponectins das tissus sont significativement réduites
chez les rats NVHL. Les activités contractiles @éjujum et du colon proximal sont
également augmentées chez les rats NVHL. L’ensed®lees résultats, couplé a I'aspect de
I'intestin, suggeére I'existence d’'une inflammatiolronique dans le jéjunum des rats NVHL
(revue dans De Scheppsral, 2008).

Les mastocytes sont issus de cellules circulantgs ngjgrent dans les tissus
périphérigues (revue dans De Wingtral, 2012). Dans le TD, ils infiltrent I'épithéliuma |
muqueuse et la sous-muqueuse ou ils sécretent @édiataurs inflammatoires parmi lesquels

I'histamine, la sérotonine et des cytokines comnee tumor necrosis factora et
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I'interleukine 3. Les mastocytes et leur produit de dégranulationt Smpliqués dans
inflammation chronique du TD (De Scheppet al, 2008) et sont significativement
augmentés dans la muqueuse des patients atteintdI@e (Bischoff et al, 1996). La
myéloperoxidase est une enzyme exprimeée princigaiepar les neutrophiles mais aussi par
les granulocytes et les monocytes du sang. Sowitéacest augmentée dans les tissus
inflammés, indiquant une infiltration de neutrogkil(Grishamet al, 1990). De plus, son
activité dans le TD est particulierement augmegtéz les patients atteints de MICI (Saiki,
1998). Ainsi, l'augmentation de la densité de magesx et de [lactivite de la

myéloperoxidase montre une inflammation localiséesde jéjunum.

Le réle de la leptine et de l'adiponectine dansflimmation intestinale reste discuté
(revue dans Karmiriet al, 2008). Néanmoins, Barbiat al. (1998) ont montré que les
premiers jours d'une colite sont caractérisés paugmentation de la concentration
plasmatique en leptine associée a une réductiofa darise alimentaire et de la masse
corporelle. Apres plusieurs jours I'inflammationvamt chronique. A ce stade, les animaux
ont perdu 10% de leur masse corporelle et la cdrateon en leptine est inférieure & son
niveau basal. Cependant, chez les patients atidntdICl, les concentrations plasmatiques
en leptine sont soit réduites soit augmentées (Kermat al, 2008). Chez ces patients, la
concentration plasmatique en adiponectine peuteggait varier et ce en fonction de la
pathologie inflammatoire considérée (Karmatsal, 2006 ; Valentinet al, 2009 ; Weigeréet
al., 2010). Par conséquent, il est difficile de se prmer sur I'implication de ces adipokines

dans le maintien de I'inflammation du jéjunum.

Des altérations dans les fonctions motrices du ©bt souvent associées a une
inflammation (revue dans Ozakt al, 2005 ; Akiho, 2010). Chez les patients atteirds d
MICI, des troubles de la motricité sont associéasna altération du fonctionnement des
neurones entériques, ainsi que du réseau deseseihtierstitielles de Cajal ou encore des
cellules musculaires lisses elles-mémes (Oztkal, 2005 ; Ohamat al, 2007). Chez
’'Homme ou chez les modeles animaux, I'inflammatiotestinale s’accompagne soit d’'une
augmentation, soit d’'une diminution de la conttaétdes muscles lisses en fonction du profil
des cytokines libérées (Oharmatial, 2007). Ainsi, 'augmentation des activités coatitas
spontanées du MLJ et du MCCP ainsi que de la adidgrainduite par la NS dans le MCCP
chez les rats NVHL peut confirmer I'existence d'umdlammation intestinale dans ce

modeéle.

158



Conséquences périphériques d’une lésion néonadikippocampe ventral chez le rat

Une inflammation digestive est associée a une trygphie et une hyperplasie des
couches musculaires lisses intestinales (Blennseliaest al, 1992 ; Tornblonet al, 2002 ;
De Manet al, 2003). A I'inverse, dans notre étude, les couchesculaires lisses du jéjunum
sont réduites alors que celles du célon proximalt smgmentées. Cependant, des déficits
nutritionnels, plus particuliérement en protéirgsvent conduite & une atrophie des couches
musculaires lisses et a des altérations de la aitétdigestive (Moreirat al, 2008 ; Gomes
et al, 2009 ; Francat al, 2010). Comme la leptine stimule le transport'@idorption de
peptides dans l'intestin (Buysa al, 2002), la diminution de sa concentration plasguei
pourrait conduite a un déficit dans I'absorptiors gotéines. Nous pouvons donc émettre
I'hnypothése qu’une Iésion néonatale de I'hippocamwggral conduit a un déficit nutritionnel
qui peut, en plus d’'une inflammation, altérer leusture et la fonction intestinale. Ainsi,
méme s'il est difficile d’expliquer la coexistend&ine inflammation et d’'une réduction de
I'épaisseur des couches musculaires, des étudesppigises (intégrité des entérocytes, des
jonctions paracellulaires, de la perméabilité deila) sont nécessaires pour vérifier notre

hypothese.

L'’ensemble de ces résultats montre une inflammatiomnique localisée dans le
jéjunum des rats NVHL. Le nerf vague, en plus de sile dans la régulation du rythme
cardiaque, de la sécrétion hormonale ou des fametigestives, est impliqué dans le controle
des réponses immunitaires. Ainsi, les afférencgalea régulent la réponse inflammatoire via
I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-suriéraet la sécrétion de glucocorticoides
(Van Der Zanderet al, 2009). De plus, les efférences vagales ont épfigmees récemment
dans le contréle de la réponse immunitaire (Van Zardenet al, 2009 ; Bonaz, 2010). En
effet, I'activation vagale cholinergique réduit nflammation intestinale, notamment en
inhibant I'activité des macrophages et la libématite cytokines. A l'inverse, une section du
nerf vague (vagotomie) conduit au développementalinlammation digestive (Ghiet al,
2006). La stimulation du nerf vague réduit la pedte masse corporelle et les marqueurs
inflammatoires de la MICI (Meregnaseit al, 2011). Par conséguent, nous pouvons penser

gue l'inflammation du jéjunum pourrait étre le rikgtid’une dysautonomie vagale.

En ce qui concerne la neurotransmission entérigogs avons montré que la Iésion
néonatale de I'hippocampe ventral conduit a unemamgation des activités contractiles du
jéjunum et du cblon proximal ainsi que de I'acéwitt/ou du nombre des récepteurs GABA-A
et GABA-B sur les neurones moteurs intrinsequesplDs, le taux d’expression de TARNm
du récepteur GABA-B2 est significativement réduand le cblon proximal alors que
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I'expression de I'enzyme catalysant la synthesé&séBA, GAD-67, est augmentée dans le
jéjunum des rats NVHL. Les transporteurs du GABATGAet GAT-3 ont tendance a varier
dans le colon proximal de ces rats. L'ensembleederésultats montre que la lIésion néonatale
de I'hippocampe ventral entraine une altératioladetception, de la synthese et dans une

moindre mesure du transport du GABA dans le SNE.

Un changement dans la structure et la fonction mEsrones en réponse a des
altérations des signaux d’entrée est appelé «gtaésheuronale » (Giarordt al, 1999). Les
neurones du SNE recoivent des signaer provenance du SNA sympathique et
parasympathique (Lundgren, 2000b ; Chaetgal, 2003), méme si des changements
adaptatifs dans le SNE permettent de minimiseefgepde fonctions du TD (revue dans Li &
Owyang, 2003). Ainsi, une vagotomie conduit a unadification du tonus gastrique, une
dilatation de I'estomac et une inhibition de laange gastrique ainsi qu’a une réduction de la
prise alimentaire et de la masse corporelle cheatl@Mordeset al, 1979). Dans le cas d’'une
vagotomie chronique, les fonctions gastriques spattiellement restaurées via des
changements dans les réflexes nerveux intrinseues Owyang, 2003). Par conséquent,
les altérations fonctionnelles (neurotransmissiokB&ergique) et structurelles (distension
gastrique) du TD peuvent résulter d’'une altératies efférences vagales dans le SNE des rats
NVHL.

A notre connaissance, peu d’études ont établi em dintre I'hippocampe et le TD.
Guan et al. (2003) ont montré gu’une injection de CCK-8 dalppocampe inhibe la
motricité gastrique, cet effet étant aboli par wmagotomie. Wanget al. (2006) ont mis en
évidence une activation de I'hippocampe aprés timaukation gastrique chez 'lHomme. Ces
résultats suggerent I'existence d’une interactancfionnelle entre I'hippocampe et le réflexe
vago-vagal (Guaret al, 2003). Cependant, une réduction du volume dgphtampe a
également été mise en évidence dans de nombrelbddsopsychiatriques liés au stress tels
que le stress post-traumatique ou le trouble gedsonnalitdorderlinemais également dans
d’autres troubles neuropsychiatriques et neuroleggqcomme la démence, les maladies
d’Alzheimer, de Parkinson ou de Huntington, I'altseme chronique, I'encéphalite par herpes
simplex et la Iésion traumatique cérébrale (réféeendans Czéh & Lucassen, 2007). La
plupart de ces pathologies sont associées a wratadh du SNA et en particulier du systeme
parasympathiqueTé@ble 3). Ce dysfonctionnement parasympathique peut coadaide
multiples troubles gastro-intestinaux. Finalemé&ntonstat d'une altération parasympathique

a mené a utiliser la stimulation électrique vagalmme traitement pour les troubles centraux
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et indirectement pour les troubles gastro-intestinaBien qu’il s’agisse d’observations
indirectes, ces données suggerent que I'hippocaegteune structure particulierement

importante dans la régulation du fonctionnementSiNA et par conséquent des fonctions

gastro-intestinales.

