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Role of semaphorin 5A and microbiota on ENS connectivity in autism spectrum disorders

Communications grand public :

e Semaine du cerveau 2023 : Rdle des métabolites du microbiote intestinal sur la connectivité du
systéme nerveux entérique. Série de conférences en neuroscience, organisées a la Faculté des
Sciences et technigues de Nantes dans le cadre de la semaine du cerveau — destinées aux
étudiants.

e Utopiales 2022 : Le microbiote expliqué aux enfants. Grand Festival de sciences et de science-
fiction ayant lieu a Nantes chaque année. J'ai pu animer une conférence avec Héloise Chochois,
illustratrice scientifique, et faire découvrir aux enfants le monde merveilleux du microbiote.
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ACh: Acétylcholine
ADI-R: Autism Diagnostic Interview-Revised

ADOS: Autism Diagnostic Observation
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AGCC : Acides Gras a Chaine Courte
AH: After-hyperpolarization

ATP: Adénosine triphosphate

BEI : Barriére épithélial intestinal

BTBR: Black and Tan Brachyury- modele souris
d’autisme

CARS: Childhood Autism Rating Scale

CCK : Cholecystokinine

CCNV : Cellules des crétes neurales vagales
CGE : Cellules gliales entériques

ChAT : Choline acétyltransférase

CHD8: Chromodomain helicase DNA binding
protein 8

CIC : Cellules interstitielles de Cajal
CNVs : Copy number variations
DCA : Acide désoxycholique

DSM: Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders

E: Embryonic day

EFS: Electrical Field Stimulation
GABA: Acide gamma-aminobutyrique
GLP-1: Glucagon-like peptide 1

HDAC : Histones désacétylases

HDCA : Acide hyodéoxycholique

IPANSs : Intrinsic Primary Afferent Neurons
LCA : Acide lithocholique

LPS: Lipopolysaccharide

LT: Low-threshold

LTD: Long Term depression

LTP: Long Term Potentiation

MHFD: Maternal High Fat Diet

MiI: Microbiote intestinal

MIA : Maternal Immune Activation

NOS : Oxyde nitrique synthase

PCNEs : Progéniteurs de cellules neurales
entériques

SHANK3: SH3 and multiple ankyrin repeat
domains 3

SN : Systeme nerveux

SNAP25: Synaptosome — associated protein of
25 000 daltons

SNC : Systeme nerveux central

SNE : Systéme nerveux entérique

SNP : Systeme nerveux périphérique

SNPs : Single Nucleotide Polymorphisms

SRS : Social Responsiveness Scale

TGR5 : Takeda G protein-coupled receptors 5
TSA : Troubles du spectre de I'autisme

UDCA : Acide ursodéoxycholique

VIP : Peptide intestinal vasoactif

VPA : Acide valproique

Z0-1: Zonula occludens-1
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Introduction générale

L'autisme, ou trouble du spectre de l'autisme (TSA), regroupe un ensemble de troubles
neurodéveloppementaux se caractérisant par des difficultés de communication et d'interaction
sociale, ainsi que des comportements répétitifs et stéréotypés. Les TSA affectent un peu plus de 1% de
la population mondiale et ce chiffre est en constante augmentation, atteignant jusqu’a 2,7 % aux Etats-
Unis. L'autisme est une pathologie complexe, incluant des causes a la fois génétiques et
environnementales, et aucun traitement curatif n'existe a I’heure actuelle. Les seuls traitements et
médications proposés visent les comorbidités qui accompagnent trés souvent les TSA, avec plus ou
moins de succés pour soulager les individus.

Paradoxalement, alors que la société commence a mieux comprendre et accepter l'autisme en
tant que condition médicale complexe et diverse, les comorbidités qui I'accompagnent constituent un
aspect historiguement négligé et mal compris des TSA.

C'est le cas des troubles gastro-intestinaux dont souffrent entre 4,2% a 96,8% des individus
avec TSA. Ces atteintes digestives représentent majoritairement de la constipation chronique, de la
diarrhée, des ballonnements et des douleurs abdominales, affectant la qualité de vie des individus et
pouvant méme empirer leurs troubles comportementaux, dont la sévérité est d'ailleurs corrélée a la
sévérité des atteintes gastro-intestinales. Malgré une caractérisation de I'autisme dés le début du
20eme siecle, ce n’est que depuis les années 2010 que les troubles gastro-intestinaux dans I'autisme
sont sujets a un réel intérét scientifique. Cependant, I’'origine et les mécanismes physiopathologiques
sous-jacents aux dysfonctions digestives dans les TSA restent encore trés mal compris.

Dans ce contexte, I'étude du systeme nerveux entérique (SNE), qui contrdle les fonctions
digestives et dont |'atteinte conduit a des troubles gastro-intestinaux, prend tout son sens.

Le développement du SNE se fait en parallele de celui du cerveau, suggérant que des anomalies
neurodéveloppementales cérébrales liées a I'autisme pourraient également étre présentes dans le
SNE. Le développement du SNE au cours de la période embryonnaire et postnatale participent a la
mise en place des fonctions digestives chez I’enfant. Cette mise en place du SNE est influencée par des
facteurs génétiques et environnementaux qui, s'ils sont modifiés, pourraient contribuer a la mise en
place et au maintien des troubles gastro-intestinaux dans I'autisme. Néanmoins, le développement et
le fonctionnement du SNE dans le contexte de I’autisme restent encore largement inexplorés.

Parmi les facteurs environnementaux potentiellement impliqués dans ce remodelage
développemental et dans les fonctions de I'organe mature, le microbiote intestinal se distingue. En
effet, le microbiote intestinal, représentant I'ensemble des micro-organismes présents dans notre
tube digestif, est trés important pour la physiologie digestive et a été retrouvé modifié chez les
individus avec TSA. Ce microbiote intestinal est incroyablement intégré a son environnement et est en
dialogue constant avec le systeme digestif (siege du SNE), lui-méme en dialogue constant avec le
cerveau, formant a eux trois I’axe microbiote-intestin-cerveau. Cet axe pourrait alors étre altéré dans
|"autisme et contribuer aux troubles gastro-intestinaux associés.
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Introduction générale

Ainsi, ma these apporte une contribution a la recherche sur I'origine des troubles gastro-
intestinaux dans I'autisme en s'intéressant au SNE et a son fonctionnement sous l'influence de deux
types de facteurs associés aux TSA. L'un plutot génétique, s'intéresse a I'action de la sémaphorine 5A
et d'une de ses mutations retrouvées dans l'autisme sur le fonctionnement du SNE. L’autre,
environnemental, s'intéresse a l'impact de métabolites du microbiote intestinal, les acides billiaires
secondaires, sur le fonctionnement du SNE. En effet, le microbiote intestinal est un acteur tres
important de la physiologie digestive et son altération dans le TSA pourrait contribuer aux troubles
gastro-intestinaux si fréquemment retrouvés dans I'autisme.
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Etude Bibliographigue — Chapitre 1 : Le SNE

Chapitre 1: Le Systeme nerveux entérigue

“Once dismissed as a simple collection of relay ganglia, the enteric nervous system is now

recognized as a complex, integrative brain in its own right”

Gershon, 1999

l. Introduction générale et contexte anatomique : Le systeme digestif

1. Anatomie du systeme digestif

Le systéme nerveux entérique (SNE) est le siege de la régulation des fonctions digestives. Pour
appréhender I'importance du SNE dans la physiologie humaine, il est primordial de définir le systéme

digestif ainsi que ses grandes fonctions dans la digestion.

Le systeme digestif, ou gastro-intestinal, définit le systeme d’organe capable de prendre la
nourriture, d’en extraire les nutriments et I'énergie nécessaire a la croissance et survie de |'organisme
et d’en évacuer les composés non assimilables. Le tube digestif mesure environ 8 metres de long chez
I’'humain adulte et est composé, dans le sens rostro-caudal, de la bouche, du pharynx, de I'cesophage,
de I'estomac et des intestins. Les intestins se divisent eux méme en deux parties : I'intestin gréle, lui-
méme subdivisé en trois parties : le duodénum, le jéjunum et l'iléon, et le gros intestin qui comporte
le caecum, le colon (composé du colon ascendant, du c6lon transverse, du colon descendant et du

colon sigmoide) et enfin, le rectum et I'anus (Fig. 1A). Tous sont en contact avec le milieu extérieur.

De I'cesophage a I'anus, le tube digestif est constitué de quatre couches tissulaires (Fig. 1B) de

la plus interne a la plus externe (proche de la lumiére intestinal) :

- Latunique externe : Appelée séreuse dans la cavité abdomino-pelvienne, elle désigne un tissu
conjonctif lache permettant le maintien des organes entre eux.

- La tunique musculaire : couche de fibres musculaires lisses longitudinales et circulaires
responsables de la motricité digestive. Ces muscles produisent des contractions/relaxations,
brassant les aliments et les propulsant le long du tube digestif (péristaltisme). Cette motricité
digestive est notamment sous le controle du SNE présent au sein de cette tunique musculaire.

- La sous-muqueuse : tissu conjonctif [ache comportant une vascularisation et une innervation
importante par le SNE, assurant I'approvisionnement en sang et en nerfs de la couche la plus
interne : la muqueuse
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- La muqueuse : la couche en contact direct avec I'extérieur et les aliments. Elle est composée

de trois sous-couches distinctes :

- La muqueuse musculaire : Fine couche de muscle permettant des mouvements fins
de la muqueuse et favorisant I'absorption des nutriments.

- La lamina propria : Tissu conjonctif lache et vascularisé.

- L’épithélium : Couche de cellules épithéliales qui tapisse la lumiére du tube digestif
et permet l'absorption des nutriments. La composition cellulaire de I'épithélium varie selon la
partie du tube digestif concernée.
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Figure 1 : (A) Anatomie du systéme digestif chez I'humain. Les organes digestifs primaires et secondaires y
sont détaillés (Crédit : lllustration de Mariane Ruiz, libre de droits). (B) Schéma des différentes couches
tissulaires constituant la paroi du tube digestif chez I'humain (Crédit: « Structure de I'intestin » Encyclopeedia
Universalis France)

2. La barriére épithéliale intestinale

a- Fonctions

La muqueuse contenant notamment I’épithélium est cruciale car en premiére ligne de front avec
le milieu extérieur et le bolus alimentaire. Elle est appelée barriére épithéliale intestinale (BEI) de la
partie basse de I'cesophage jusqu’au rectum. La BEI remplit ainsi une double fonction : d'une part, elle
forme une barriére physique contre I'extérieur, et d’autre part, elle est la porte d’entrée des
nutriments indispensable au bon fonctionnement de I'organisme. Cette complexité de fonctions peut

étre découpée en 3 grandes missions :
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- Protection contre les agents pathogéne et les toxines : La BEI joue un réle essentiel dans la
protection de l'organisme contre les agents pathogénes et les composés impropres a
I"absorption. Elle produit un mucus protecteur qui recouvre les cellules épithéliales et agit
comme lubrifiant et comme une barriére supplémentaire, haut lieu de nombreuses régulations
et controles, surtout contre les bactéries pathogenes mais aussi commensales qui constituent
le microbiote intestinal.

- Point de contact avec le microbiote intestinal : La BEI interagit intimement avec I'ensemble
des micro-organismes qui tapissent le tractus intestinal, appelé microbiote intestinal. Cette
interaction est essentielle et permet de maintenir une relation symbiotique entre ces micro-
organismes et I'hote et d’assurer le fonctionnement optimal de nombreuses fonctions
physiologiques. Ce point sera exploré plus en détail dans le chapitre sur le microbiote
intestinal.

- Régulation de la perméabilité intestinale et de I'absorption des nutriments : La BEI est
sélectivement perméable, laissant passer ou non, certaines substances dans la circulation
systémique. Parmi les molécules que laisse passer la BEI, nous retrouvons tous les nutriments
essentiels provenant de la digestion des aliments.

b- Les cellules de la BEI

L'épithélial intestinal est composé de nombreux types de cellules épithéliales, assurant toutes

différentes fonctions dans I’homéostasie digestive.

- Les entérocytes : Ce sont les cellules majoritaires de la BEI. Polarisées, elles possédent un
poble apical comportant une multitude de microvillosités (cellule en brosse) augmentant leur surface
de contact avec I'extérieur. C'est sur ces cellules que repose la perméabilité intestinale assurant la

majorité de I'absorption des nutriments ou autres molécules qui passent par ces cellules.

- Les cellules entéroendocrines : Ne représentant que 1% des cellules de la BEI, elles sont
dispersées tout le long du tractus intestinal, de I'estomac jusqu’au rectum. Ces cellules liberent une
grande diversité d’hormones jouant un réle crucial dans la digestion et sont classées en fonction des
molécules qu’elles produisent. On retrouve ainsi des cellules productrices de somatostatine (cellules
D), de gastrine (cellules G) de ghréline (cellules P/D1), de cholécystokinine (cellules 1), de sécrétine
(cellules S), pour en citer les principales. Les plus abondantes restent les cellules productrices de
sérotonine (cellules entérochromaffines) influengant la motricité digestive et la fonction de la barriére
(Gribble & Reimann, 2016).

- Les cellules caliciformes et les cellules de Paneth : Ce sont deux autres types de cellules
sécrétrices de la BEI. Les cellules caliciformes sont les principales productrices du mucus intestinal via
la sécrétion de mucine, assurant protection et lubrification de la BEI (Peterson & Artis, 2014). Les
cellules de Paneth, localisées au fond des cryptes épithéliales, produisent un cocktail de protéines
antimicrobiennes cruciales pour la protection de la BEI contre les bactéries du microbiote intestinal
(Peterson & Artis, 2014).
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- Autres cellules : On retrouve également des cellules Tuft qui semblent jouer un role de
sentinelle luminale et influencer la réponse immunitaire (Gerbe & Jay, 2016). D’autres cellules
clairement impliquées dans la réponse immunitaire sont les cellules M (ou microfold). Les cellules M
jouent un réle central dans l'initiation de la réponse immunitaire mucosale en transportant des
antigenes et micro-organismes vers les tissus lymphoides sous-jacents (Nicoletti, 2000). Enfin, des
cellules souches intestinales, localisées dans les cryptes intestinales, permettent d’assurer le
renouvellement perpétuel de I'épithélium intestinal (tous les 3-5 jours chez I’humain). Ces dernieres
cellules ont la remarquable capacité de se différencier en tous les types de cellules de |la BEI décrits

précédemment. (Barker, 2014).

c- La perméabilité intestinale

La BEI est imperméable aux solutés hydrophiles, de sorte que les molécules et les nutriments
ne peuvent la traverser que par le biais de transporteurs spécifiques. La perméabilité intestinale

s’opére par deux voies principales :

La voie transcellulaire : Elle comprend des passages actifs par endocytose ou par des
transporteurs spécifiques en fonction des molécules concernées. Un passage passif, ne consommant
pas d’énergie et régit par les gradients électrochimiques est aussi présent. Ce passage se fait au travers

de la membrane plasmique mais aussi au travers de canaux (Schoultz & Keita, 2020).

La voie paracellulaire : Controle le passage d’eau, d’ions et de molécules de faible poids
moléculaire (<0.6 kDa in vivo) (Schoultz & Keita, 2020). Cette voie est régulée par des systemes
dynamiques de jonctions plus ou moins sélectifs. On y retrouve les jonctions serrées, des jonctions
adhérentes, des desmosomes et des jonctions communicantes (gap junction) (Di Tommaso et al.,
2021).

La perméabilité intestinale est cruciale dans le maintien de 'homéostasie digestive et, si
compromise, peut étre a l'origine de dysfonctionnements physiologiques et associée a des troubles
gastro-intestinaux (Schoultz & Keita, 2020).

3. L'innervation du systeme digestif : Le SNE comme acteur principal

Pour assurer la régulation et la coordination d’'un ensemble d’organes comme le systéme
digestif, le vivant n’a jamais trouvé mieux que le systeme nerveux, n’en déplaise aux éponges privées

de cette petite merveille.
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Chez I’humain, le systeme nerveux (SN) se compose de deux grandes unités. La premiére unité
est le systéme nerveux central (SNC) regroupant le cerveau et la moelle épiniére, logés respectivement
dans la boite cranienne et la colonne vertébrale. La deuxieme unité est le systeme nerveux
périphérique (SNP) regroupant les nerfs et les ganglions nerveux situés en dehors du SNC. Le SNP est
vaste et est lui-méme divisé en 2 sous parties : le SN somatique, responsable notamment de la
transmission et coordination des mouvement volontaires, et le SN autonome qui contréle les fonctions
involontaires du corps. Le SN autonome est subdivisé en trois parties : le systeme sympathique (associé
au stress et a I'excitation), le systeme parasympathique (associé a la relaxation et au repos) et enfin,
centre de régulation des grandes fonctions digestives, le systéme nerveux entérique (Furness, 2012 ;
Langley, 1921).

Voies

vagales/\ y Figure 2: Innervation du tractus gastro-

B Tronc cérébral intestinal. L'innervation extrinseque se fait
par deux voies majoritaires (voies noires):
la voie sympathique et parasympathique
(vagale et sacrée/pelvienne) L'innervation
intrinseque du tube digestif est assurée par
le SNE. Les neurones du SNE sont
représentés ici en bleu (motoneurones et
interneurones), violet (neurones sensoriels)
et rouge (neurones intestinofuges
projetant notamment vers le SNC) Les
différentes types de neurones entériques
sont détaillés plus loin dans le manuscrit).
Adapté de Furness 2012

Trachée

Moelle épiniére

Vésicule
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Le systeme digestif n’est pas exclusivement innervé par le SNE. Il recoit deux autres types
d’innervation du SNC : par le systéme parasympathique (voie vagale et sacrée/pelvienne) et par le
systéme sympathique (mésentérique et cceliaque) (Fig. 2) (Furness, 2012). Ainsi, le SNC s’octroie
guelques fonctions bien spécifiques dans la sphere digestive. Les mouvements du muscle strié de
I';esophage sont déterminés par des circuits neuronaux spécifiques dans le SNC entrainant la
contraction rythmique et ordonnée du muscle, nécessaire au processus de déglutition. De méme, le
SNC joue un role majeur dans I’estomac, régulant son activité contractile et sa sécrétion d’acide par le
biais de réflexes vago-vagaux. Le controle de la défécation est elle aussi régulée par le SNC, via les
centres de défécation dans la moelle épiniére lombosacrée (Furness et al., 2014). Toutefois, la

déconnexion du systéme digestif au SNC ne constitue pas une urgence vitale et les grandes fonctions
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digestives restent assurées efficacement par le SNE (Gershon, 1999). En dépit de cette remarquable
indépendance, le SNE, en condition physiologique, ne fait pas cavalier seul et est ainsi en dialogue
constant avec le SNC via des voies nerveuses ou humorales. Cette relation entre SNE-SNC qui constitue

I’axe intestin cerveau sera détaillée plus loin dans ce manuscrit.

ll. Le systéme nerveux entérique : Introduction et organisation

1. Historique de la découverte du SNE

Pour retracer I'histoire du SNE, nous pourrions remonter a des centaines de millions d’années, a
|"apparition du SN chez les organismes pluricellulaires. En effet, les Cnidaires, animaux dont le SN peut
étre retracé le plus loin sur I'arbre phylogénétique, ne possédent rien d’autre qu’une innervation au
sein de leur tube digestif, suffisante pour assurer digestion et excrétion de leur aliments et leur survie
depuis des millions d’années (Botar, 1967). Aujourd’hui, tous les animaux existants qui ont des
neurones ont un SNE, mais tous n’ont pas de SNC. Le développement d'un cerveau autonome pourrait
représenter une seconde phase dans I'évolution, découlant des exigences des organismes vivants qui,
au fil de leur évolution, requéraient des communications avec leur environnement de plus en plus
complexes. Ainsi, sur une échelle temporelle, le SNE aujourd’hui qualifié de 2™ cerveau, serait en fait

le premier.

L’identification anatomique de ce cerveau primitif commence au 19 siécle avec I'observation de
deux plexus nerveux majeurs au sein du tube digestif, le plexus de Meissner (ou sous-muqueux) en
1857 (Meissner, 1857) et le plexus d’Auerbach (ou myentérique) en 1864 (Auerbach, 1864) par les
physiologistes allemands du méme nom, G. Meissner et L. Auerbach. Plus tard, dans les années 1890,
Santiago Ramon y Cajal distingua différents types de neurones dans la paroi intestinale, classifiés alors
par le professeur russe A. S. Dogiel selon leur architecture et leur morphologie (Ramén y Cajal, 1893 ;
Dogiel, 1899). Nous devons les premiéres explorations fonctionnelles du SNE aux anglais W.M. Bayliss
and E.H. Starling, qui identifierent le réle d’'un SN intrinseque au tube digestif, sur le reflexe
péristaltique des segments d’intestin gréle de chien, isolés du SNC. (Bayliss & Starling, 1899) Cette
découverte fut confirmée 18 ans plus tard par le scientifique allemand P. Trendelenburg qui montra la
présence du reflexe péristaltique ex vivo sur des segments isolés d’intestin de cochon d’inde
(Trendelenburg, 1917). Quatre ans plus tard, le physiologiste anglais J.N. Langley fit mention pour la
premiere fois du « systeme nerveux entérique » et le classifia comme une branche a part entiére du
SN autonome (Langley, 1921). C'est en 1999, que Michael D. Gershon, face a la complexité du SNE, le

qualifie de « cerveau a part entiére » (Gershon, 1999)
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2. L’organisation en plexus du SNE

Avec ses quelques 400 a 600 millions de neurones, soit autant que dans la moelle épiniére
(Furness, 2006), et jusqu’a 6 fois plus de cellules gliales entériques (CGE) (Liu & Yang, 2022), le SNE est
la division la plus complexe du SN périphérique. Neurones et CGE sont regroupés au sein de ganglions
entériques, eux méme interconnectés par des fibres interganglionnaires, formant un réseau de
maillage, appelé plexus, innervant le tube digestif, du tiers inférieur de I'cesophage jusqu’au rectum
(Furness, 2012).

Comme abordé précédemment, le SNE est constitué de deux plexus majeurs :

Le plexus myentérique (ou d’Auerbach) : situé entre les couches musculaires circulaires
(internes) et longitudinales (externes) de la paroi intestinale (Fig. 3). Il est responsable de la
coordination des mouvements musculaires du péristaltisme, essentiels pour assurer la progression
réguliere des aliments tout en facilitant leur brassage et leur mélange avec les sucs digestifs (Schemann

& Neunlist, 2004).

Le plexus sous-muqueux (ou Meissner) : situé entre la muqueuse et la couche de cellules
musculaires lisses circulaires (Fig. 3). Il est majoritairement présent dans l'intestin (Furness, 2000).
Chez I'humain, ce plexus est composé de trois plexus distincts : le plexus sous-muqueux interne
(Meissner) en contact avec la muqueuse juste en dessous de I'épithélium qui tapisse la paroi
intestinale, le plexus sous-muqueux externe (plexus de Schabdasch ou de Henle) en contact avec le
muscle lisse circulaire, et enfin, un plexus intermédiaire situé entre les deux (Hoyle & Burnstock, 1989;
Schemann & Neunlist, 2004). Par simplicité, ces trois plexus seront réunis sous le terme de « plexus
sous-muqueux ». Ce plexus est impliqué dans la régulation de la sécrétion de mucus protecteur, de
fluides et d'enzymes nécessaires a la digestion. Il joue également un réle dans I'absorption des
nutriments a travers la paroi intestinale (Sharkey & Mawe, 2023). Cependant, il est a noter que cette
ségrégation anatomo-fonctionnelle n’est pas aussi stricte. Certains neurones du plexus sous-muqueux
externe innervent le muscle circulaire et des neurones du plexus myentérique de l'iléon humain

projettent vers la muqueuse (Schemann & Neunlist, 2004).
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Figure 3 : L'organisation en plexus du SNE chez I'humain. Le SNE est composé de deux plexus principaux :
le plexus myentérique situé entre les couches musculaires lisses longitudinales et circulaires, et le plexus
sous-muqueux situé entre la muqueuse et la couche musculaire lisse circulaire. Adapté de Furness 2012

3. Les neurones entériques

Le SNE est fort d’'une grande diversité neuronale. Ces différents types de neurones ont été
classifiés au fil des années selon leur morphologie, leurs propriétés électrophysiologiques et leurs

fonctions.

a- Morphologie : La classification de Dogiel

A.S. Dogiel a réalisé la premiére classification en trois types en 1899, basée sur la morphologie
du neurone ainsi que la longueur et la forme de ses prolongements (Dogiel, 1899). Le type | est
caractérisé par un corps cellulaire mesurant entre 13 et 35 um de long pour 9 a 22 um de large et
présentant un axone et de nombreuses dendrites courtes pouvant arborer 3 aspect différents (Fig. 4A):
larges (Type | lamellaires ou « stubby »), fines (type | « spiny ») ou bien filamenteuses, désigné alors
sous le nom type | « hairy ». Le type Il est un peu plus grand que le type |, mesurant 22-47 um de long
pour 13-22 um de large et posséde plusieurs axones avec ou sans prolongements dendritiques (Fig.4B).
Enfin, le neurone entérique de type Il présente un axone avec un embranchement dendritique bien
développé (Fig. 4C) (Furness et Barton, 2008 ; Brehmer, 2021). Par la suite, les méthodes de marquages
histologiques s’améliorant, les sous type VI, V, VI et VII ont été décrits dans les années 1980-90

notamment grace aux travaux de W. Stach et Brehmer (Brehhmer & Stach,1998 ; Brehmer, 2021).
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Le type V regroupe des neurones uni-axonal, présents dans le plexus myentérique et
présentant un prolongement a I'aspect d’une tige d’ou I'axone et de multiple dendrites ramifiées
émergent (Fig. 4D) (Furness & Barton, 2008 ; Brehmer et al., 2004 ; Brehmer, 2021). Face a cette
diversité, il est important de noter que les types |, Il et Il constituent la grande majorité des neurones

entériques du SNE (Furness, 2000).