Pathologie

Troubles gastro-intestinaux

Constipation, diarrhée, nausée,
MICI (Haug et al., 2002)

Troubles digestifs fonctionnels,
hypersensibilité viscérale (Irwin et
al., 1996; Mayer et al., 2001)

NC

NC

NC

Diarrhée, constipation, troubles de
la motricité et de la vidange

gastrique (Jain, 2011)

Inflammation gastro-
cesophagienne (Andrich et al.,
2009)

NC

Troubles de la motricité, dyspepsie
(Portincasa et al., 2001)

NC

Anomalies motrices, altérations de

la muqueuse (Bansal et al., 2009)

Altération du systeme

nerveux autonome

Oui : parasympathique (Ghia
et al., 2008)

Oui : altération du tonus
vagal (Cohen et al., 2000)

NC
Oui : dont parasympathique
(Allan et al., 2007)

Oui : parasympathique
(Algotsson et al., 1995)

Oui : parasympathique ;
dans tout le TD (Jain, 2011)

Oui : dont
parasympathique (Andrich et
al., 2002)

Oui (Sevcencu & Struijk,
2010)

Oui (Portincasa et al., 2001)
Neuropathie vagale (Duncan
et al., 1980)

NC

Oui (Baguley et al., 2008)

Table 3: Troubles gastro-intestinaux et altérations du syst@erveux autonome dans les
pathologies psychiatriques liées au stress, lesrdéss neuropsychiatriques et neurologiques

impliquant une réduction du volume de I'hippocamy€. : non connu
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2. Schizophrénie et pathologies digestives

A I'heure actuelle, peu d’études ont mis en évidedes troubles gastro-intestinaux
chez les patients atteints de schizophrénie. Cesédsnsuggérent néanmoins l'existence de
troubles fonctionnels digestifs (Gupgd al, 1997), d'une inflammation (Buscaino, 1953 ;
Severanceet al., 2012) et de troubles moteurs digestifs (Peupelmanral, 2009a)
indépendamment de la prise d’antipsychotiques clezpatients. Par conséquent, une seule
étude (Peupelmanet al, 2009a) a impliqué un dysfonctionnement du SNA sdées
altérations digestives chez les patients atteintsaiézophrénie, mettant en évidence une
corrélation entre altération de I'activité gasteqget déséquilibre du SNA. Ces résultats sont
en accord avec les études qui ont montré une rédude la modulation parasympathique
vagale dans le systeme cardiovasculaire et caedjpiratoire (Baet al, 2005 ; Baret al,
2008b ; Peupelmanret al, 2009a ; Khandokeat al, 2010), dans la fonction pupillaire (Bétr
al., 2008a) et dans l'activité électrodermique (ZahrPigkar, 2005 ; Rachowt al, 2011)
ainsi qu’'une augmentation de la modulation sympathichez ces patients (Bétral, 2007).

A I'heure actuelle, les mécanismes précis du dygionnement du SNA dans les troubles
psychiatriques ne sont pas connus, probablemefdiddu nombre important des structures
corticales, sous-corticales et du tronc cérébrakcgardonnent la fonction autonome (Henry
et al, 2010). Un manque d’activation du CPF pourraieetiér le contréle inhibiteur sur les

fonctions autonomes chez les patients atteintshieaphrénie (Peupelmart al, 2009b).

VI. Conclusion et perspectives

Nous avons mis en évidence une réduction de laemesgporelle ainsi que des
variations des hormones impliquées dans la priseeataire chez les rats NVHL. Cependant,
ces variations, comme 'augmentation de I'actil@&motrice chez les rats NVHL (Beninger
et al, 2009), ne constituent qu'une preuve indirecte glerturbations de la prise alimentaire
et/ou de la dépense énergétique qui peuvent canduia réduction de la masse corporelle.
Par conséquent, des études ultérieures sont n#essatin de déterminer la variation de ces
parametres chez les rats NVHL. Dans une étudenirédire, portant sur 4 rats présentant une
lésion bilatérale compléete de I'hippocampe ventrhlypothése d’'une réduction de la prise
alimentaire et de 'augmentation de la dépensegétigue chez les rats NVHL semble se

confirmer méme si ces expériences doivent étrespivies.
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L’existence d’une interaction entre la schizopheéet les troubles alimentaires est
largement admise. Cependant, a I'heure actuelk,dnnées bibliographiqgues semblent
contrastées : certaines études montrent que cesfgaauraient une tendance a l'anorexie
mentale, comme ce que nous avons mis en éviderez les rats NVHL (dans ce cas
'anorexie mentale aurait un domaine de recouvrénaec la schizophrénie) alors que
d’autres études montrent qu’ils présenteraient ymdreme métabolique. L'importance du
traitement avec des antipsychotiques dans I'analgsees résultats a également été soulevée
dans cette étude, les antipsychotigues de secogdéragion étant impliqués dans le
développement de I'obésité et du syndrome métalmlapez 'Homme. Par conséquent, des
études ultérieures sont nécessaires afin de déermne altération de la prise alimentaire et
de la dépense énergétique ainsi que de la magserelbe et des hormones impliquées dans la
régulation de la balance énergétique chez lesntatateints de schizophrénie (non traités).
Finalement, I'implication du traitement avec desigsychotiques dans les altérations de la
balance énergétique devraient étre déterminés kdsezats NVHL (comparaison de ces
parametres avec ou sans olanzapine ou clozapinexeanple), comme chez les patients

atteints de schizophrénie.

Nous avons mis en évidence une inflammation du jgjuainsi qu’'une altération des
activités contractiles du TD chez les rats NVHL. Bloavons émis I'hypothése que ces
troubles pouvaient étre le résultat d’'un dysfoncetement du SNA et en particulier du nerf
vague. Afin de vérifier I'intégrité du fonctionnemte du systéme nerveux autonome
parasympathique et sympathique la variabilité diamg cardiaque pourrait étre mesurée chez
les rats NVHL, comme ce qui a été fait chez legeptd (cf Buchheit, 2006 ; Bonaz & Sabate,
2009). De plus, I'implication d’'une altération durhgague dans les troubles digestifs et
inflammatoires chez les rats NVHL pourrait étreedétinée : soit en évaluant I'impact d’'une
vagotomie chez des rats pseudo-lésés et NVHL camparces rats intacts (cf Gheaal,
2006), soit en évaluant I'amélioration des paraegetiigestifs et comportementaux aprés des
stimulations électriques vagales (cf Meregnanial, 2011). Chez les patients atteints de
schizophrénie, des études ont mis en évidence ltasitmns autonomes dans différentes
fonctions périphériques mais pas dans les fonctionsestinales. Ce manque reésulte
probablement du peu de données portant sur lestadtés structurelles et fonctionnelles du
TD chez ces patients. Par conséquent, des étudgsndenécessaires afin d’établir si les
patients atteints de schizophrénie, diagnostiqués mon encore traités, présentent une

altération des fonctions digestives ainsi qu’'unfammation gastro-intestinale et si ces
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troubles sont associés a un déséquilibre dansnetiGmnement du SNA (éventuellement

amélioration des symptdomes aprés stimulationsréieets vagales).

Les troubles périphériques associés a la schizoghpeuvent constituer une géne
importante et un risque de mortalité précoce cegpétients. En particulier, les conséquences
digestives de la schizophrénie peuvent porter sggiment atteinte a la qualité de vie des
patients. Ces troubles sont par conséquent un geugianent pour les équipes soignantes.
Méme si des études complémentaires posent laudifid’inclusion de patients non traités, a
plus long terme, elles pourraient déterminer le xlantipsychotiques basés sur leurs effets
secondaires en relation avec la prise alimentailesdroubles digestifs.
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ABSTRACT

Geophagia is found in various animal species andumans. We have previously
shown that spontaneously ingested kaolinite intsradgth the intestinal mucosa, modifies
nutrient absorption, and slows down gastric emygtyamd intestinal transit in rata vivo.
However, the precise mechanisms involved are natigdted. The aim of the present work
was to investigate the effects of controlled katdimngestion on food intake, gut morphology
andin vitro motility in rats. Male Wistar rats were fed with 5Raolinite in standard food
pellets during 7, 14 and 28 days. Body mass and fmmsumption were measured daily.
Intestinal morphological and proteomic analysesewmandertaken. The length of mucosal
lacteals was evaluated. Plasmatic levels of leptid adiponectin were determined. Finally,
organ bath studies were undertaken to evaluate ttmawuscle contractility. Food
consumption was significantly increased during fingt two weeks of kaolinite ingestion
without any mass gain compared to controls. Kat@imduced weak variations in proteins
that are involved in various biological procesgesmpared to control animals, the length of
intestinal lacteals was significantly reduced inoK@ite group whatever the duration of the
experiment. Leptin and adiponectin plasmatic lewadse significantly increased after 14 days
of kaolinite consumption. Changes in spontaneouslitygand responses to electrical nerve
stimulation of the jejunum and proximal colon wereserved at day 14. Altogether, the
present data give evidence for a modulation byikaelcontrolled ingestion on satiety and

anorexigenic signals as well as on intestinal asildnic motility.

KEY WORDS

clay, intestine, colon, smooth muscle contractilégtipokines, cholinergic nerves.
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INTRODUCTION

For many centuries, clay has been used to heal dgpwsoothe indigestion and treat
intestinal pathogens. Indeed, clay has been usdgeitreatment of several gastrointestinal
diseases, like infectious diarrhoea. Clay (sm@ctiteatment was shown to have an
antidiarrheal effect, partially antagonizing digestmotor disturbances induced by cholera
toxin or hypertonic mannitol solution in dogsvivo [1]. In acute diarrhoea in children, this
beneficial effect consisted in reduction of duratwf diarrhoea and the frequency of liquid
stools [2]. Furthermore, it was demonstrated thasrdectite pre-treatment protected against
allergic digestive disturbances induced by antigéministration in guinea pigs sensitized to
cow’s milk [3].