Figure 4 : Morphologies des neurones entériques selon la classification de Dogiel. ax = axone. (A) Dogiel
type | : de gauche a droite : lamellaire, spiny et hairy. (B) Dogiel type Il, neurone multi axones (C) Dogiel
type lll a I’'embranchement dendritique bien développé. (D) Dogiel type V présentant un prolongement
al’aspect d’une tige d’ol I'axone et de multiple dendrites ramifiées émergent. Adapté de Brehmer 2021

b- Propriétés électrophysiologiques

Il existe deux grandes classes de neurones basées sur leurs propriétés électrophysiologiques,
et plus précisément, la durée de leur phase d’hyperpolarisation post stimulation par un potentiel
d’action. La premiere classe « S » (pour « synaptic input ») se caractérise par un potentiel post-
synaptique rapide et une phase d’hyperpolarisation courte (Fig. 5A). La deuxiéme classe « AH » (pour
« after-hyperpolarization ») se caractérise par un potentiel post-synaptique rapide et une phase
d’hyperpolarisation longue (Fig. 5B) (Hirst et al., 1974). Les neurones aux propriétés
électrophysiologiques S ont principalement une morphologie de type Dogiel | et les neurones AH une
morphologie de type Dogiel Il (Messenger, 1994 ; Carbone et al., 2014). Une derniére classe existe,
appelé « LT » pour « Low-threshold » qui caractérise des neurones avec un seuil d’excitation bas,

capable de générer des potentiels d’action de fagon spontanée sans stimulation. Cependant, cette
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derniere classe n’a été identifiée que dans le plexus sous-muqueux du cochon d’inde (Lomax et al.,

2001).

|20 mV

A B '
100 ms

A ¥,

Figure 5: Enregistrement électrophysiologique d’un neurone « S» (A) et d’un neurone « AH » (B) apres
génération d’un potentiel d’action. Les fleches rouges présentent la phase d’hyperpolarisation, courte en A et
longue en B. Enregistrement réalisés dans I'intestin gréle de cochon d’inde. Figure adaptée de Furness (2008)

c- Les sous-types fonctionnels des neurones entériques

Une derniere maniére de classifier les neurones entériques repose sur leur réle spécifique dans
la régulation des fonctions digestives. Cette classification prend aussi en compte |'expression des
neurotransmetteurs et des récepteurs permettant de distinguer trois grandes familles de neurones :

les neurones sensoriels, les neurones moteurs et les interneurones (Furness, 2012)
Les neurones sensoriels :

Les neurones sensoriels sont des neurones afférents, ils transmettent des informations
sensorielles a divers cibles intégratrices. De maniére unique parmi les organes périphériques, I'intestin
possede des neurones sensoriels intrinseques appelés IPANs (« Intrinsic Primary Afferent Neurons)
dont les corps cellulaires et prolongement se trouvent dans les plexus entériques et qui ne projettent
pas vers le systéme nerveux central. Ces neurones représentent environ 20% des neurones entériques
(Furness, 2000). lls détectent des évenements intestinaux (mécaniques ou chimiques) et initient des
réflexes essentiels dans le controle des fonctions digestives comme les réflexes de motricité, de
sécrétomotricité et de vasomotricité via des voies réflexes intrinseques qui sont également
entierement contenues a l'intérieur de la paroi intestinale (Furness, 2006). Les IPANs sont de classe
électrophysiologique AH et ont une morphologie Dogiel de type Il comme prédit par Dogiel lors de ses
descriptions. En effet, Dogiel devina que ces grands neurones aux multiples axones devaient étre des

neurones sensoriels primaires (Dogiel, 1899).

Les IPANs ne sont pas tous sensibles aux mémes stimuli. Certains sont mécanosensibles,
répondant a |'étirement et la distorsion de la paroi intestinale, et d’autres sont chémosensibles
répondant a des changements de composition luminale (Furness, 2006). Les changements de la
composition luminale et la distorsion mécanique de la muqueuse ne sont pas détectés directement

par les IPANs du plexus sous-muqueux mais par les cellules entéro-endocrines de la muqueuse
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intestinale, qui activent les IPANs via la libération de sérotonine (5-HT) (Furness, 2006 ; Sharkey &

Mawe, 2023).

Un autre type de neurones sensoriel, bien plus minoritaire, est retrouvé dans le plexus
myentérique, ce sont les neurones intestinofuges dont I'axone quitte I'intestin et projette vers les
ganglions sympathiques, la moelle épiniére et les noyaux dorsaux du nerf vague dans le tronc cérébral
(neurones rouges dans la Fig.2) (Furness et al., 2003 ; Furness, 2012). Ces neurones sensoriels peuvent
étre primaires ou secondaires et sont sensibles a la distension intestinale (volume) (Furness et al.,

2003 ; Hibberd et al., 2012).
Les motoneurones :

Il existe 5 types de motoneurones dans le SNE: Les neurones moteurs excitateurs ou
inhibiteurs du muscle lisse intestinal, les neurones sécrétomoteurs avec ou sans action vasodilatatrice
et enfin, les neurones innervant les cellules entéro-endocrines (Hansen, 2003). Tous ces motoneurones
sont majoritairement de morphologie Dogiel de type | et de classe électrophysiologique S (Sharkey &
Mawe, 2023). Les motoneurones excitateurs et inhibiteurs musculaires régulent I'activité des muscles
lisses et sont majoritairement situés dans le plexus myentérique (une minorité réside dans le plexus
sous-muqueux) (Furness et al., 2014). Les neurones sécrétomoteurs vasodilatateurs régulent la
sécrétion d’eau, d’électrolytes et le flux sanguin. Leur corps cellulaires résident principalement dans le

plexus sous-muqueux et projettent leurs axones vers la muqueuse ou le plexus myentérique.
Les interneurones :

Les interneurones sont plus difficiles a étudier sur le plan physiologique que les autres
neurones, cependant deux catégories d'interneurones ont été identifiées dans le SNE: les
interneurones ascendants, dont I'axone projette dans le sens oral, et les interneurones descendants,
projetant dans le sens anal (Furness et al., 2014). Le nombre d’interneurones varie en fonction de la
région du tube digestif mais au moins un type d’interneurone ascendant et trois types de descendant
(classés selon leur codage neurochimique) ont été décrits dans le plexus myentérique (Hansen, 2003).
Ces neurones sont impliqués dans les réflexes péristaltiques locaux et les réflexes sécrétomoteurs. Les
interneurones ascendants et descendants sont respectivement et majoritairement de morphologie

Dogiel type | et de classe électrophysiologique S, et Dogiel type Il et classe S ou AH (Brookes, 2001).

d- Codage neurochimique des neurones du SNE

Les neurones entériques font preuve d’'une grande diversité neurochimique. Le tableau 1
adapté de I'excellente revue de Sharkey & Mawe 2023 récapitule les neurotransmetteurs et co-
transmetteurs des différents types de neurones entériques décrits précédemment, dans l'intestin

gréle et le gros intestin. (Tableau 1).
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Type de neurones  Neurotransmetteur Neurotransmetteurs Codage neurochimique
principal secondaires
neuromedin U,
IPANS ACh, CGRP calretinin, calbindin, CGRP/neuromedin U
tachykinin
Neurones ACh VIP, GRP, CART, CCK Non décrit
intestinofuges
Neurones moteurs Tachykinin, enkephalin, | ChAT/tachykinin,
excitateurs ACh GABA, calretinin ChAT/Calretinin
Neurones moteurs Nitric oxide VIP, ATP, enkephalin, NOS/VIP
inhibiteurs NPY, GABA
Neurones Galanin, CART,
sécrétomoteurs VIP dynorphin VIP/GAL
vasodilatateurs
Neurones
sécrétomoteurs ACh NPY ChAT/NPY
cholinergique
Interneurones Calretinin, enkephalin, | ChAT/Calretinin
ascendants ACh tachykinin, Calbindin
Interneurones 5-HT, somatostatin ChAT/5-HT,
descendant ACh VIP, NPY, nitric oxide ChAT/ somatostatin
ChAT/VIP,
NOS/VIP

Tableau 1: La nature neurochimique des neurones entérique a principalement été établie chez le cochon
d’inde. Cependant, de plus en plus de données sont recueillies chez le modele murin et I’humain. Ce tableau
n’est pas nécessairement valable pour toutes les especes mais il retranscrit les identités neurochimiques
majoritaires chez les neurones entériques de l'intestin. 5-HT : sérotonine ; ACh : acétylcholine ; ATP :
adénosine triphosphate ; CART : transcript régulé par la cocaine et I'amphétamine (neuropeptide) ; CGRP :
peptide lié au gene de la calcitonine ; ChAT: choline acétyltransférase ; GABA : acide gamma-
aminobutyrique ; GAL : galanine ; GRP : peptide libérant la gastrine ; NOS : oxyde nitrique synthase ; NPY :
neuropeptide Y ; VIP : peptide intestinal vasoactif. Adapté de Sharkey & Mawe 2023.

4, Les cellules gliales entériques (CGE)

Les CGE font partie intégrante du SNE et dominent largement en nombre les neurones entériques.
Ces cellules, décrites dés 1899 par Dogiel, ont la méme origine embryonnaire que les neurones
entériques (Nagy & Goldstein, 2017). Elles proviennent des cellules de la créte neurale (pour un petit
avant-goUt de la partie suivante sur le développement du SNE) et a I'image de leurs comparses du SNC
(en particulier les astrocytes), ont un role essentiel dans la survie et le bon fonctionnement des

neurones qu’elles entourent.
a- Lestypes de CGE

Les CGE sont divisées en quatre types selon leur morphologie et localisation dans les plexus
entériques. Bien que toutes les populations de CGE semblent dérivées des mémes progéniteurs, la
localisation finale dans l'intestin ainsi que le contexte physiologique et le microenvironnement
semblent dicter le phénotype final en I'un de ces 4 types de CGE décrits ci-apres (Dulac & Le Douarin

1991 ; Gulbransen & Sharkey, 2012) :
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- Typel : De morphologie étoilée et protoplasmique (prolongement courts et épais), ces
CGE sont associées aux neurones du plexus myentérique et sous muqueux (Fig.6A).

- Type Il : De morphologie allongées et fibreuses, ces CGE sont en contact direct avec
les fibres nerveuses inter ganglionnaires (Fig.6B).

- Type lll : De morphologie multipolaire, ces CGE présentent de longs prolongements
majeurs et plusieurs prolongements secondaires. Elles sont présentes dans les plexus
entériques et dans la muqueuse intestinale (Fig.6C).

- Type IV : De morphologie allongées et bipolaires, ces CGE sont associées aux fibres
nerveuses dans les couches musculaires lisses (Fig.6D).

Il est a noter que cette diversité de CGE n’a pas (encore) été mise en relation avec des fonctions

et comportements cellulaires spécifiques dans le SNE (Baghdadi & Kim, 2023).