The mechanism of action of clay might be to ad$oxins and bacteria and to modify
intestinal mucus that reinforces the mucosal baftie This effect may be due to changes in
the chemical nature of mucopolysaccharides by mimdjftheir rheological properties [4].
The consequence is the reduction of toxin's pehetrahrough the mucus layer and the
repair of mucosal integrity. The action of clay lwercteria has been also demonstrated to treat
Buruli ulcer, a necrotizing dermatological infecticaused byMycobacterium ulceranslt
was shown that the pH and oxidation state buffénethe clay mineral surface is the key to
controlling the solution chemistry and redox-rethteactions occurring at the bacterial cell
wall [5]. Furthermore, natural clay has been shosvimcrease the effectiveness of the mucus
barrier against mucosal damage induced by pepsiivo [6]. Finally, there is evidence that
diosmectite, administered as a post-treatment,ffecteve in controlling hapten-induced
colonic inflammation through a mechanism that migivolve adsorption of proteins and

mucus protection [7].

Interestingly, geophagia, a form of pica (ingestmnon-nutritive substances), is
common in many species and has been prevalent giwoii human history [8,9].
Furthermore, kaolinite consumption can occur duriimgss. Indeed, it has been shown that
rats, which do not vomit in response to emetogetimuli, ingest kaolinite [10]. Nausea and
vomiting are important side effects of chemotheragmtentially leading to poor quality of life
and nausea is a highly aversive sensation consi@s@n more aversive than pain. Therefore,
rats, which do not vomit in response to antinedpadrug (cisplatin), spontaneously ingest
kaolinite [10,11]. This behavior represents an niecti marker of nausea in rats. One major

effect of kaolinite ingestion is to reduce gasttestinal disturbances induced by cisplatin
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vivo. Indeed, it is known that gastric dysrhythmia asrelated with nausea and vomiting in
animal models as well as in human [12]. Chroniplaisn induces gastrointestinal dysmotility
and kaolinite intake during a week. Although picégimh be protective against cisplatin

toxicity in rats, the exact mechanisms involvedraseknown.

We have previously shown that kaolinite, when spoebusly ingested, interacts with
the intestinal mucosa [13]. In particular, kaoknihgestion leads to changes in intestinal
morphology and in the expression of several cytiesée proteins. It also modifies nutrient
absorption [13,14] and water adsorption [15]. Femimore, kaolinite ingestion was shown to
slow down gastric emptying and intestinal transitatsin vivo [14], probably due to clay
particles property to absorb water and to draircdaenatter [16]. This effect is amplified
when nutrients are present in the lumen, possibBdihg to an increased absorption.
However, the precise mechanisms involved in theagba induced by kaolinite ingestion are

not really elucidated as far as intestinal physiplisgconcerned.

The first aim of the present work was to evaluateether a controlled ingestion of
kaolinite (5%) showed the same interactions wité ithtestinal mucosa as those observed
with spontaneously ingested kaolinite. Therefopgthelial proteomic analysis was performed
and intestinal morphology was investigated. Theosdcaim was to investigate the
mechanisms involved in the changes in nutrient gbwor induced by kaolinite ingestion.
Thus, since lacteals have been shown to be imptaatlipid and water absorption as well as
in transport [17-19], the length of lacteals wadedained by using immunolabelling to
localize aquaporin-1 (AQP-1) as a marker of theoimelium of the lymphatic vessels in the
lamina propria within the villi of the small intés¢ [20]. Moreover, in a previous study, we
showed that control rats and those eating a kaelicomplemented diet showed a similar
weight gain, despite the reduced caloric valuehef kaolinite complemented diet [13]. It is
hypothesized that kaolinite ingestion modifies teorexigenic and satiety signals. As
adipokines synthesized by adipocytes, and partigulgptin and adiponectin, regulate energy
balance and glucose homeostasis [21], the plasieatts of these peptides were measured.
Finally, as kaolinite consumption was shown to rodntestinal transit, intestinal and

colonic motility patterns were determined usingrawitro organ bath technique.
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MATERIAL AND METHODS
Animals

A total of 39 male Wistar rats (Charles River Laiories, Lyon, France), weighing
approximately 270 g upon their arrival, were houselividually in a controlled environment
at an ambient temperature of 24 + 2 °C and undigthalight/dark cycle (lights on 07.00 h).
They were maintained on a wire mesh floor to recafgefood fragments and to minimize
coprophagia. They haad libitum access to food (standard low-fat diet AO3, SAFEgWu
France) and tap water for 1 week before the exmarinhas begun to limit stress effects.
Animal care was provided according to protocols guidelines approved by the local
Animal Care and Ethic Committees (CREMEAS #AL/0612309).

Experimental design

Rats were divided into 2 groups when their weiglsiched 300 +10g : (i) 18 control
rats were fed with standard pellets (standard latndfet AO3, SAFE, Augy, France), and (ii)
21 kaolinite rats were fed with pellets containibg, mass, 5% of kaolinite (Argiletz, Lizy-
sur-Ourcq, France). Each diet was obtained fromEA&himals were given fresh food once
a day. Body mass, faeces production as well as &aoldwater intake were measured daily.
Food intake was quantified by weighing the peltetaaining in the trough and the fragments
on the floor. After 7, 14 and 28 days of the exmental diet, 6 control and 7 kaolinite rats
(noted Kaol7, Kaoll4 and Kaol28), were anaesthdtizath isoflurane 2% and were
decapitated. Thereafter, blood was immediately ectld and centrifuged before the
supernatant was collected and stored at -80 °C. j@jumum and proximal colon were
removed and placed onto an ice-cold plate for lngtoal, proteomic and motility analyses.

Carcasses were stored at -20 °C for later detetrmmaf body composition.

Proteomic analysis

For proteomic analysis, mucosa from jejunum wasectdd using a glass slide and
was stored at -80 °C. Frozen mucosa was mechangaund to a fine powder in a Mikro-
Dismembrator (Sartorius AG, Gottingen, Germany)3800 rpm for 1 min. Biological

material, PTFE shaking flasks and grinding ballsemgre-cooled in liquid nitrogen in order
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to avoid thawing of the material during the proces®und 20 mg of the resulting powder
was suspended in 2QQ of extraction buffer (20 mM Tris-HCI pH 8, conténg 7 M urea, 2
M thiourea, 4% CHAPS (w/v) and protease inhibitgame pelletper 50 mL, Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany)). After four cyctéssonication (25 °C, 5 s)/agitation (4
°C, 15 min), samples were centrifuged (10 000 Y45 min) and proteins were precipitated
at -20 °C with acetone overnight. After centrifugat(10 000 g, 4 °C, 30 min), protein pellets
were dried and solubilized in 2QQ. of extraction buffer. Protein amount was deterrdine
using Bio-Rad Protein Assay protocol with additmf2 uL of HCI 0.1 M and ovalbumin as
standard.

Six control rats and six Kaol28 rats were useddateomic analysis. Prior to 2D
electrophoresis samples were pooled for each dondit 3 groups (2 rats/group) according
to their daily food consumption (mean consumptimnilar for all groups). Two-dimensional
electrophoresis gels were performed in duplicateézh pool (total 6 gefger condition).
Isoelectric focusing was performed on samples @oin 700ug of proteins, 7 M urea, 2 M
thiourea, 4% CHAPS (w/v), 20 mM Tris-HCI pH 8, 20hDTT, 0.2% (v/v) Biolytes® 3/10
ampholytes (Bio-Rad) and 0.005% (v/v) bromophenalebas previously described [13].
Second dimension was carried out on 10% SDS-PAGEirages were captured using the
GS-800™ Calibrated Densitometer (Bio-Rad) and wanalysed with the PDQuest™
software (Bio-Rad). The protein content of eacht spas determined by its relative quantity
normalized by the total density in the gel imagelsGof control animals (n = 6) were
compared to gels of Kaol28 rats (n = 6). Spots gr#3g a variation in intensity were
submitted to an ANOVA test and only candidates vaith value<0.05 were considered and
were manually excised from the gels.

In-gel digestion was carried out as previously dbsd [22] and the tryptic peptides were
extracted by addition of 3pL of 60% (v/v) acetonitrile and 0.1% (v/v) formicid. MALDI
mass measurements were carried out on an Ultrédflei@@ruker Daltonics) and nanoLC-
MS/MS analyses were performed using a nano-HPL@-Glistem (Agilent Technologies)
coupled with an HCT Plus ion trap (Bruker Daltoni¢2,23]. Data interpretation was
performed as described in Trabaleh al [23]. An in-house generated protein database
composed of protein sequences oRattus norvegicus downloaded from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entréan May 06, 2009) and of common contaminants
such as porcine trypsin and human Kkeratins conatgenwith reversed copies of all

sequences (135 406 entries) was used.
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Light microscopy and immunohistochemistry

Jejunum samples (0.5 cm) were fixed for at leabtif 3% paraformaldehyde, then
dehydrated and embedded in paraffin for tissuemeng. Tissue sections (@m thick) were

then cleared of paraffin and rehydrated.

To measure the width of each layer of jejunum,htee staining was performed
following a standard protocol. Fifty different aseaere examined.

As in the course of experiments intestinal inflartiorawas suspected, tissue sections
were stained to visualize tissue mast cells (M@peting to Strobekt al [24]. Briefly, the
sections were stained with 0.5% toluidine blue f&gAldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France,) in 0.5 N HCI for 30 min, rinsed in water 5-10 min, differentiated in 95% alcohol
before being cleared and mounted in Eukitt (EMStfield, USA). The slides were then
observed under a microscope (Zeiss Axioplan, ZéissRecq, France), before twenty high-
power fields (x 630) were randomly selected. Thbee,number of MC was determined and

expressed as mean.

Immunohistochemistry was performed by indirect feszent labelling. Tissue
sections were incubated 15 min at room temperatitie 5% phosphate buffered saline—
bovine serum albumin before incubation for 2 h widbbit anti-rat aquaporin-1 (AQP1)
diluted at 1:200. Sections were then treated wiht ganti-rabbit IgG (1:200, 1 h at RT)
labelled with fluorescein isothiocyanate conjugdben mounted with Fluoromount (EMS,
Hatfield, USA). They were examined by means ofuaréscent microscope (Zeiss Axioplan,
Zeiss, Le Pecq, France) equipped with the apprigpmifier set (450-590 nm band pass
excitation filter).

Body composition

Before analysis, the carcasses were lyophilizeal constant mass. Total lipid content
was determined using a method described in Fel@l. [25]. Total nitrogen was assessed by
a Kjeldahl procedure and was converted to protgimbltiplying by 6.38 [26]. Carcass water

content was determined by subtracting dry mass fresh mass.
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Plasmatic levels of leptin and adiponectin

Plasmatic leptin and adiponectin levels were detezthby ELISA (Rat Leptin ELISA
kit, Invitrogen, Camarillo, USA and Rat AdiponectiISA kit, Millipore, St. Charles, USA)

using a Infinite M200 (Tecan, Lyon, France).

Organ bath analysis
General

Organ bath analysis was performed after 14 anda®8 df experiment. Jejunum and
proximal colon segments were placed in a Petri dishtaining a physiological Krebs
solution (in mM: 119.8 NaCl, 16.2 C6H1206, 15.5 N&BB, 5.8 KClI, 2.5 CaClI2,H20, 2.0
NaH2P0O4,H20, 1.2 MgCI2,H20, pH 7.4). The segmengsewthen rinsed off intraluminal
content. Longitudinally oriented muscle strips frggjunum (LM; 10x5 mm), after mucosa
and submucosa had been removed, and circular edientuscle strips from proximal colon
(CM; 3 mm) were mounted in organ bath chambersawoimty 10 ml of warmed (37 °C) and
gassed (95% 02, 5% CO2) Krebs solution. Smooth lmusechanical activities of jejunum
and proximal colon were measured by means of anasic force transducer (Fort25, WPI,
Aston, UK) and amplifier (Lab-Trax-4/24T, WPI, AstoUK) and were visualized on a
computer (HP Compaq 8000, Hewlett-Packard, USA).

Acetylcholine, used for pharmacological analysissvdelivered by Tocris (Bristol,

UK) and dissolved in distilled water.

Experimental protocols

At the beginning of each experiment, strips weretshed to their optimal resting
tension (value of tone with optimal contractilegesses), which was achieved by step-wise
increases in tension until basal tone reachedestabbplitude of 9.8 mN. Strips were allowed
to equilibrate for 60 min. Bath solution was chamhgevery 30 minutes. The effect of
exogenous acetylcholine was evaluated at its madxiooatractile effect. After each
experiment, tissues were washed out by replaciaghttih solution several times with fresh
Krebs solution and muscle strips were allowed toildgate for 30 minutes. Recovery of

smooth muscle strips was regularly verified by stating intramural nerves. Transmural

206



Annexes : Article de recherche D

electrical nerve stimulation (ENS) was applied i@ steel electrodes, placed 10 mm apart.
Square wave pulses of 15 V intensity, 10 Hz fregyeand 200us duration during 10 s

periods were used.

Data analysis

Analysis was performed using Datatrax (Datatrax /@I, Aston, UK). Spontaneous
mechanical activities (SMA) were analysed by meaagutone as well as amplitude and
frequency of spontaneous contractions. Tone antramion amplitudes were expressed in
millinewtons per mg of fresh tissue (mMN/mg); freqog of contractions was expressed in
contraction per minute (cpm). Strip contraction weagressed as percentage of increase
compared to basal resting tone. Increases in twheced by acetylcholine were expressed in
per cent compared to basal amplitudes. The relax#&R) and the off-contraction (C) induced
by ENS were measured as the difference betweebabkeline and the maximal responses;
data were expressed in mN per mg of fresh tissumpli#ude of each component of the
responses to nerve stimulation varied consideritbly one strip to another; therefore, each
muscle strip was considered as its own control.iljoparameters were evaluated on four

jejunal and colonic strips per animal.

Statistical analysis

Data were expressed as mean + SEM. Statisticaysisalas carried out using R (R
Foundation, Vienna, Austria). Differences betweeoug were evaluated using ANOVA
followed by Tukey multiple comparison tests or KealsWallis test followed by Wilcoxon
test. The effect of the drug was evaluated by gatreest. Differences were considered
significant afp<0.05 (noted *).

RESULTS
Analysis and identification of differentially expsed proteins in jejunal mucosa

The proteomic analysis was performed at day 28campare with previous data

concerning spontaneous consumption of kaolinitg. [13
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2D gels were individually imaged and analysed. Arrage of 539 and 674 protein
spots for control group and Kaol28 group respebtiveas detecteger gel from 70Qg
loaded protein after colloidal CBB staining, wittanpH range of 5-8 and a molecular mass
range of 20-200 kDaFgure 1). Among these spots, 15 were significantly diffehg
expressed (p<0.05Jable | shows that, among these, 7 were significantly gpHeged in the
Kaol28 group (p<0.05) including albumin, and cytaten 8 (CK8); 8 spots were
significantly down- regulated compared to the colngroup (p<0.05), including transketolase
(TK), protein disulfide isomerase A3 (PDIA3), alpbaolase (ENO1), and triose phosphate
isomerase 1 (TPI1). However, intensity of thesaspas slightly modified (ratio <6). In few
cases (spots 5 and 11) two proteins were identifidtie spot, preventing the unambiguous

determination of regulated protein.
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Figure 1. Representative 2D map of jejunal mucosa protéiosh (a) control and (b)
kaolinite 28 (Kaol28) rats. Jejunal mucosa protdif30 ug) were separated on 2D gel
electrophoresis (1st dimension: IEF pH range 5-"8; ddmension: 10% SDS-PAGE).
Labelled spots are those regulated in Kaol28 ratspared with control rats. Spots 1-7:
downregulated; spots 16—28 upregulated. See Tdbtedktails.
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Table I: Identification of jejunal mucosa—regulated progein kaolinite 28 rats (Kaol28) by
MALDI-MS or/and nano-LCESI-MS/MS. The spot labelsriespond to those in Figure 1.
The variation of the Kaol28 group proteins compat@dhe control group was evaluated
thanks to PDQuest analysis: ) proteins downregdjateroteins upregulated. *P < 0.05; **P
< 0.01; **P < 0.001 by one-way ANOVA with respeid the control group. Two proteins
were identified in spots 5 and 11.

Daily nutritional parameters and body composition

Kaolinite rats showed no difference in daily bodgs®s gain compared to control rats,
whatever the duration of the experiments (p>0#hle I1). During the first 14 days, food
intake was more important in Kaolinite group conggato the control group (respectively
23.7 £ 0.4 g and 20.7 + 0.3 g between day 0 and/gd@%.0 £ 0.5 g and 21.6 = 0.7g between
day 7 and day 14; p<0.001). As 5% of nutrients wemaced by kaolinite in pellets of the
Kaolinite group, the diet in the control and the oKaite group was not isocaloric.
Consequently, a theoretical isocaloric group (Isarresponding to the control group food
intake plus 5%, was considered. In comparison Wiih theoretical group, the nutrient intake
in the Kaolinite group is 8.7% higher during thesfiweek and 10.1% during the second
(p<0.001). Daily water intake and faeces producthare not different between the groups

during the experiment (p>0.05).
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The body composition (protein, lipid, ashes andewabntent) was not significantly

different in the Kaolinite group compared to thenttol group at 7, 14 and 28 days of

experiment (data not shown; p>0.05).

Plasmatic levels of adipokines

Plasmatic level (ng/mL)
(7%
1

0O Control

W Kaolinite

10+

Plasmatic level (ng/mL)

Plasmatic levels of adipokines were
increased after 14 days of kaolinite ingestion
(Figure 2). Indeed, after 14 days of experiment,
plasmatic levels of leptinFgure 2a) was 1.7
times higher in the Kaolinite group (4.4 £ 0.2
ng/mL) compared to the control group (2.6 +
0.3 ng/mL). Similarly, after 14 days of
experiment, plasmatic levels of adiponectin
(Figure 2b) were significantly higher in the
Kaolinite group 15.7 + 2.9 ng/ml) compared to
the control group (8.3 £ 1.4 ng/ml).

Figure 2: Plasmatic levels of (a) leptin and (b)
adiponectin in control (open bar) and kaolinite
(filled bar) rats from 7 to 28 days of
experiment. Data are mean + SEM. *P < 0.05;
*P < 0.01 by oneway ANOVA followed by
Tukey test with respect to controls.
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Morphometric measurements and length of lacteajgjumum

The width of the mucosa, the muscularis mucosastenucosa, the circular and the
longitudinal smooth muscle in the jejunum did noffeti between the control and the
Kaolinite group whatever the duration of the expemt( 7, 14 and 28 days ) (p>0.05).