(A) Type | (B) Type (C) Type Ill

Figure 6 : Représentation des différents types morphologique de glie entérique. Adapté de Gulbransen &
Sharkey, 2012

b- Les roles des CGE

La survie neuronale : Les CGE ont un effet protecteur et trophique sur les neurones entériques. En
effet, elles sont capables de produire des molécules luttant contre le stress oxydant comme la
prostaglandine 15dPGJ2 et le glutathion (Abdo et al., 2012). Les CGE produisent aussi le facteur de
croissance GDNF (Glial cell-Derived Neurotrophic Factor) promouvant la survie neuronale. Elles
protégent aussi les neurones de I'excitotoxicité en produisant des enzymes et transporteurs pour

limiter I'effet des molécules neuroactives comme le glutamate ou I’ATP (Gulbransen & Sharkey, 2012).

La neurotransmission : Les CGE jouent un réle clé dans la régulation de la neurotransmission dans
le SNE. Elles dégradent les neurotransmetteurs en excés et les recaptent via des transporteurs
spécifiques (Gulbransen & Sharkey, 2012). Les CGE expriment des récepteurs a plusieurs
neuromédiateurs et neuromodulateurs, les rendant capable « d’écouter les conversations » des

neurones entériques, et méme d’y participer en libérant des gliotransmetteurs (ATP, GABA). Les CGE
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pourraient aussi fournir des précurseurs pour la synthése de neurotransmetteurs par les neurones,

mais cela reste a démontrer physiologiquement (Baghdadi & Kim, 2023).

Fonction immunitaire : Les CGE ont aussi un fort réle dans I'immunité de l'intestin. Les CGE ne
sont pas des cellules immunitaires mais sont capables de secréter une variété de cytokines et
chimiokines en réponse a des stress immunitaires. Elles sont aussi impliquées dans la régulation de
|'activation des macrophages dans la muqueuses intestinale (Gulbransen & Sharkey, 2012) et sont

capables de produire des facteurs trophiques comme le NGF (Nerve Growth Factor) lors d’une réponse

inflammatoire, pour soutenir la survie neuronale (Baghdadi & Kim, 2023).

Les marqueurs neuronaux et gliaux les plus couramment utilisés dans le SNE sont regroupés dans

Les marqueurs moléculaires du SNE

le tableau suivant (tableau 2).

Nom du Role Localisation Références
marqueur
Hu C/D Protéine HuC et HuD Régulateurs | Corps cellulaire et Caillaud et al., 2023
de transcription noyaux
PGP9.5 Impliquée dans I'hydrolyse de Corps cellulaire et Neunlist & Schemann,
I"'ubiquitine prolongements 2014
T,g Beta Ill tubulin Protéine de cytosquelette Corps cellulaire et Gonzales et al., 2020
g (microtubule) prolongements
2 MAP-2 Protéine de cytosquelette Corps cellulaire et Kimball &
(Microtubule enrichie dans les dendrites prolongements Mulholland,1995
Associated Protein-2) (dendrite ++)
Synapsin 1 Protéine pré-synaptique Terminaisons Gonzales et al., 2020
synaptiques
S100B Protéine de liaison au calcium Corps cellulaire et Boesmans et al., 2015
= (Régulation de nombreux prolongements
5 processus cellulaires)
PLP1 Protéolipide impliquée dans la Corps cellulaire et Rao et al.,, 2015
(proteolipid protein 1) | myélinisation * prolongements

Tableau 2 : Marqueurs moléculaires principaux du SNE. *PLP1 est exprimé spécifiquement par les CGE bien
qu'il n'y ait aucune preuve de myélinisation dans le SNE (Rao et al., 2015) Le marqueur glial GFAP est aussi
utilisé mais n’est exprimé que par une portion plus réduite des CGE

lll. Role du SNE dans les fonctions digestives

Le SNE est I'acteur principal dans le contréle des fonctions digestives. Cet aspect a déja été abordée
au travers de la description du SNE mais mérite une description plus détaillée sur le role du SNE dans
les 3 grandes fonctions digestives majeures : La motricité digestive, la sécrétion de molécules cruciales

pour la régulation et le fonctionnement de la digestion, et enfin, la régulation de la BEI.
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1. Contréle de la motricité digestive

La motricité digestive regroupe I'ensemble des mouvements coordonnés des muscles lisses de
I'intestin (Rao, 2020). Cette motricité présente une grande diversité de schémas de mouvements,
différents en fonction de la région du tractus digestif et répondant aux diverses fonctions d'absorption,
de stockage et de vidange des organes digestifs. On y retrouve ainsi, le péristaltisme (propulsion
orthograde rapide des aliments lors de prises alimentaires), la segmentation et les mouvements de
brassage des aliments, les complexes migratoires moteurs (propulsion orthograde lente en période
interprandiale) et enfin, la rétropulsion (expulsion rétrograde des substances détectées comme

nocives. Ex : vomissement) (Furness, 2012).

Le schéma moteur du péristaltisme est trés bien décrit dans I'intestin : il se déclenche lorsqu'un
stimulus luminal chimique ou mécanique survient au passage du bol alimentaire. Les neurones
afférents primaires intrinseques (IPAN) stimulés provoquent |'activation des interneurones ascendants
qui font synapse avec les neurones moteurs excitateurs, déclenchant ainsi une contraction dans le sens
oral, tandis que l'activation des interneurones descendants entraine I'excitation des neurones moteurs
inhibiteurs, provoquant une relaxation dans le sens anal. Ce circuit réflexe polarisé permet de
développer un gradient de pression qui propulse les contenus digestifs dans le sens oro-anal (Furness
et al,, 2014 ; Sharkey & Mawe 2023) (Fig. 7).

Les complexes migratoires moteurs quant a eux, interviennent dans l'intestin en phase de
jelne et permet de nettoyer le tube digestif des débris grace a des vagues de contraction tres lentes
(1 a 4 cm par minute) toutes les 90 min environ (ce sont ces contractions qui sont responsables des
gargouillis de notre ventre quand nous avons faim) (Furness, 2012). Ces mouvements stoppent des
une nouvelle prise alimentaire pour laisser place aux mouvements de péristaltisme et de

segmentation.
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Figure 7 : Schéma du circuit moteur contrélant le muscle circulaire principal acteur du péristaltisme. Suite a un
stimulus luminal chimique ou mécanique lors du passage du bol alimentaire, les IPANs activent les
interneurones ascendants et descendants, qui excitent respectivement des neurones moteurs excitateurs et
des neurones moteurs inhibiteurs provoquant une contraction en amont de la stimulation et une relaxation en
aval. Ce circuit réflexe polarisé permet la création d'un gradient de pression qui propulse le contenu dans le
sens oro-anale. Les principaux neurotransmetteurs impliqués comprennent |'acétylcholine (ACh) pour toutes
les voies, sauf pour les neurones moteurs inhibiteurs qui utilisent I'oxyde nitrique et les nucléotides puriques
comme principaux neurotransmetteurs. La substance P (SP) fournit un complément important a I'innervation
excitatrice du muscle lisse ; de méme, le peptide intestinal vasoactif (VIP) intervient dans I'innervation inhibitrice
du muscle lisse. Les cellules gliales entériques jouent également un role actif dans la régulation de la motricité
intestinale. Schéma de Sharkey & Mawe, 2023

Pour assurer la coordination rythmée des mouvements musculaires, les neurones entériques ont
besoin du soutien de cellules interstitielles pacemaker qui sont présentes dans la paroi du tube digestif.
Ces cellules appelées cellules interstitielles de Cajal (CIC) forment des gap junctions avec les cellules
musculaires et par leur activité spontanée rythmée, servent de métronome aux contractions
musculaires lentes, cruciales dans I'avancée du bol alimentaire (Foong et al., 2020). Les CIC sont en
relation étroite avec les terminaisons nerveuses des neurones entériques et expriment des récepteurs
aux neurotransmetteurs du SNE. Les CIC peuvent ainsi étre modulées par les neurones entériques et
servent notamment d’amplificateur du message nerveux dans la contraction musculaire (Ward &
Sanders, 2001).

2. Contréle de I'activité sécrétoire

Les neurones sécrétomoteurs abordés précédemment sont cruciaux dans la régulation des fluides
dans le tractus digestif et le maintien de ’homéostasie du corps entier. lls interviennent dans le réflexe
entérique sécrétomoteur permettant la sécrétion d’eau et d’électrolytes dans la lumiére intestinale en
réponse a un changement d’homéostasie (de par I'absorption de nutriments par exemple) (Furness et

al., 2004). Ce réflexe qui fait intervenir les IPANs permet aussi de réguler le pH de la lumiére digestive
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par la sécrétion de Cl" ou de bicarbonate (Flemstrém, 1986). Certains pathogenes et toxines, comme
la toxine du choléra produite par la bactérie Vibrio cholerae, hyperactivent ces reflexes sécréteurs,
induisant alors des diarrhées, utiles pour vider et nettoyer le tractus de I'agent pathogéne mais

pouvant étre extrémement dangereuses pour I’homéostasie du corps si trop séveres (Furness, 2012).

Plus précisément, certaines cellules entéroendocrines de la BEI sont sous le contréle direct ou
indirect du SNE. C'est le cas de la sécrétion de la gastrine par les cellules G, une hormone impliquée
dans la régulation de la sécrétion d'acide dans |'estomac. Cette sécrétion est sous le controle de la
gastrin-releasing peptide, libérée par les neurones entériques innervant les cellules G (Furness, 2012 ;
Furness, 2014).

3. Controéle de la BEI

Un nombre grandissant d’études s’est penché sur le r6le du SNE sur la régulation des fonctions de

la BEl et notamment sur la régulation de la perméabilité intestinale.

Une étude in vitro utilisant un modéle de co-culture de plexus sous muqueux humain et de
monocouches de cellules épithéliales intestinales a démontré que la stimulation électrique des
neurones entériques réduit la perméabilité paracellulaire (Neunlist et al., 2003). De la méme maniere,
la stimulation du nerf vague, qui active in fine les neurones entériques, module également la
perméabilité intestinale (Greenwood & Mantle, 1992). Ces effets semblent étre médiés par les
neurotransmetteurs du SNE. On retrouve ainsi I'acétylcholine augmentant a la fois la perméabilité
paracellulaire et transcellulaire (Greenwood & Mantle, 1992 ; Cameron & Perdue, 2007) et la
substance P qui augmente la perméabilité paracellulaire (Neunlist et al., 2013). Le VIP, quant a lui,
induit une diminution de la perméabilité paracellulaire dans différentes lignées cellulaires épithéliales
intestinales (Neunlist et al.,, 2013). Le VIP prévient également et/ou réduit I'augmentation de la
perméabilité paracellulaire induite soit par des neuromédiateurs (comme la substance P) ou des
médiateurs inflammatoires, ou agents pathogénes (Neunlist et al., 2013). De plus, la réduction de la
perméabilité paracellulaire induite par la stimulation électrique des neurones entériques est prévenue
par des antagonistes du VIP confirmant ainsi I'implication du VIP comme régulateur clé de la BEI

(Neunlist et al., 2003).

Ces neuromédiateurs libérés par les neurones entériques ont aussi une action sur d’autres
fonction de la BEI. Ainsi, le VIP possede une action anti-prolifératrice sur les cellules de la BEI (Toumi
et al., 2003) et a I'inverse, I'acétylcholine et la substance P ont été montrées comme promoteur de la
prolifération cellulaire. Les neurones sérotoninergiques du SNE sont capables de promouvoir la

croissance épithéliale via la libération de 5-HT et I'activation du récepteur 5-HT.a présents sur les
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neurones cholinergiques (Neunlist et al., 2013). Ces modifications peuvent étre sur le court ou long
terme, impliquant des modifications post-traductionnelles ou bien la régulation d’expression de
protéines clés des jonctions de la BEIl (Zonula occludens-1 ou ZO-1). Ainsi, le SNE participe a la

régulation fine des fonctions de la BEL.

IV. Le développement et maturation du SNE

1. Migration et colonisation des précurseurs du SNE

Chez I'humain, comme chez tous les vertébrés, le SNE dérive majoritairement des cellules des
crétes neurales vagales (CCNV) adjacent aux somites 1-7. Ces CCNV vont contribuer a la formation du
tissue cardiaque (majoritairement CCNV des somites 1-4) et du SNE (majoritairement somites 4-7)
(Hutchins et al., 2018). Bien décrite chez la souris et le poulet, la mise en place du SNE chez I'humain
comporte encore plusieurs parts d’ombre que des difficultés éthiques évidentes freinent a dissiper.
Dans cette partie suivante, on parlera du développement du SNE chez la souris, sauf indication

contraire.

Dés la 4°™ semaine de gestation chez I'humain et au 9™ jour de gestation chez la souris
(Embryonic day 9 - E9), les CCNV initient une migration rostro-caudal pour venir coloniser I'intégrité
de la paroi du tube digestif (Fu et al., 2003). Ces cellules deviennent alors des progéniteurs de cellules
neurales entériques (PCNEs). Cette migration se termine a la 7™ semaine chez ’humain et le 15%™¢
jour de gestation chez la souris et se fait a une vitesse allant jusqu’a 35um/h alors que le tube digestif
est toujours en élongation et en formation (Anderson et al., 2006) (Fig. 8A). Des défauts de migration
des PCNEs conduisent a des pathologies intestinales. C’est le cas de la maladie de Hirschsprung, une
maladie congénitale grave due a un arrét précoce de la migration et/ou de prolifération des
progéniteurs vagaux et caractérisée par I'absence d’innervation de la partie distale de I'intestin et du

colon.

Arrivées au caecum, ol l'intestin forme une boucle, une partie des PCNEs se réorientent vers
une voie plus directe, de facon trans-mésenchymale pour atteindre I'intestin postérieur (qui donnera
le colon et le rectum) et participer au SNE de cette région. (Nishiyama et al.,, 2012) (Fig. 8B-B’).
L’existence de ce phénomeéne, observé chez la souris, a longtemps été incertain chez I’humain, mais
récemment, une étude a montré que ces cellules trans-mésenchymales pourraient étre responsables
des « skip segments » observés dans la maladie de Hirschsprung. Ces « skip segments » correspondent
a l'existence de segments innervés au sein de la partie pathologiquement non innervée de l'intestin
(Yu et al., 2021).
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Figure 8 : Migration des progéniteurs dérivés des crétes neurales dans l'intestin embryonnaire. (A) Les
cellules dérivées de la créte neurale migrent a partir de la zone vagale (somites 4 a 7 majoritairement) dans
un sens rostro-caudal permettant la mise en place du systeme nerveux entérique de I'cesophage au caecum
principalement (rouge). A 'opposé, d’autres proviennent de la zone sacrée (somite 28) et migrent dans un
sens caudo-rostral permettant la mise en place du systéme nerveux entérique dans le colon distal (vert).
PCNEs = progéniteurs de cellules nerveuses entériques, IA = Intestin antérieur, IM= Intestin moyen, IP=
Intestin postérieur. (B) Arrivées au caecum qui forme une boucle, les PCNEs continue leur migration dans le
sens rostro-caudal mais une partie se mettent a migrer trans-mésenchymalement, bypassant le caecum et
arrivant alors devant le front de migration (orange). (B’) Observation de cette migration trans-mésenchymale
par Nishiyama et al., 2012. Le caecum est lésé a E11, 5 coupant le chemin aux PCNEs suivants la migration
traditionnelle rostro-caudal. 27h post lésion, des PCNEs ayant migrés latéralement au travers du
mésenchyme sont visible de I'autre coté. Composition originale a partir de Nagy & Goldstein, 2017 ; Lake &
Heuckeroth, 2013 ; Nishiyama et al., 2012

Crétes neurales
sacrées

Les CCNV ne sont pas les seules cellules contribuant au SNE. Comme observé chez la souris, les
cellules des crétes neurales sacrées (somites 28) délaminent a partir de E9,5, péneétrent le
mésenchyme de la partie distale de I'intestin postérieur a E13,5 et migrent de maniéere caudo-rostrale
pour coloniser I'intestin postérieur, rejoignant les CCNV (d’origine vagale) (Burns & Le Douarin, 1998 ;
Wang et al., 2011). Les précurseurs sacrés contribuent a environ 15% des précurseurs du SNE dans la
partie distale de lintestin postérieur chez la souris (Wang et al., 2011). Chez I'humain, cette

contribution sacrale est plus disputée et I'étendue de sa contribution est encore trés mal connue.

Une seconde vague de migration a lieu a partir de E15,5 chez la souris et a partir de la 8™
semaine chez I’humain (Uesaka et al., 2013 ; Wallace & Burns 2005). Les progéniteurs ayant colonisé

les couches supérieures du mésenchyme (formant le futur plexus myentérique), vont alors coloniser,
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de maniere centripete, les couches les plus internes (proche du futur lumen) pour former le futur

plexus sous-muqueux.

La migration des PCNEs est dirigée a la fois de maniére passive, par le microenvironnement
permissif a la migration, et a la fois de maniére active grace a la libération de molécules chimiotactiques
par les populations cellulaires du mésenchyme intestinal. Par exemple, la deuxieme vague de
migration est déclenchée et guidée par des facteurs trophiques attractants libérés par I'épithélium
intestinal (Netrin 1 et Netrin 3) (Lake & Heuckeroth, 2013). La migration des PCNEs s’accompagne
également d’une intense prolifération des PCNE, et ces deux processus semblent étre régulés par les

mémes voies signalétiques.

2. Les voies moléculaires impliquées dans la migration
et prolifération des PCNEs

a- Lavoie RET

Parmi les nombreuses voies moléculaires caractérisées, la voie RET est sans doute la plus
importante dans la migration des PCNEs. En effet, dans la majorité des cas de la maladie de
Hirschsprung cette voie est altérée (Nagy & Goldstein, 2017). RET est un récepteur transmembranaire
a tyrosine kinase exprimé par les PCNEs dés leur entrée dans le mésenchyme intestinal au début de
leur migration (Goldstein et al., 2013). RET est activé par le facteur neurotrophique GDNF, exprimé
dans le mésenchyme intestinal tout au long du tube digestif. Le GDNF se lie a RET et a son co-récepteur,
GFRal. Cette liaison entraine la phosphorylation de RET et l'activation de nombreuses voies,
notamment les voies RAS/protéine kinase MAPK, les voies de la kinase N-terminale associée a Jun
(JNK), et la phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K). La voie RET-GDNF permet non seulement le guidage
des PCNEs mais aussi d’assurer leur survie et prolifération, et plus tard dans le développement, leur
différentiation (Goldstein et al., 2013).

b- La voie de I'endothéline-3

Une autre voie de signalisation majeure dans le développement du SNE est I'endothéline-3 et
de son récepteur couplé aux protéines G, 'EDNRB. L'EDNRB est exprimé par les PCNEs tandis que
I'endothéline-3 est exprimée par le mésoderme intestinal. Le réle principal de la signalisation EDNRB
est d'inhiber la différenciation des PCNEs et de les maintenir dans un état prolifératif indispensable
pour continuer la migration. En effet, une fois différenciés en neurones, ces cellules n’iront pas

beaucoup plus loin (Nagy & Goldstein, 2017). Cette signalisation endothéline-3/EDNRB n’est pas
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nécessaire avant que les PCNEs n'atteignent le caecum ce qui explique pourquoi des atteintes de cette

voie conduit spécifiquement a une aganglionose colorectale (Hosoda et al., 1994).

c- Lavoie des sémaphorines

Une autre voie de signalisation dans la mise en place du SNE, moins décrite dans la littérature,
est celle des molécules sémaphorines (Sema). Les Sema sont une famille de glycoprotéines
membranaires et/ou sécrétés, décrites dans la mise en place des systémes nerveux centraux et
périphériques (Pasterkamp, 2012) et majoritairement impliquées dans le guidage axonal en agissant
sur la croissance des axones, leurs ramifications, et leurs orientations dans des directions précises
(Fiore &Pischel, 2003). Elles sont aussi impliquées dans d’autres processus cellulaires relatifs au
développement comme la division cellulaire, la différenciation et la survie cellulaire (Jongbloets &
Pasterkamp, 2014).

Les Sema sont relativement bien conservées phylogénétiquement. On retrouve ainsi, chez les
vertébrés, 5 familles allant de Sema3 a Sema7 (Mizuno et al., 2023). Ses récepteurs principaux sont les
Plexines, des protéines transmembranaires, elles aussi divisées en 4 classes (Plexines A a D). Neuf
Plexines ont été identifiées : Plexin A1-A4, B1-B3, C1 et D1 (Jongbloets & Pasterkamp, 2014). D’autres
co-récepteurs pouvant agir comme récepteur principal existent. Ce sont les récepteurs Neuropiline-1
et Neuropiline-2 (récepteurs privilégiés de la Sema3). Lorsqu’ils agissent comme co-récepteurs, un
récepteur Neuropiline s’associe a une Plexine, qui contient un domaine de signalisation, pour former

un complexe récepteur hétérodimeére (Tran et al., 2007).

Lors du développement du SNE, certaines études suggérent que la colonisation du tube digestif
par les cellules des crétes neurales sacrées pourrait étre inhibée par I'expression temporellement
régulée de molécules répulsives dans I'intestin postérieur, telles que les Sema (Sasselli et al., 2012).
Chez le poulet, Sema3A est exprimée de maniere transitoire dans l'intestin postérieur et agit comme
un chémorépulsif pour les axones des neurones (Shepherd & Raper, 1999). Lorsque |'expression de
Sema3A diminue au cours du développement, les axones pénetrent dans l'intestin postérieur et les
progéniteurs d’origine sacrées migrent avec eux. Par conséquent, la présence de Sema3A pourrait
expliquer I'entrée retardée des PCNEs d'origine sacrée dans l'intestin (Sasselli et al., 2012). Chez la
souris, Sema3A est également exprimée dans les régions les plus caudales de I'intestin et son absence
provoque la migration prématurée de certain PCNEs sacrés dans la partie distale de l'intestin
postérieur (Anderson et al., 2007). Sema3A a également été identifi€e comme un régulateur important
de la connectivité neuronale du SNE en période post-natale, comme nous le verrons plus en détail par
la suite (Gonzales et al., 2020).
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d- Autres voies

Il existe encore de nombreuses voies signalétiques, ainsi que des facteurs de transcription
importants tels que SOX10 et PHOX2B exprimés par les PCNEs dés le début de leur migration et
impliqués dans leur survie et prolifération. Il est important de mentionner que certaines protéines de
la matrice extracellulaires comme la laminine, le collagéne et des protéoglycanes peuvent également

influencer la migration des progéniteurs (Nagy & Goldstein, 2017).

3. Différenciation

La différenciation des PCNEs commence en amont du tube digestif alors méme que le front de
migration des progéniteurs en aval n’a pas fini de proliférer et de coloniser la paroi intestinale. Les
PCNEs, qui expriment tous initialement RET et SOX10, vont se différencier en neurones entériques
(maintenant I'expression de RET) ou en CGE (maintenant |’expression de SOX10) (Nagy & Goldstein,
2017). Les premieres identités neurochimiques des neurones entériques apparaissent des E8 dans le
plexus myentérique, et de maniére séquentielle. Ainsi, I'apparition des neurones sérotoninergiques
dés E8, est suivie par celle des neurones cholinergiques (a E8 également) et peptidergiques
(comprenant VIP, enképhaline, neuropeptide Y) a partir de E10 (Pham et al., 1991). De fagon logique,
les neurones du plexus sous-muqueux, en place aprés le plexus myentérique acquierent leur nature
neurochimique plus tardivement, allant de E8 a 7 jours post-natal (P7) pour les neurones
cholinergiques et de E14 jusqu’a P7-P14 pour les neurones peptidergiques (Pham et al., 1991). La
différenciation morphologique commence aussi avec des neurones de type Dogiel Il observables a la
naissance chez la souris (Foong et al., 2012). Les neurones nouvellement différenciés se polarisent
rapidement par I’élongation d’un axone en direction caudale suivant I'axe de migration des PCNEs
(Fig.9) (Young, 2008).

Cependant, a la naissance, le SNE reste immature et la maturation des neurones continuera

apreés la naissance (Hao & Young, 2009).