AQP1 appeared widely distributed in the centraltdals in thelamina propria
(Figure 3). In the control group, the lacteals were localizg to the tip of théamina propria
(Figure 3a) while in the Kaolinite group, they appeared dbwer position in the intestinal
villi at day 7, 14 and 28Kjgure 3b). Therefore, the presence of kaolinite in the stitel
lumen induced a significant reduction (20%) in tkegth of lacteals in the Kaolinite group
(7, 14 and 28 days of experiment) compared to diméral group (p<0.05Figure 30).

0 Control
W Kaolinite

250+

0 . .
7 14 28

Figure 3: Immunolocalization of aquaporin-1 (AQP1) in tlegupal mucosa of
(a) control and (b) Kaolinite rats. AQP1 is usughgsent in themembrane of
intestinal lacteals (L) constitutive of the lamipapria. Scale bar: 100 Im. (c)
These lacteals are dilated and extended to thetip#l (VT) in the epithelium
(E) of control rats whereas they are collapsedratrécted at the basis of the
villi (V) in the Kaolinite group. *P < 0.05; **P <0.001 by one-way ANOVA
followed by Tukey test with respect to controls.
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Mast cells in rat jejunal mucosa

MC were principally localised in the jejunal muco3&e number of MC per section
was not significantly different between the Kadkngroup (10.2 + 0.5) and the control group
(10.1 £ 0.6) at 7, 14 and 28 days of experimen0(@5).

Organ bath studies

No difference in motility parameters was observethie control group at day 14 and

day 28. Consequently, data from organ bath studeze pooled in a single control group.

Spontaneous mechanical activities of jejunum arcipral colon

In the control group, LM and CM developed basalingstone and SMATable Il ).
LM exhibited one type and CM developed two typesSHA: one with low amplitude and
high frequency contractions and a second with hahplitude and low frequency

contractions.
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Table Ill: Characteristics of spontaneous mechanical aes/i(EMA) and mechanical

response to electrical nerve stimulation (ENS) aifjejunum longitudinal muscle (LM)
and proximal colon circular muscle (CM) in contrigholinite 14 (Kaol14) and kaolinite 28
(Kaol28) groups. Smooth muscles developed basahgetone and SMA. SMA could be
characterized by small rhythmic contractions alondy large contractions superimposed
on small rhythmic contractions in colon. Mechaniegponse to ENS could be divided in
relaxation (R) and off-contraction (C). See Figdréor details. Data are mean = SEM.
Values sharing common letters (a,b) are not sicpuifily different (P > 0.05) by one-way
ANOVA followed by Tukey test, except for basal tofi€ruskal-Wallis followed by

Wilcoxon test).

212



Annexes : Article de recherche D

In the Kaoll4 group, the LM basal tone, the LM-SMAd the CM-SMA amplitude
were significantly reduced compared to the corgroup (p<0.05; respectively a decrease of
27, 40 and 63 %Table I11). In this group, the CM basal tone, the LM-SMA ahd CM-
SMA frequency were not significantly different coampd to the control group (p>0.05). In
the Kaol28, no significant difference was noted wkhempared to the control group (p>0.05;
Table III).

Mechanical responses of jejunum and proximal cotoeléctrical nerve stimulation

In the control group, ENS always induced, in LM andCM, a biphasic mechanical
response, characterised by a relaxation R folloledn off-contraction CHigure 4; Table
[l1). In the Kaoll4 group, the amplitude of CM-R, LM#&hd CM-C were significantly
reduced compared to the control group (p<0.05;eesely a decrease of 52, 44 and 43 %;
Table III'). In this group, the LM-R amplitude and the dwatof ENS components were not
significantly changed compared to the control grgpp0.05). In Kaol28, there was no
significant variation in the amplitude of ENS compats compared to the control group

(p>0.05;Table 111).
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Figure 4: Spontaneous mechanical activities (SMA) and meacharesponse to
electrical nerve stimulation (ENS) developed byl¢agitudinal smooth muscle
of jejunum (LM) and (b) circular smooth muscle obximal colon (CM) in the
control group. In control as well as in the kadkngroup, LM and CM exhibited
rhythmic small phasic contractions (SC) and CM bibd large contractions
(LC) superimposed on SC. Mechanical response to ENSomposed of a
relaxation (R) and an off-contraction (C) at the ehdtimulation.
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Cholinergic control of jejunum and proximal colorotifity

In the control group, the characteristics of SMArevanchanged in both LM and CM,
in the presence of acetylcholine (10-5M) (p>0.0%wever, spontaneous muscle tone was
increased by 62 + 12% in LMF{gure 538 and by 105 + 24% in CM. In the Kaol14 and
Kaol28 groups Kigure 5b), the effect of acetylcholine was more pronountieah in the
control group, but in LM only (p<0.05): the LM tomeas increased by 146 + 48% in Kaoll14
group and 151 * 22% in Kaol28 grougidure 5¢).
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Figure 5: Effect of acetylcholine (ACh, 10-5 M) on basal tosfelongitudinal
smooth muscle of jejunum (LM) and circular smoothsele of proximal colon
(CM) in control and in Kaolinite rats. ACh inducadsignificant increase of basal
tone in the (a) control group as well as in the katel 14 (Kaol 14) and the (b)
kaolinite 28 group (Kaol 28). (c) This tone increasas enhanced in the LM of
Kaolinite group. 100% indicates the level of bawale. #Difference with basal
tone (P < 0.05) by paired t-test; Values sharingioon letters (a,b) are not
significantly different (P > 0.05) by one-way ANOMAllowed by Tukey test.
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DISCUSSION

The present work showed that the controlled ingastif kaolinite did not induce any
change in daily mass gain, water intake, faecedymtion or body composition. However,

our data point out differences in some physioldgieaameters.

First of all, it was observed that ingestion of liksite induced an increase in food
intake during the first and second week of consionptwithout any mass gain compared to
control animals. This hyperphagia may be the caisthe increase in plasmatic levels of
leptin and adiponectin at 14 days, which in turadorced a decrease in pellets consumption
[27][]. Indeed, leptin is considered as a lipostdtictor that is produced by white adipose
tissue acting on the brain to regulate food intakd energy expenditure. It promotes stable
body weight and fat stores despite irregular foutdike [28]. Beside adipose tissue, gastric
mucosa is able to synthetize leptin [29]. Gasktih is sensitive to the nutritional status of
the body. Food intake quickly depletes gastriciteptile sustained feeding stimulates leptin
synthesis from fat stores [29,30]. In our experiraemhe release of leptin in plasma was
delayed, indicating a probable release from adipissee to decrease food intake, as shown
by Barrachinaet al [27]. Beside leptin has a possible physiologros in satiety, it can also
be involved in inflammatory processes [31]. In mark, no increase of mast cell number was
observed but an inflammatory state cannot be erdud long term kaolinite consumption.
As far as adiponectin is concerned, several studigslighted its role as an indicator and
protector of energy storage levels [32] and it® riol reduction in some pro-inflammatory
cytokines [33]. Furthermore, plasmatic levels ofpadiectin were shown to be very high in
patients with anorexia [34,35]. The fact that adigctin plasmatic levels increased in our
experiments after two weeks of kaolinite ingestimay indicate a long term control of body

mass gain.

A second aspect concerns the proteomic analysishwikas undertaken to determine
whether the mucosal proteins were differentiallpressed after controlled kaolinite ingestion
as it was previously shown after spontaneouslystige [13]. Our data show variations in the
expression of proteins involved in various biol@iprocesses including immunological and
inflammatory process, glycolysis and glucogengsistein folding, amino acid metabolism,
extracellular space and cytoskeleton-related psaseDinget al [36] identified variations in
the expression of proteins in relation to colonilammation. Several of these protein

variations are also found in our study. Howevee, fict that kaolinite ingestion might lead to
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intestinal inflammation must be considered withtmaubecause of the very low variations in
protein expression compared to those observed ipr@wous studies using other nutritional
protocols. Furthermore, no significant increasemast cell number was observed in the
kaolinite group whatever the duration of experirseiherefore, further experiments must be
undertaken to verify the presence or the absenaatedtinal inflammation. The third aspect
to be discussed is the effect of ingested kaolimitentraluminal contents. Clay minerals are
hydrous layered aluminosilicates. They display arge specific surface areas and excellent
adsorption, a strong affinity for water moleculessaciated with a high swelling potential
[37]. It has been showin vitro that the addition of silica nanopatrticles and sodalmoride to

an aqueous suspension of kaolinite modifies itp@nries and behaviour by inducing a sol-
gel transition. The gels display relatively strongld stresses that increase with both salt and
nanoparticle concentration. First, partial stahtiian of the clay particles is observed. Then,
as the concentration of particles is increasedsaasition from a liquid to a gel state is
observed [38]. Consequently, it may be postulated kaolinite presence in the intestinal
lumen induces a decrease in the absorption of fltmlsugh the intestinal epithelium.
Another observation corroborates this hypothesisiur study, we observed that the length of
intestinal lacteals (lymphatics) was significantguced during kaolinite ingestion compared
to controls. The important role of intestinal ladgein regulating interstitial volume and
transmucosal water transport has been largely deoted in the literature [19]. More
particularly, it has been shown that the relatnaetion of absorbed fluid that is removed from
the mucosal interstitium by the lymphatics is demendon absorption rate [39-41].
Furthermore, fluid absorption in the small intestiadinked to the transport of hydrolytic
products of food digestion. Both blood flow and pinflow are increased when nutrients are
present within the intestinal lumen, with lipids eettng more potent responses than
carbohydrates and proteins [40]. The rate of lighylomicron transit to the lymphatics is
directly related to the extent of interstitial hstlon [41]. Considering these observations, the
fact that the length of lacteals was decreasedirrerperiments might indicate a decrease in
water absorption and in lipid absorption. Howewagpplipoprotein A-IV, involved in lipid
absorption and in satiety, was not increased atanw four weeks of kaolinite ingestion
(Western Blot analysis, data not shown). This efééd<aolinite on lipid absorption seems to
depend on the nutritional status of rats, sincenaxe shown previously that lipid absorption
was increased after spontaneous ingestion of Keoland intraluminal perfusion of a

kaolinite containing solution [14].
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Finally, our results show some evidence for an ceffef kaolinite ingestion on
intestinal and colonic motilityn vitro. More particularly, excitatory responses to intuaah
nerve stimulation and responses to exogenous abetiyle were modified in Kaolinite rats,
suggesting an impact of kaolinite ingestion on eateholinergic innervation. The role of
enteric intramural nerves is essential in regupatinumerous functions within the
gastrointestinal tract. Indeed, the neurons inwblue the enteric circuits regulating these
functions include intrinsic afferent neurons, motaoeurons and interneurons [42].
Furthermore, local smooth muscle reflexes areaitaitl by distension, mucosal distortion and
chemical stimuli induced by the presence of intrahal contents [43]. Acetylcholine is one
of the major neurotransmitter involved in these oeal circuits controlling many functions
in the small intestine and the colon [44]. The filiett spontaneous mechanical activities and
responses to intramural nerve stimulation were efg@d in Kaolinite rats and that the tone
increase was enhanced in the presence of acetyleholjejunum of Kaolinite rats beyond 14
days might indicate an adaptation to changes inosity of intraluminal content through
enteric cholinergic neurons synapsing on inhibitoegrons which, in turn, mediate muscle
relaxation, as it has been shown before [45]. Akisty observation is that this effect on
motility disappeared after 2 weeks of kaoliniteaagion. Further experiments are needed to
substantiate these results and to determine theispreneuronal mechanisms involved,
particularly the possible role of adipokines in theuronal control of gut motility. Indeed,
recent studies have shown that leptin may stimutag¢eactivity of enteric nerves in both
myenteric and submucosal plexuses [46]. To conglindepresent work shows that controlled
kaolinite ingestion modulates the synthesis ofesatand anorexigenic signals, intestinal and
colonic motility and the functioning of lymphaticKaolinite complementation, therefore,
might be used to control food intake in some pathichl feeding behaviour such as obesity

or anorexia.
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ABSTRACT

Geophagy is the deliberate ingestion of soil by aoshand animals. We have
previously shown that kaolinite slowed down gase&moptying and intestinal transit and
induced changes in enteric mechanical activities.gastric emptying and intestinal transit
have been shown to be regulated by nitric oxide)(NIige effect of an imposed ingestion of
kaolinite (5%) on enteric nitrergic innervation wadetermined. Kaolinite has also been shown
to increase plasmatic levels of leptin. As lept@s lbeen shown to affect neurotransmission of
the enteric nervous system (ENS), we determinedrésponses of enteric neurons in the
presence of leptin after kaolinite ingestion armmbasible role of nitrergic neurons. Wistar rats
were fed with 5% kaolinite in standard food pell@tsing 14 and 28 days. Organ bath studies
were undertaken to evaluate smooth muscle mecHaataities. Our results showed that
kaolinite modulates activities of enteric nervesldtdays of ingestion. Exogenous L-NNA
produced a decrease in nerve stimulation (NS)-ieduelaxation in both jejunum and colon
of control groups. At 14 days of kaolinite ingestidhis effect of L-NNA was significantly
reduced only in the jejunum. Although L-NNA did natfect NS-induced contraction in
jejunum and colon of control animals, it increastb@ amplitude of the NS-induced
contraction in the colon of rats at 14 days of sigm. Leptin effects on ENS were also
altered at 14 days of ingestion. These differengese antagonized in the presence of L-
NNA. Our data give evidence that changes in medaaractivities induced by kaolinite
might be due to alterations in nitrergic innervatairni4 days of kaolinite ingestion. Intrinsic
primary afferent neurons might be involved. Finaliyje cannot exclude the possibility of
nitrergic neurons degeneration induced by alumimdthin the intestinal tissue and/or to iron

deficiency.

KEY WORDS: clay, intestine, colon, smooth muscle contragtileptin, nitrergic nerves.
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INTRODUCTION

Geophagy is the deliberate ingestion of soil by &nsnand animals [1]. The greater
part of geophagic soils is represented by clay mlse being dominated by kaolinite and
smectite [2]. Despite occurring in a wide varietytaka, geophagy is a poorly understood
behavior [3]. In humans, geophagy has been obsdrvedany parts of the world but is
especially widespread in sub-Saharan Africa whé&ag is mostly consumed by pregnant or
breast-feeding women [4]. Various hypotheses onplgagy have been forwarded. The
question is to decipher whether clay consumptiobeiseficial to health or not. As far as the
benefits are considered, clay may be involved )ndgtoxification of noxious or unpalatable
compounds present in the diet, (2) alleviation @stgpintestinal (Gl) upsets such as diarrhea,
(3) supplementation of the body with minerals adjl glleviation of hyperacidity in the
digestive tract [5]. Indeed, geophagy has been shovbe a response to Gl distress, relieving
Gl upset such as diarrhea (by reducing rapid passaduids) and gastroesophageal reflux
(by increasing gut pH), reducing inflammation, pretveg nausea, discomfort and vomiting
in humans as well as reducing Gl disturbances iedidny neoplastic drug (cisplatin) in rats
[6-10] . These positive effects are probably dueth® ability for clays to either bind
pathogens and toxins directly or to bind with glgaeins in the intestinal mucosa, thereby
preventing the passage of toxic substances intor@nism and modifying the composition
of intestinal mucus in order to reinforce the maddmarrier [3,11-13]. That is why a number
of clays are efficacious at treating digestive peois in humans, e.g. kaolinite and smectite
are the active ingredient of Kaopectate® and Sneeotgpectively, which have the ability to

cure diarrhea and upset stomach [14-17].

Kaolinite has previously been shown to interacthwtie Gl tract when imposed or
spontaneously ingested [18,19]. In these conditikaslinite lead to changes in the
expression of mucosal proteins involved in varibigogical processes, gut morphology as
well as in nutrient and water absorption. Furtheen&aolinite has been shown to slow down
gastric emptying and intestinal transit in ratszivo [20]. Gut motility and events leading to
transit disorders such as diarrhea and constipatiertargely mediated by the enteric nervous
system [21,22]. We previously showed that kaolinibeluced changes in spontaneous

mechanical activity and mechanical responses tctralal nerve stimulation [19]. Thus, we
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suggested that kaolinite might induce a mecharacaptation to changes in viscosity of
intraluminal content through excitatory enteric rg. However, inhibitory neurons may
also be involved, as gastric emptying and intektinaasit have been shown to be regulated by

the neurotransmitter nitric oxide (NO) [23,24].

Furthermore, kaolinite has been shown to inducmenrease in food intake during the
first and second week of ingestion [19]. This hybegia may be the cause of the increase in
plasmatic levels of leptin. Indeed, leptin is anpa#tine which plays a major role in the
regulation of metabolism, food intake and energhat@e [25-27]. It promotes stable body
weight and fat stores despite irregular food intf2&. Recently, leptin has been shown to
affect neurotransmission of the enteric nervoudesys(ENS) [29], indicating a possible

effect on Gl mechanical activities.

Therefore, the first aim of our work was to evadudhe impact of an imposed
ingestion of kaolinite (5%) on enteric nitrergiaervation. The second aim was to determine
whether the responses of enteric neurons in treepoe of leptin were altered after kaolinite
ingestion. Finally, a possible role of nitrergiaunens in the effect of leptin was investigated.
This work was undertaken using dn vitro organ bath technique associated with

pharmacological tools.

MATERIAL AND METHODS

Animals and technique
The procedure was identical to those published pusly [19]. Briefly, 45 male

Wistar rats (250-275 g; Charles River Laboratoriggmn, France) were housed individually
in a controlled environment at an ambient tempeeatir 24 £2 °C and under a 12 h
light/dark cycle (lights on 07.00 am). They had libitum access to food (standard low-fat
diet AO3, SAFE, Augy, France) and tap water to istiess effects, until they reached 300 +
5 g that is nearly one week. After this week ofliatatization, remaining food (A03) was
removed and replaced by experimental pelletsigi)control rats were fed with standard
pellets (standard low-fat diet AO3, SAFE, Augy, kg@), and (ii) 30 kaolinite rats were fed
with pellets containing, by mass, 5% of kaoliniferdiletz, Lizy-sur-Ourcq, France). Each
diet was obtained from SAFE. Animals haa libitum access to experimental food and tap
water and were given fresh food once a day. Afteardd 28 days of the experimental diet,
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kaolinite rats (noted Kaoll4 and Kaol28), were atiaetized with isoflurane 2% and were
euthanatized by decapitation. Control rats werdandtized at 25 + 3 days of experiment
(noted NF: normally fed).