Figure 9 : Schéma illustrant la polarisation
des neurones fraichement différenciés,
projetant leur axone dans le sens de la
migration, en étroite association avec les
PCNEs toujours en migration. (Young, 2008)

@— Neurones différenciés
<>  PCNEs
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4., Maturation post-natale

a- Mise en place structurelle

Comme expliqué précédemment, ce sont les neurones du plexus myentérique qui maturent et
s’organisent en premier, suivi par ceux du plexus sous-muqueux. A la naissance, les neurones sont
organisés de maniére diffuse, puis se regroupent en ganglion, au cours des 15 premiers jours apres la
naissance chez la souris. Cette étape de gangliogénese aboutit a la formation d’un réseau de ganglions,
contenant chacun une dizaine de neurones entériques, qui sont reliés entre eux par des fibres
interganglionnaires (Faure et al., 2007). Dans ces ganglions contenant également des CGE, les
neurones, qui arborent tres té6t des prolongements, étendent des neurites qui s'entrecroisent
initialement avant d'innerver leurs cibles. Les mécanismes moléculaires contrélant la morphogéneése
des progéniteurs neuronaux en réseaux ganglionnaires organisés sont encore mal connus (Lake &
Heuckeroth, 2013).

b- Mise en place fonctionnelle

Au cours de la maturation post-natale, les phénotypes neurochimiques continuent de se
mettre progressivement en place. On observe notamment une augmentation de la proportion de
neurones nitrergiques entre P1 et P5, qui se stabilise ensuite. De méme pour les neurones
cholinergiques, leur proportion augmente a partir de P14 (de Vries et al., 2010). Cette augmentation
coincide avec les premiéeres contractions propulsives correctement rythmées du tube digestif qui
apparaissent également a P14 (de Vries et al., 2010). Le SNE reste malléable et plastique tout au long
de la vie. Il est capable de s’adapter a une blessure pour maintenir son intégrité (Galligan et al., 1989)
ou encore d’amorcer des modifications neurochimiques ou phénotypiques en réponse a un

changement de régime alimentaire (Stenkamp-Strahm et al., 2015 ; Reichardt et al., 2017).

Une derniére maturation a lieu majoritairement durant la phase post-natale, c’est la

maturation synaptique nécessaire au bon fonctionnement du SNE et des fonctions digestives.
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V. La synapse du SNE

Une synapse est une connexion fonctionnelle entre deux neurones, permettant la transmission
d'informations sous forme de signaux électriques ou chimiques avec des cellules cibles. Dans le SNE,
les synapses entériques sont des synapses chimiques récapitulant les mémes caractéristiques

structurelles et fonctionnelles que les synapses chimiques du SNC (Wood & Kirchgessner, 2004).

1. Maturation du réseau synaptique

La maturation du réseau synaptique est un phénomeéne largement post-natal. Néanmoins, les
premiers marqueurs de I'établissement d’'un réseau fonctionnel se mettent en place au stade
embryonnaire. Dés E11,5 et 12,5, certains progéniteurs neuronaux expriment déja des canaux
sodiques voltage-dépendants et présentent une réponse calcique a une dépolarisation (Hao et al.,
2013). En méme temps, les premiéres expressions de plusieurs protéines associées aux synapses sont
détectées. Ainsi, la protéine pré-synaptique, synaptophysine (une protéine majeure des vésicules
synaptiques) est observable par immunomarquage dans des renflements neuritiques des E11,5 (Hao
et al., 2011). On retrouve également I'expression de la synaptotagmine 1 et la SNAP25 (synaptosome
— associated protein of 25 000 daltons) entre E14, 5 et 15,5 dans l'intestin (Hao & Young, 2009).

Vers E16.5, des synapses plus matures sont observées sur les corps cellulaires neuronaux avec
la présence d’éléments pré-synaptiques contenant de nombreuses vésicules, a la fois de petites
vésicules claires et de grandes vésicules granulaires, regroupées au niveau de la membrane pré-
synaptique (Vannucchi & Faussone-Pellegrini, 2000). Vers E18.5, la plupart des contacts entre les
axones et les corps cellulaires du plexus myentérique présentent les caractéristiques des synapses
matures du SNE (cf. partie V.2) (Vannucchi & Faussone-Pellegrini, 2000). Ainsi, les substrats
anatomiques pour la transmission synaptique entre les neurones myentériques sont en place bien
avant la naissance chez la souris et a PO une activité synaptique est enregistrable dans la plupart des
neurones entériques (Hao et al., 2013). Néanmoins, la maturation et le raffinement de ces précurseurs
synaptiques, dont les mécanismes restent largement inconnus, s’opérent durant la période postnatale
jusqu’a l'adolescence, en méme temps que les neurones entériques finissent leur maturation et
structuration au sein des plexus. Ces étapes de maturation pourraient alors étre particulierement
sensibles a I'environnement extérieur comme I'alimentation ou le microbiote intestinal (Parathan et
al., 2020).
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2. La synapse mature du SNE

a- Caractéristiques des synapses entériques

La caractérisation des connexions synaptiques du SNE a été amorcée des les années 1970
(Baumgarten et al.,, 1970 ; Gabella, 1972). Un neurone entérique pré-synaptique peut établir un
contact avec sa (ou ses) cible(s) de deux maniéres : par la terminaison synaptique et/ou par des
varicosités synaptiques localisées tout au long de I'axone (Fig. 10A). Ces varicosités sont des
renflements arborant des spécialisations pré-synaptiques similaires a celles observées au niveau des
synapses chimiques dans le SNC (Gabella, 1972 ; Llewellyn-Smith et al., 1985). Des varicosités issues
d'une méme fibre nerveuse peuvent établir plusieurs contacts, souvent a quelques micromeétres de
distance, sur un méme neurone post-synaptique (Young & Furness, 1995). A I'heure actuelle, il est
encore tres difficile de mettre en évidence des associations entre la structure, la nature neurochimique

et la fonction de la synapse dans le SNE comme cela a pu étre fait dans le SNC.

Pour le contréle des fonctions motrices des muscles lisses intestinaux, il n’existe pas de
jonction neuromusculaire aussi structurée que pour le controle des muscles striés par les neurones du
SNC. En effet, Gabella, en 1972, décrivait une zone de contact plutot lache entre neurone entérique et
la cellule musculaire lisse, cette derniére exprimant des récepteurs aux neurotransmetteurs (Gabella,
1972). On sait maintenant que ces connexions synaptiques sont beaucoup plus structurées avec des
connexions trés proches, se faisant via les varicosités des cellules musculaires, sur les CIC (Ward &
Sanders, 2001). Les CIC ayant cette particularité d’établir des connexions électriques via des gap
jonctions avec les cellules musculaires, Ward et Sanders proposent de considérer le complexe neurone

moteur-CIC-muscle, comme la jonction neuromusculaire du SNE (Fig. 10B) (Ward & Sanders, 2001).

Varicosité d’un motoneurone
(excitateur)

Figure 10 : (A) : Observation au microscope électronique des varicosités synaptiques (fleches noires) sur le
réseau axonal de neurones entériques de rat (Bottner et al., 2015). (B) Jonction neuromusculaire du tube
digestif. La proximité étroite entre varicosités synaptiques et les CIC facilite une diffusion rapide des
neurotransmetteurs vers les récepteurs exprimés par les CIC. Les CIC sont couplés électriquement au muscle
lisse via des gap jonctions, permettant une transmission rapide du signal électrique au muscle lisse. AP =
Potentiel d’action, CIC = cellules interstitielles de Cajal, SP= Substance P. Adapté de (Ward & Sanders, 2001)
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Les synapses entériques contiennent une grande diversité de vésicules synaptiques (Gabella,
1972). L'utilisation du colorant styryl FM1-43 permettant d’observer la dynamique des vésicules
synaptiques en temps réel, sur des neurones myentériques en culture ou préparés ex vivo a partir
d’intestin de cochon d’inde, a montré que les varicosités entériques recyclent les vésicules synaptiques
avec des cinétiques similaires a celles du SNC (Vanden Berghe & Klingauf, 2007). De plus, les varicosités
marquées par le FM1-43 coexpriment des protéines pré-synaptiques telles que la synaptophysine
(Vanden Berghe & Klingauf, 2007), appuyant le role de ces protéines pré-synaptiques dans la

transmission synaptique entérique.

b- Marqueurs moléculaires des synapses entériques

Si les marqueurs moléculaires de la synapse neuro-neuronale centrale sont bien connus, la
synapse entérique elle, ne peut pas prétendre a un aussi grand éventail de molécules caractérisées.
On retrouve cependant dans le SNE, de nombreuses protéines communes au SNC, notamment en pré-

synaptique ol la machinerie entourant les vésicules synaptiques semble étre la méme.

Marqueurs pré-synaptiques : Les protéines associées aux vésicules synaptiques comme la
Synapsin 1, la synaptophysin, la synaptopbrevin et la SNAP-25, ont été mises en évidence dans les
terminaisons pré-synaptiques du SNE (Bottner et al., 2013 ; Barrenschee et al., 2015 ; Hao et al., 2011 ;
Hao & Young, 2009).

Marqueurs post-synaptiques : On a relativement peu d’information sur l'identité et la
distribution des protéines post-synaptiques au sein du SNE. Quelques études ont mis en évidence
I’expression de protéines post-synaptiques du SNC dans le SNE comme la PSD93, PSD95 et la
neuroligin-1 (Brenman et al., 1996 ; Chaudhury et al., 2009 ; Zheng et al., 2017) mais leur distribution

au sein du SNE n’a jamais été caractérisée.

3. La plasticité synaptique du SNE

a- La plasticité, présentation générale

Une des capacités les plus fascinantes (a mon humble avis) du systeme nerveux est sa capacité
a s’adapter transitoirement ou durablement, tant sur le plan physique que fonctionnel, aux stimuli
d’un monde extérieur dynamique. Appelée plasticité, cette capacité fondamentale est retrouvée chez
des especes allant de la mouche a I’humain. A I'échelle de la synapse, cette plasticité est appelée
plasticité synaptique et représente la modulation fonctionnelle ou morphologique de la connexion
entre les neurones. Ces modifications adaptatives constituent la base biologique de la mémoire et de

|"apprentissage mais sont aussi indispensables au bon fonctionnement global du systéme nerveux. Les
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deux grands phénomenes principaux derriére la plasticité synaptique sont la LTP et la LTD. La LTP (pour
Long Term Potentiation) désigne le renforcement, en termes physiques et en termes de propagation
de signal, d’une synapse en réponse a une stimulation répétée (stimulation a haute fréquence). La LTD
(pour Long term depression) désigne quant a elle I'affaiblissement, physique ou fonctionnelle d’une
synapse en réponse a une stimulation de basse fréquence (Glinert et al., 2022). Cette plasticité
synaptique est résumée en une célebre phrase de Hebb « Neurons that fire together, wire together »
(Hebb, 1949).

b- La plasticité synaptique fonctionnelle

Les preuves de |'existence d’'une LTP ou LTD stricto-sensu dans le SNE comme montrées dans
le SNC semblent trop faibles pour appliquer ces termes aux neurones entériques. Néanmoins, des
mécanismes similaires a ces formes de plasticité synaptique ont été observés dans le SNE. En effet,
I’équipe de Furness a mis en évidence une hyperexcitabilité des neurones AH du plexus myentérique
de cochon d’Inde apres une stimulation répétée des fibres interganglionnaires pendant 4 a 30 min.
Cette hyperexcitabilité est caractérisée par une excitation post-synaptique soutenue et lente
(sustained slow postsynaptic excitation) pendant 3,5 heures post stimulation (Clerc et al., 1999). Chez
les neurones de type S, une stimulation répétée déclenchait un potentiel post-synaptique excitateur
rapide (fast EPSP), ayant aussi pour conséquence une hyperexcitabilité du neurone entérique (Clerc et
al., 1999).

La médiation de cette plasticité synaptique se fait notamment par les neurotransmetteurs
comme I'ACh et la sérotonine mais aussi, de fagon moins attendue, par des facteurs immunitaires
(Glinert et al., 2022). En effet, un exemple bien décrit de la plasticité synaptique du SNE est
I’hyperexcitabilité des neurones entérique dans le contexte inflammatoire, mis en évidence sur des

modeles de colites induite au TNBS (2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid) (Mawe et al., 2009).

Il est aussi a noter que la présence de protéines impliquées dans la plasticité synaptique du
SNC a été mise en évidence dans le SNE, comme MeCP2 (Wahba et al., 2016), la reeline et son
récepteur Dab1l (Bottner et al., 2014).