The jejunum and proximal colon were removed anaquaonto an ice-cold plate,
where tissue sections were made before being &aedf in a Petri dish containing a
physiological Krebs solution (in mM: 119.8 NaCl, 2&%H1,06, 15.5 NaHC@ 5.8 KClI, 2.5
CaCb,H,0O, 2.0 NaHPO,,H.0, 1.2 MgCHH,O, pH 7.4). The segments were rinsed of
intraluminal content. Then, strips of longitudirehooth muscle (10x5 mm) from jejunum
(LMJ) without mucosa and strips of circular mus¢& mm) from intact proximal colon
(CMC) were mounted in organ bath chambers contgidi@d ml of warmed (37 °C) and
gassed (95% £) 5% CQ) Krebs solution. Smooth muscle mechanical acésitf jejunum
and proximal colon were measured by means of anasic force transducer (Fort25, WPI,
Aston, UK) and amplifier (Lab-Trax-4/24T, WPI, AstoUK) and were visualized using a
computer (HP Compaqg 8000, Hewlett-Packard, USAgcttlcal nerve stimulation (NS) was
applied via two steel electrodes, placed 10 mmtafguare wave pulses of 15 V intensity,
10 Hz frequency and 20@s duration, during 10 s period of time, were uddte stimulator
was designed by the Metrology and InstrumentatiorBiology and Environment (MIBE
department: IPHC, CNRS, Strasbourg, France).

Animal care was provided according to protocols gudtlelines approved by the
Animal Care and Ethic Committee (CREMEAS #AL/06/2509) approved by the National

Research Ministry.

Experimental design

At the beginning of each experiment, muscle stwgse stretched to their optimal
resting tension. This was achieved by step-wiseeages in tension until the spontaneous
mechanical activities (basal tone and spontandoytbmic contractions, noted SMA) and the
contractile responses to NS were stable. Stripse vetlowed to equilibrate for 60 min
whereupon the responses induced by NS and thetetiéwarious pharmacological agents

were investigated. Bath solution was replaced e86rginutes.

In a first series of experiments NG-nitro-L-argi@i(L-NNA), a nitric oxide synthase
(NOS) inhibitor, was added to the bath and its ptamological effects on responses to NS
were characterized after 10 minutes and comparédeba groups. In a second series of

experiments, the effects of leptin on responseBl$owere evaluated 10 minutes after its
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addition into the organ bath. Finally, the effeofsleptin were studied in the presence of
exogenous L-NNA. This substance was administerednitO before application of leptin.
After each experiment, tissues were washed ouephacing the bath solution several times
with fresh Krebs solution and muscle strips werevadd to equilibrate for 30 minutes.
Recovery of smooth muscle strips was regularlyfieeriby stimulating intramural nerves. At
the end of the experiment, the jejunal and colsegments were weighted.

Drugs

The drugs used (concentrations as well as resgedivppliers are given in
parentheses) were L-NNA (0.1mmol L-1; Tocris Biesae, Bristol, UK) and human leptin
(22-56) (0.1umol.L-1; Polypeptide Laboratories, Strasbourg, EegnThese substances were
dissolved in distilled water.

Data analysis

Analysis was performed using Datatrax (Datatrax &I, Aston, UK). NS always
induced, in LMJ and in CMC, a biphasic mechanieaponse, characterised by a relaxation R
followed by an off-contraction G~{gure 1).The parameters of the NS-induced response were
measured as the area under the curve (in gramgoend per milligram of fresh tissue:
g/s/mg; Figure 1).The effects of the pharmacoldgaggents were measured as the percent
increase or decrease in basal tone or in basalum@er the curve for NS responses. Data
were expressed as the mean + SEM. The numbermg#nwhich provided interpretable data
is noted n.

Statistical analysis was carried out using R (R Bation, Vienna, Austria). The
effect of the drug was evaluated by paired t-tasteseach muscle strip was considered as its
own control. Differences between groups and betwhlags were evaluated using ANOVA
followed by Tukey multiple comparisons tests witholid correction for multiple
comparisons. Differences were considered signifiea® < 0.05 (noted *).

RESULTS
Mechanical responses of jejunum and proximal colonotelectrical NS

NS induced a biphasic mechanical response chaisedeny a relaxation R followed
by an off-contraction CHigure 1, Table ) in both LMJ and CMC. In Kaol14 group (n=12),
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NS-induced relaxation in CMC (CMC-R) and NS-indua@sshtraction in LMJ (LMJ-C)were
significantly reduced (p<0.05), whereas NS-induceldxation in LMJ (LMJ-R) and NS-
induced contraction in CMC (CMC-C) were not sigraiintly changed compared to NF group
(p>0.05;Table ). In Kaol28 group, these NS-induced responses wetrenodified compared

to NF group (p>0.05Table ).

026g { i Arezmmder the curve for NS response(z x s)

10=

Figure 1. Parameters studied in normally fed rat muscle petjmams in response
to electrical nerve stimulation (NSA Longitudinal muscle from jejunum aril
circular muscle from proximal colon developed meubal responses to NS
composed of a relaxation (R) followed by an off4raation (C).

Mechanical response to ENS Table 1: Characteristics of mechanical
Rarea (U/mg) Carea (U/mg) response to electrical nerve stimulation (NS)
of rat longitudinal muscle from jejunum (LMJ)

Tissue Group

LM) and circular muscle from proximal colon
NF 0.31£0.05 0.88%0.14° (CMC) in normally fed (NF), kaolinite 14
Kaolld  0.22+0.03 0.46 £ 0.05" (Kaoll4) and kaolinite 28 (Kaol28) groups.
Kaol28  0.27£0.04 0.92+0.16° Mechanical response to NS could be divided

in relaxation (R) and off-contraction (C). See
cMC Figure 1 for details. Data are mean + SEM.
NF 0.29£0.02° 291£0.28  \/zlues sharing common letters (a,b) are not
Kaoll4  0.13+0.03° 2.00£0.32° significantly different (P > 0.05) by one-way
Kaol2s 0.26 + 0.05% 3.43+0.52 ANOVA followed by Tukey test.
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Effects of kaolinite ingestion on nerves responses
In NF group (n=7 LMJ; n=7 CMC), exogenous L-NNA i@mol L) induced a
significant decrease (p<0.05jgure 2 in LMJ-R (-54 + 11%) and CMC-R (-65 £ 11%)
whereas it had no effect (p>0.05) on LMJ-C (-12%)%r CMC-C (-21 + 8%). In Kaol14
group (n=6 LMJ; n=9 CMC), only the effects of L-NNé&n LMJ-R (-21 + 11%) were
significantly reduced (p<0.05igure 2 compared to NF group. Furthermore, in Kaoll4
group, L-NNA induced an increase (p<0.05) in CMG+@4 = 9%) which was not observed
in NF group. Finally, in Kaol28 group (n=5 LMJ; n€MC), L-NNA induced no significant

variation in NS components when compared to NFg(pc0.05).

Area (% control)
¢n
=]

40
20

20
40

Area (% control)

-60
-80
-100

#b

ONF
OKaol14
mKaol28

Figure 2: Effects of NG-
nitro-L-arginine  (L-NNA,
0.1 mM) on mechanical
responses to electrical nerve
stimulation ofA longitudinal
muscle from jejunum an@&
circular muscle from
proximal colon in normally
fed rats (NF) and rats fed
with 5% kaolinite either for
14 (Kaoll4) or 28 days
(Kaol28). 0% indicates the
level of control responses.
*different  from  control
responses (p<0.05) using
paired Student t-test. Values
sharing common letters (a,b)
are not significantly different
(p>0.05) using one-way
ANOVA followed by Tukey
multiple comparisons test.

Previous experiments in our laboratory (manusciiptevision) have shown that

exogenous leptin is able to modulate nitrergic neagvities through nicotinic receptors.

Therefore, the effects of leptin alone or in thesence of L-NNA on NS-induced mechanical

responses were evaluated.
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Effects of kaolinite ingestion on leptin-induced vaiations of mechanical responses to

electrical transmural NS in jejunum and proximal cdon

In NF control group (n=8 LMJ; n=10 CMC), exogendaptin (0.1 uM) induced a
significant decrease (p<0.0Bigure 3 in LMJ-R (-17 + 4%), CMC-R (-13 + 4%) and LMJ-C
(-32 = 7%) whereas it has no significant effectqi®5) on CMC-C (-4 + 5%). In Kaol14
group (n=8 LMJ; n=8 CMC), the effects of leptin biJ-R (+3 + 8%) and LMJ-C (-4 + 9%)
were abolished (p<0.05) when compared to NF grdwgrthermore, leptin induced a
significant increase in CMC-C (+22 £ 9%). In Kaolg@®up (n=10 LMJ and CMC), only the
effects of leptin on LMJ-C (+4 + 7%) were abolisl{p&0.05) when compared to NF group.
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Figure 3: Effects of leptin
(0.1 uM) on mechanical
responses to electrical
nerve stimulation of A

longitudinal muscle from
jejunumand B circular

muscle from proximal
colon in normally fed rats
(NF) and rats fed with 5%
kaolinite either for 14
(Kaol14) or 28 days
(Kaol28). 0% indicates
the level of control
responses. *different from
control responses
(p<0.05) using paired
Student t-test. Values
sharing common letters
(a,b) are not significantly
different (p>0.05) using
one-way ANOVA

followed by  Tukey
multiple comparisons test.
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Effects of kaolinite ingestion on leptin effects irthe presence of L-NNA in jejunum and

proximal colon

Whatever the group, the values obtained with lejtithe presence of-L-NNA were

not significantly different from those with L-NNAlane (p>0.05 Figure 4. Leptin in the
presence of L-NNA induced a significant decreased(@5) in LMJ-R and CMC-R in NF
group (- 60 £ 9%, n=7 and - 77 £ 11%, n=7 respetyivas well as in Kaoll4 (- 36 + 6%,
n=6 and - 76 + 7%, n=9 respectively) and in Kaai28up (- 80 + 8%, n=5 and - 81 + 3%,
n=9 respectively) whereas it had no effect either LdWJ-C or on CMC-C (p>0.05).