Dans leur trés jolie revue sur la plasticité du SNE, Schemann, Frieling et Enck soulignent la
difficulté de mesurer et d’observer la plasticité synaptique dans le SNE de la méme maniéere que dans
le SNC. En effet, dans le SNC, les neurones sont intégrés dans des réseaux précis et localisés alors que
les réseaux neuronaux entériques sont treés vastes et hétérogenes, avec différents types de neurones
regroupés dans un ganglion. On ne sait alors pas comment stimuler une voie précise et la stimulation
des fibres interganglionnaires active aussi bien des neurones inhibiteurs qu’excitateurs, rendant les
mécanismes de LTP ou LTD difficilement caractérisables. Cela ameéne a repenser les protocoles de
stimulation et de les adapter au SNE pour vraiment élucider ces mécanismes de plasticité des neurones

entériques (Schemann et al., 2020).
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c- Lasynaptogénése

En principe, la synaptogénese a lieu dans le SNE puisque des changements structurels
synaptiques comme la modification de I'arborisation axonale ont été observés dans le SNE. Cependant,
cette synaptogéneése n’a jamais été étudiée a la lumiére d’un apprentissage ou comme conséquence

de stimulation électrique dans le SNE comme cela a pu étre fait dans le SNC (Schemann et al., 2020).

d- La plasticité synaptique dans un contexte pathologique

Evidemment, la plasticité synaptique du SNE peut avoir des conséquences maladaptives et
contribuer a la physiopathologie de certains troubles gastro-intestinaux (Mawe & Sharkley, 2023).
L'implication de la plasticité synaptique du SNE a été mise en évidence dans des cas d’hypersensibilité
colique (Zhang et al., 2018 ; Zhang et al., 2022) et dans le cadre de pathologie chronique de I'intestin
comme I'IBS (Syndrome de l'intestin irritable). De fagon intéressante, I'implication de MeCP2 dans la
plasticité synaptique des neurones entériques est a mettre en relation avec des mutations de MeCP2
décrite dans le syndrome de Rett, un trouble développemental sévére fréquemment associé a des
troubles gastro-intestinaux (Wahba et al., 2016). Il apparait alors crucial de considérer le role de la
plasticité synaptique du SNE dans les troubles gastro-intestinaux et notamment dans la persistance de
ces derniers, comme dans le cadre de stress inflammatoire pouvant développer des altérations de la

motricité, persistantes jusqu’a 4 semaines apreés la fin de I'inflammation (Mawe, 2015).

Cette plasticité rend le SNE d’autant plus sensible au milieu extérieur et notamment au
microbiote intestinal qui pourrait contribuer au modelage du SNE dans le contexte physiologique
comme physiopathologique. Ce dernier élément sera plus abondamment discuté dans le chapitre 3

portant sur le microbiote intestinal.

VI. lintime relation du SNE avec le SNC

Cette derniére partie a été déja bien amorcée au cours de ce premier chapitre. En effet, le SNE
est indéniablement en étroite relation avec le SNC. L'idée que le cerveau et le systeme digestif sont
liés n’est pas récente. Déja en 1840, le médecin américain William Beaumont démontra
expérimentalement que la digestion pouvait étre impactée par I'état émotionnel. Pour I'anecdote, qui
me semble assez atypique pour la raconter ici, W. Beaumont fit cette expérience sur Alexis St. Martin,
un jeune canadien dont I'estomac avait été perforé par un tir de mousquet et qui, soigné par
Beaumont, avait survécu. Le trou dans son estomac ne s’étant jamais refermé correctement,
Beaumont saisit cette opportunité pour faire avancer la gastroentérologie en insérant des morceaux

de nourriture dans I'estomac de St. Martin et en mesurant la digestion sous différents parametres
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(Gale, 2021). Cela amena a 238 expériences sur 10 ans (St. Martin mourant paisiblement a 86 ans,
comme quoi, avoir un estomac étanche, c’est surcoté) dont une série d’expériences durant lesquelles
Beaumont remarqua que la stimulation émotionnelle de son « patient-cobaye » (peur et coléere)

ralentissait la digestion et la vidange gastrique (Mai, 1988).

Aujourd’hui I'axe intestin cerveau est bien établi et se définit comme une voie de signalisation
hormonale et neuronale, bidirectionnelle reliant ces deux organes (Wachsmuth et al., 2022). Vient

s’ajouter a cet axe un autre acteur extrémement important, le microbiote intestinal.

1. La part prépondérante du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal regroupe I'ensemble des microorganismes qui peuple l'intérieur du
tractus digestif (Le Dréan et al., 2021). Majoritairement composé de bactéries, archées et virus, il est
en contact direct avec le systeme digestif et donc proche physiquement du SNE. Il est une source
immense de composés métaboliques et autres dérivés microbiens. Nous commencons a peine a
comprendre I'étendue de son influence sur I’axe intestin-cerveau et sur notre homéostasie en général.
Son impact sur cet axe sera amplement décrit dans le chapitre 3 qui lui est consacré. Brievement
cependant, le microbiote intestinal communique et influence le SNE et le SNC via les voies neuronales,
humorales mais aussiimmunitaires, notamment au travers des nombreux composés actifs qu’il produit
(Margolis et al., 2021). Le microbiote intestinal peut aussi étre modulé par I'activité du SNC et du SNE
justifiant sa pleine position dans ce qu’on définit maintenant comme I’axe microbiote-intestin-cerveau
(MIC).

2. Connexions SNE-SNC par les voies humorales

La communication entre l'intestin et le cerveau est régulée par divers peptides ou hormones
sécrétés par l'intestin en réponse aux nutriments. Ces molécules de signalisation peuvent entrer dans
la circulation et agir directement sur le cerveau ou indirectement par une action paracrine sur les
neurones afférents vagaux et spinaux locaux qui innervent l'intestin. Un bon exemple de cette

communication intestin-cerveau réside dans la régulation de ’homéostasie énergétique.

Classiguement et en condition physiologique, les cellules entéroendocrines sensibles au
contenu luminal libérent une grande variété de peptides en fonction de la prise alimentaire (GLP-1
(glucagon-like peptide 1), cholecystokinine (CCK)) ou en fonction de la faim (somatostatin, ghreline)
(Gribble & Reimann, 2016) qui passent dans la circulation sanguine et agissent sur les centres de
régulation de la prise alimentaire, de la dépense énergétique et de I'homéostasie énergétique dans le

cerveau (hypothalamus majoritairement) (Wachsmuth et al., 2022).
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Les neurotransmetteurs libérés par le cerveau, le SNE et les cellules entéroendocrines sont
aussi tres importants dans la communication humorale entre SNE et SNC. On y retrouve notamment
la 5-HT, libérée par le SNC, le SNE et les cellules entérochromaffines de la BEI (Mittal et al., 2017). La
5-HT est impliquée dans de nombreuses fonctions du SNC, comme la régulation des émotions, de
I'appétit, de la réponse au stress, et au niveau du SNE, dans les fonctions digestives (secrétions,
péristaltisme) (O’Mahony et al., 2015). Des modifications dans la voie de la 5-HT ont été mises en

évidence dans des altération de I'axe microbiote-intestin-cerveau (Margolis et al., 2021).

3. Connexions SNE-SNC par les voies nerveuses

Nous avons déja abordé au cours de ce manuscrit les nombreux liens nerveux entre le SNE et
le SNC. Le SNC innerve le systeme digestif. Cette innervation extrinséque vagale, spinale thoraco-
lombaire et spinale lombo-sacrée, peut-étre sensorielle (afférente) et motrice (efférente). Le nerf
vague, composé a 80 % de fibres afférentes et de 20 % de fibres efférentes constitue le principal moyen

d’échange d’informations entre le SNE et le SNC (Bonaz et al., 2018).

Innervation efférente : Elle concerne les neurones pré-entériques projetant dans les plexus
entériques et modulant l'activité des neurones entériques (Furness, 2014). Quelques fonctions
motrices spécifiques du tractus digestif sont directement contrélées par le SNC comme le contréle du
muscle strié de I'cesophage (innervation vagale), la défécation, et la vasoconstriction/dilatation des

vaisseaux sanguins (innervation sympathique) (Furness, 2014).

Innervation afférente : Elle implique des terminaisons laminaires intraganglionnaires, des
réseaux intramusculaires et des terminaisons nerveuses de la muqueuse (Brookes et al., 2013). Les
terminaisons laminaires intraganglionnaires sont des terminaisons nerveuses ramifiées qui s’étendent
dans le plexus myentérique. Ce sont des mécanorécepteurs sensibles a I’étirement et a la déformation
de la paroi digestive (Brookes et al., 2013 ; Zagorodnyuk et al., 2001). Les réseaux intramusculaires
sont constitués par des axones afférents unitaires projetant dans la couche musculaire du muscle
circulaire lisse, paralleles aux fibres musculaires et formant des synapses avec les CIC. Ce complexe
ainsi formé pourrait servir d’informateur au SNC de I'état d’étirement du muscle (Powley & Phillips,
2011). Enfin, les terminaisons de la muqueuse innervent la muqueuse de I'estomac, les villosités de
I'intestin gréle et les cryptes intestinales (Powley et al., 2011). Ces terminaisons sont sensibles a la
déformation physique mais aussi a des stimuli chimiques comme I'acidité du lumen. Leur sensibilité

peut étre modulée par des hormones comme la leptine ou la ghréline (Furness, 2014).

La connexion la plus directe réside dans la présence des neurones entériques intestinofuges
abordés précédemment. Ces neurones projettent directement dans le SNC (moelle épiniére et les
noyaux dorsaux du nerf vague dans le tronc cérébral) (Furness, 2006) via la voie sacrée ou vagale, ainsi
gue vers les ganglions sympathiques. De plus, toutes les afférences du SNC dans I'intestin mentionnées

précédemment, constituent indirectement une voie de communication du SNE vers le SNC.
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4. Implication dans les maladies du cerveau

La pleine réalisation de I'existence de cet axe microbiote-intestin-cerveau a changé le
paradigme pour les maladies du cerveau, avec alors tout une dimension intestinale et microbienne qui
s’ouvre a la recherche. De la méme maniéere, une dimension psychiatrique s’ajoute a de nombreuses
maladies intestinales comme dans le cas de I'IBS, pathologie caractérisée par des douleurs
abdominales et des troubles du transit qui s’accompagnent effectivement de comorbidités

psychiatriques comme la dépression et I'anxiété (Margolis et al., 2021).

Concernant les maladies du cerveau, on observe des désordres de I’axe microbiote-intestin-
cerveau dans les maladies neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer) (Scheperjans et al., 2015 ; Chen
et al., 2022) et dans les maladies neurodéveloppementales comme la schizophrénie et surtout dans
les troubles du spectre de I'autisme (TSA) (Shen et al., 2018 ; Cryan et al., 2020 ; Sharon et al., 2019).
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Chapitre 2 : Les troubles du spectre de I'autisme

« Je me représentais I'amitié comme un papillon, a la fois beau et fragile, qui s'envolait dans les airs
et que toute tentative d'attraper revenait a détruire. »

Daniel Tammet dans « Je suis né un jour bleu »

l. Présentation générale

1. Historique

Le terme « autisme » vient de la contraction du mot grec « auto » (le soi) et le suffixe anglais «
ism ». Il a été inventé par le psychiatre suisse Eugen Bleuler en 1911 pour décrire une forme de
schizophrénie (mot qu’il a aussi inventé) dans laquelle les individus se coupent du monde extérieur
pour vivre dans un monde intérieur « Loss of contact with reality together with the relative and

absolute predominance of the inner life » (Bleuler, 1911 — traduit en anglais en 1950).

Plus tard, en 1943, le pédopsychiatre Léo Kanner reprend ce terme pour décrire les
comportements de 11 enfants présentant des « troubles autistiques des contacts affectifs »
caractérisés par une « incapacité innée a former des contacts avec les autres » (Kanner, 1943). La
description plus détaillée qui en est faite rapporte I'absence d'utilisation communicative du langage,
la préservation de la similitude (« preservation of sameness »), des intéréts et activités restreints, et
des schémas de comportement stéréotypés et répétitifs, tels que le battement des mains et la rotation
(Harris, 2018). Initialement classifié comme une forme de schizophrénie infantile par la deuxiéme
édition du Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-Il) (« Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders ») (APA, 1968), il faudra attendre 1980 et la troisieme édition
du DSM pour voir I'autisme séparé de la schizophrénie et considéré comme un trouble a part entiere
(DSM-II APA, 1980). Appelé alors « autisme infantile précoce », I'autisme est défini par une apparition
avant I'age de 30 mois de symptémes caractéristiques comme un manque généralisé de réactivité
envers les autres, un développement linguistique atypique, des réponses inhabituelles a
I'environnement, et I'absence d'hallucinations et de délires tels qu'observés dans la schizophrénie

(APA, 1980 ; Harris, 2018). En 1987, la révision du DSM-IIl regroupe ces critéres sous le nom de «
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troubles autistiques » (APA, 1987). En 1994, le DSM-IV intégre les troubles autistiques comme un sous-
groupe des troubles envahissants du développement, aux cotés du syndrome de Rett, du trouble
désintégratif de I'enfance (syndrome d’Heller) et du syndrome d’Asperger (APA, 1994 ; Volkmar &
McPartland, 2014).