Moreover, the differences between groups obsenvela presence of L-NNA were identical

to those observed in the presence of L-NNA andridpgether (p<0.05).
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Figure. 4: Effects of leptin
(0.1 uM) in the presence of
NG-nitro-L-arginine  (L-
NNA, 0.1 mM) on
mechanical responses to
electrical nerve stimulation
of A longitudinal muscle
from jejunum and B
circular muscle from
proximal colon in normally
fed rats (NF) and rats fed
with 5% kaolinite either
for 14 (Kaoll4) or 28 days
(Kaol28). 0% indicates the
level of control responses.
*different from control
responses (p<0.05) using
paired  Student t-test.
Values sharing common
letters (a,b) are not
significantly different
(p>0.05) wusing one-way
ANOVA followed by
Tukey multiple
comparisons test.
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DISCUSSION

Our data indicate that kaolinite may modulate atéis of enteric nerves at 14 days of
imposed ingestion. These data emphasized our p®viesults which indicated that
spontaneous mechanical activities were depresséotn jejunum and proximal colon and
that the tone increase was enhanced in the presémoetylcholine in jejunum at 14 days of
kaolinite ingestion in rats [19]. Furthermore, weowed that the decrease of the relaxation
induced by L-NNA was significantly reduced in theggunum whereas the contraction was
enhanced in the proximal colon at 14 days of kaelimgestion. Moreover, leptin effects on
ENS were altered at 14 days of ingestion. Thederdifices were antagonized in the presence
of L-NNA. NO is the major relaxant of GI smooth nolesthrough the activation of neuronal
NOS [30]. Three isoforms of NOS have been idertifimeuronal NOS (nNOS) and
endothelial NOS (eNOS) are calmodulin-dependenstitoiive enzymes which are involved
in smooth muscle and vascular relaxation [31,32jilevinducible NOS (iNOS) is calcium-
insensitive and is induced in response to inflanmnal33]. However, in the present work,
inflammation was not observed (unpublished dataixtiermore, the inhibitory relaxant
muscle responses to NO donors have been showngrebented by L-NNA which is a non-
selective NOS inhibitor [34].

NO plays a crucial role in non-adrenergic non-amaigic relaxation in the rat Gl tract
[35]. In particular, stimulation of inhibitory matmeurons by NS causes the release of NO in
rat colon [31-33]. NOS inhibitors block the inhibit of spontaneous mechanical activity
induced by NS in rat isolated small intestine [38] well as the relaxation and the off-
contraction observed at the end of the stimulusaircolon [33]. Furthermore, Habo#t al
(2009) have shown that kaolinite ingestion slowedvil gastric emptying and intestinal
transit [20]. The enteric nitrergic innervation hasen shown to be partly involved in the
regulation of these parameters. Indeed, NOS irdribinhduced delayed gastric emptying [37],
reversed acceleration of intestinal transit indubgdendotoxemia [38] and reduced colonic
transit by inhibiting descending relaxation insr§®9]. Thus, kaolinite ingestion may induce

an alteration in activities of enteric nitrergiaunens.

Several hypotheses may explain the effects of kaeliingestion on mechanical
activity and regulation by enteric nitrergic nerves
Because of the strong bonding, kaolinite does mbib& swelling in water [40].

However, it has a high capacity of absorption [4bhH forms an adherent coating to the
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mucous membrane of the GI tract [41,42]. It alsoniglates enzymes and other nutritive
elements [41]. As kaolinite in the Gl tract has #ility to change both the chemicals in the
lumen and the mechanical stimulation of the muca#feyent neurons may respond directly
to these signals induced by clay and finally motdullne expression of nitrergic neurons.
Indeed, some inputs from intrinsic primary afferastves (IPANs) to NOS-immunoreactive
neurons have been shown to occur in the myentenag of guinea pig ileum [43]. Thus, the
differences in the responses to leptin observgdjimum and colon may be explained by the
regional differences existing in enteric nerve witny [44]. Furthermore, kaolinite binds the
intestinal mucus, whereas it concentrates withenfétes and the colonic lumen (unpublished
data), probably affecting differently afferent rptta's of the mucosa.

As we have previously shown that kaolinite induaesincrease in food intake and in
plasmatic levels of leptin at 14 days of inges{ib@], leptin may be involved in the changes
in mechanical activities and enteric nerves aadisitindeed, leptin has been shown to activate
guinea-pig colonic submucosal and myenteric plex28] and to modulate enteric
neurotransmission in rat colon and particularlyrangic neurotransmission (unpublished
data). The modulation of leptin effects on ENS sgeaihleast partially, to be due to alteration
In nitrergic innervation after two weeks, suggestingansitory effect of kaolinite ingestion
on enteric nerves and mechanical activities. Iinges in intestinal and colonic mechanical
activities are due to the effects of endogenousngfitis not surprising that these effects
occur at day 14, when leptin plasmatic levels Haa@n shown to be increased [19]. However,
the question remains about the apparent adaptigagohenon after two weeks of kaolinite
ingestion. One hypothesis might be the plasticityhe enteric nervous system. This latter
point has, nevertheless, to be further investigated.

One last hypothesis is that kaolinite ingestion oeduchanges in Gl mechanical
activities and enteric nerves activities througin-beneficial effects. The negatively charged
surface of kaolinite is able to exchange and adsations (for example Eeand F&) in the
duodenum where iron absorption occurs. As a comrse iron deficiency anemia may be
associated with the ingestion of kaolinite [45anfcontaining heme is known to be a cofactor
of the NOS, the enzyme responsible for NO productjid6]. Therefore, it has been
demonstrated that iron deficiency leads to a deeréa NS-induced relaxation suggesting a
suppression of NOS activity in prairie dogs ileu#d][ Furthermore, aluminum from ingested
kaolinite and present in the mucus layer may ctiegsntestinal mucosa and the enterocytes,

reach the general circulation and may be stockeditious organs, such as brain, liver and
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kidneys [18,48,49]. Aluminum administration has eghown to lead to motor neuron
degeneration and to significant changes in neurd@® in the CNS [50,51]. Thus, aluminum
transfer from kaolinite to Gl layers might expldhme alteration of nitrergic neurons in the
ENS. However, as the effects of kaolinite at 28sdagve not been observed, more research is

needed to ascertain the underlying explanatiothisrin the context of non-beneficial effects.

In conclusion, kaolinite ingestion induced somenges in jejunal and proximal
colonic mechanical activities. These alterationghhbe due to alterations of nitrergic nerve
activities at 14 days of kaolinite ingestion. Aptla seems to exert its effect through nitrergic
neurons, the consequence may be the suppressieptof effects at 14 days of kaolinite
ingestion. This study gives new evidences that ikael modulates intestinal mechanical
activities. That could explain why kaolinite haghaised combined with other compounds to
treat enteric infections (Kaopectate ®), even # d#ction remains controversial [52].
Moreover, the alteration of leptin effect on enteneurons may participate to the satiety
signal alteration that lead to hyperphagia in & with kaolinite. Therefore, kaolinite
complementation might be used to induce food intakeeding behavior pathologies such as
anorexia. One question nevertheless arose frone thes is the temporary effect of kaolinite
ingestion since the described effects disappear&t8 alays, that may express adaptive or

compensatory phenomenon.
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” Axe cerveau-intestin et controle

de la prise alimentaire : exemple
d’altérations chez un modele
animal de schizophrénie

Résumé

L’axe cerveau-intestin désigne l'interaction bidirectionnelle entre le cerveau et
le tube digestif. Bien que la leptine, hormone produite par le tissu adipeux, participe a
la régulation de cet axe, son mode d’action dans le systéme nerveux entérique a été
peu étudié. A I'heure actuelle, une relation étroite entre une perturbation de l'axe
cerveau-intestin et la schizophrénie est supposée. Par conséquent, les objectifs de
ce travail étaient dévaluerl) les effets ex vivo de la leptine dans la
neurotransmission entérique chez le rat et 2) les altérations périphériques dans un
modéle neurodéveloppemental de la schizophrénie (NVHL) chez le rat. Nous avons
montré que la leptine module l'activit¢ des neurones entériques inhibiteurs et
excitateurs dans le jéjunum et le célon proximal. L'implication des neurones afférents
primaires intrinséeques a été discutée. Chez les rats NVHL, nous avons mis en
évidence une réduction de la masse corporelle, des variations hormonales, une
inflammation du jéjunum et des altérations motrices digestives. La relation entre les
troubles périphériques, notamment vagaux, et la physiopathologie de la
schizophrénie a été discutée.

Axe cerveau-intestin, leptine, systeme nerveux entérique, schizophrénie,
inflammation, fonctions gastro-intestinales, nerf vague.

Résumé en anglais

The brain-gut axis refers to the bidirectional interaction between the gut and
the brain. Although leptin, a hormone released from fat tissue, is involved in the
brain-gut axis control, its mechanism of action in the enteric nervous system has not
been studied so far. Nowadays, brain-gut axis dysfunctions are supposed to be in
close connection with schizophrenia. Therefore, the goals of this work were to
determine 1) the effects of leptin on rat enteric nervous system neurotransmission
and 2) peripheral alterations in the NVHL neurodevelopmental rat model of
schizophrenia. We showed that leptin modulates inhibitory and excitatory enteric
motor neurons activity in jejunum and proximal colon. Implication of intrinsic primary
afferent neurons was discussed. In NVHL rats, we showed a decrease in body mass,
some hormonal variations, jejunal inflammation and gastro-intestinal mechanical
activities alterations. The relation peripheral alterations, like vagus nerve dysfunction,
and the physiopathology of schizophrenia was discussed.

Brain-gut axis, leptin, enteric nervous system, schizophrenia, inflammation,
gastrointestinal functions, vagus nerve.