Le terme « syndrome d’Asperger » a été introduit pour la premiere fois en 1981 par la
psychiatre Lorna Wing reprenant les travaux du psychiatre allemand Hans Asperger (Wing, 1981).
Contemporain de Kanner, H. Asperger décrivait en 1944 les comportements de quatre jeunes garcons
présentant de séveres déficits sociaux liés a une incapacité a comprendre les régles gouvernant les
comportements sociaux, une insensibilité a la communication non-verbale et des intéréts restreints
(Asperger cite en exemple les trains a vapeur, la généalogie royale, les « monstres » préhistoriques).
Ces enfants présentaient aussi des troubles de la motricité (mouvements maladroits, trop ou pas assez
intenses, mal adaptés a la situation) mais ne présentaient pas de déficit intellectuel et possédaient de

trés bonnes capacités langagiéeres (Asperger, 1944 ; Wing ,1981).

En 2013, le DSM-V élimine les quatre sous-groupes des troubles envahissants du
développement et introduit le terme, troubles du spectre de I'autisme (TSA). Le syndrome de Rett,
représentant une pathologie génétique avec un retard intellectuel profond, et le trouble désintégratif
de I'enfance représentant une dégénération cognitive continue, sont exclus des TSA. Le syndrome
d’Asperger est intégré au sein du spectre et ne constitue plus un diagnostic a part entiere (APA, 2013
; Volkmar & McPartland, 2014).

2. Diagnostic

Aujourd’hui, les TSA représentent un terme « parapluie » regroupant un ensemble de troubles

neurodéveloppementaux dont le diagnostic se fait suivant les cing criteres du DSM-V (APA, 2013).

Critére A : Déficits persistants en communication sociale et en interaction sociale dans divers
contextes, non expliqués par des retards de développement généraux. Le critére A doit se manifester
par les 3 symptomes qu’il regroupe : Al : problémes dans l'initiation et la réponse sociale (ex : toucher
les autres de fagon inappropriée, initier une interaction uniquement si besoin d’aide etc.). A2 :
problémes liés a la communication non verbale (ex : mauvais contact visuel, tourner le dos a la
personne tout en parlant). A3 : problémes liés a la conscience sociale et a la compréhension, ainsi
gu'au concept plus large de la relation sociale (ex : absence d’intérét pour les autres, difficultés a

participer a des jeux imaginatifs avec les autres).

Critere B : Comportement, intéréts ou activités restreints et répétitifs, se manifestant par au moins
2 des 4 symptomes qu’il regroupe. B1 comprend un discours, des mouvements et des jeux atypiques
(ex : écholalie, mouvement de main répétitifs). B2 comprend des rituels et une résistance au
changement (ex : routines précises, pensées rigides). B3 comprend des préoccupations concernant des

objets ou des sujets (ex : obsession de certains chiffres, attachement a des objets inhabituels comme
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un bout de plastique ou de ficelle). B4 comprend une hyper- ou hypo-réactivité aux stimuli sensoriels
ou intérét inhabituel pour les aspects sensoriels de I'environnement (ex : indifférence apparente a la

douleur/a la chaleur/au froid, fascination pour les objets qui tournent).

Critere C : Les symptOmes doivent étre présents dans la petite enfance (mais peuvent ne pas
devenir entierement manifestes tant que les exigences sociales ne dépassent pas les capacités

limitées).
Critére D : Les symptomes limitent et entravent le fonctionnement quotidien.

Critére E : Ces perturbations ne s'expliquent pas par une déficience intellectuelle ou un retard
global du développement. A noter que I'autisme est une comorbidité fréquente de la déficience
intellectuelle (et inversement). Pour discriminer |‘autisme de la déficience intellectuelle, la
communication sociale doit étre inférieure a ce qui est attendu pour le niveau de développement
général. De la méme maniére, le DSM-V reconnait explicitement que I'autisme peut étre associé a des
maladies génétiques comme le syndrome de I’X fragile et le syndrome de Rett (Lord et al., 2018 ; APA,
2013).

A ces cing critéres s’ajoutent 3 niveaux de sévérité des symptdmes allant du niveau 1 (nécessitant
un soutien) au niveau 3 (nécessitant un soutien trés substantiel), en fonction des déficits sociaux et
des comportements répétitifs et restreints de l'individu. Ces niveaux permettent une certaine

flexibilité et individualisation dans le diagnostic et la planification du traitement.

3. Outils d’évaluation des TSA

Pour évaluer la sévérité des symptdmes, de nombreuses échelles existent dont les plus couramment
utilisées et retrouvées dans la littérature scientifique sont I’ADOS, I’ADI-R, le CARS, le SRS et enfin le

Vineland.
a- L'ADOS:

L'Autism Diagnostic Observation Schedule (ADOS) ou dans sa version la plus récente ADOS-2
est un instrument diagnostique standardisé congu pour évaluer la communication, l'interaction
sociale, les compétences de jeu et les comportements restrictifs et répétitifs (Lord et al., 2000). Il est
basé sur I'observation par le clinicien pendant 60 a 90 min de I'individu testé. L’ADOS est constitué de
plusieurs modules adaptés a différents niveaux de langage et d'age : Module « toddler » pour les trés
jeunes enfants agés de 12 a 30 mois. Module 1 : pour les enfants qui ne parlent pas ou qui ont un
langage limité. Module 2 : pour les enfants qui utilisent un langage phrastique, mais qui ont un discours
limité. Module 3 : pour les enfants et les adolescents verbaux qui sont d'age scolaire. Module 4 : pour

les adolescents et les adultes verbaux. Chaque critére est évalué par le clinicien et noté de 0 (pas
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d’atteintes comportementales) a 3 (preuve irréfutable d’une atteinte comportementale) (Lord et al.,
2000 ; Syriopoulou-Delli & Folostina, 2022).

b- L'ADI-R:

L'ADI-R, ou Autism Diagnostic Interview-Revised, est un entretien clinique structuré destiné
aux parents ou aux soignants de personnes soupgonnées de présenter des TSA. L’ADI-R est approprié
pour les enfants des 18 mois, jusqu’a I’'age adulte. Il est constitué de plusieurs items couvrant les trois
symptomes principaux des TSA : la communication, l'interaction sociale et les comportements
restreints et répétitifs. Chaque item de I'ADI-R est codé selon une échelle de 0 a 3 : 0 signifie que le
comportement décrit par I'item n'est pas présent ou se trouve dans les limites normales pour |'age ou
le niveau de développement de l'individu. 1 signifie que le comportement est présent de maniere
légére ou atypique. 2 et 3 indiquent des niveaux croissants de gravité ou de fréquence du
comportement (Le Couteur et al., 1989 ; Lord et al., 1994). Le score total, obtenu via 'algorithme de
diagnostic de I’ADI-R, doit dépasser un certain seuil pour dénoter un trouble autistique chez I'individu

testé.
c- LeCARS:

Le CARS, ou Childhood Autism Rating Scale, est un outil d'évaluation utilisé pour diagnostiquer
et quantifier la sévérité des TSA chez les enfants. Le CARS et sa version actualisée CARS-2, est adapté
pour les enfants de plus de 2 ans. Le CARS comprend 15 items, qui évaluent divers domaines associés
au TSA (les relations avec les personnes, I'imitation, les réponses émotionnelles, |'utilisation des objets,
I’adaptation au changement, les réponses visuelles, auditives et non verbales etc...) (Schopler et al.,
1980). Chaque item est noté sur une échelle de 1 (normal pour I'dge correspondant) a 4
(anormalement sévere pour I'age correspondant). Le score total varie de 15 a 60. Un score <30 indique
une absence d'autisme, un score de 30 a 36,5 indique un autisme léger a modéré, et un score total de
237 indique un autisme sévere. Ces cut-offs peuvent légerement varier en fonction de la forme de
CARS utilisée (Rellini et al., 2004). Le CARS est particulierement utile pour distinguer, rapidement, les

enfants atteints d'autisme de ceux présentant un déficit cognitif (Ji et al., 2023).

d- LeSRS:

Le Social Responsiveness Scale (SRS) est un outil d'évaluation congcu pour étre complété par
des parents, des enseignants ou d'autres personnes proches de l'individu évalué. Le SRS est adapté aux
individus agés de 4 a 18 ans, mais des versions pour adultes existent. Le SRS est un questionnaire
comportant 65 items couvrant 5 domaines clés liés aux compétences sociales : La conscience sociale,
la cognition sociale, la communication réciproque, les comportements sociaux répétitifs et les
comportements sociaux motivés. Chaque item est évalué sur une échelle de 1 (jamais vrai) a 4 (presque

toujours vrai) en fonction du comportement (Constantino & Gruber, 2012). Le score final (T-score)
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renseigne sur la sévérité des TSA. Un T-score > 76 indique des déficits séveres, un score entre 75 et 66
indique des atteintes modérées et un score entre 65 et 60, des atteintes légeres. Un T-score de 59 et

moins indique I'absence de difficultés sociales évocatrices d'un possible diagnostic TSA (Bruni, 2014).

e- Le Vineland:

Le Vineland Adaptive Behaviour Scales (souvent simplement appelé "Vineland") est un
instrument utilisé pour évaluer les compétences adaptatives d'un individu. Ces compétences font
référence a la capacité d'une personne a s'adapter et a fonctionner efficacement dans son
environnement quotidien. Ce test se présente sous forme d’entretien semi-structuré mené avec un
parent, un soignant ou un professionnel proche de l'individu évalué. Le Vineland dans sa version
actualisée (Vineland Ill) évalue 4 domaines: la communication, la sociabilisation, I'autonomie

guotidienne et la compétences motrices (fines et globales) (Sparrow et al., 2016).

Ainsi ces différents tests évaluent différents aspects des trouble TSA et sont complémentaires entre
eux. Par exemple, I'ADI-R est couramment utilisé en conjonction avec I'ADOS pour fournir une
évaluation globale des troubles TSA d’un individu et constituent des standards cliniques pour

I'identification des enfants (ou adultes) atteints d’autisme (Mazefsky et al., 2013).

4, Prévalence des TSA

a- Prévalence dans le monde

La prévalence mondiale des TSA est en constante augmentation. L’Organisation Mondiale de
la Santé (OMS) rapporte que le comportement d’1 personne sur 100 est sur le spectre autistique
(Zeidan et al., 2022). Ce chiffre était de 1 personne sur 160 en 2012 (Elsabbagh et al., 2012). En France,
la Haute Autorité de santé (HAS) estime que les TSA concernent entre 0.9% et 1.2% des naissances. Ce
chiffre est sensiblement le méme pour le reste de I'Europe (Zeidan et al., 2022). Aux Etats-Unis, la
prévalence est plus importante que la moyenne mondiale et est aussi en constante augmentation
affectant 1 enfant sur 150 en 2000, puis 1/88 en 2008 et 1/69 en 2012. En 2023, les chiffres officiels
du Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estiment qu’1l enfant agé de moins de 8 ans sur
36 présente un TSA (Maenner et al., 2023). Ce chiffre atteint 1 enfant sur 22 (4.49 %) en Californie
(CDC).

L'augmentation de la prévalence mondiale des TSA semble en grande partie expliquée par les
changements dans les critéres diagnostiques (DSM-V et introduction du « spectre autistique »), le
développement d’outils diagnostiques standardisés et de plus en plus performants face a la diversité
des TSA ainsi qu’une plus grande sensibilisation du public a I'autisme permettant une reconnaissance

et une identification plus précoce des symptomes par les parents ou enseignants (Fombonne, 2023).
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b- Point sur le diagnostic aux Etats-Unis

La prévalence particulierement élevée de I'autisme aux Etats-Unis par rapport a I'Europe
pourrait s’expliquer par une politique de dépistage précoce des TSA. En effet, les bénéfices d’'un
diagnostic et d’'une prise en charge précoces des TSA sont soutenus par plusieurs études montrant des
améliorations significatives des fonctions cognitives, linguistiques et socio-émotionnelles chez les
enfants avec TSA (Vivanti et al., 2014, Hyman et al., 2020). Ainsi, la American Academy of Pediatrics
préconise un dépistage systématique chez les jeunes enfants, a 18 et 24 mois (CDC) et des 9 mois par
le National Center on Birth Defects and Developmental Disabilities. Ces dépistages utilisent des outils
diagnostiques adaptés comme le Modified Checklist for Autism in Toddlers (M-CHAT) (Okoye et al.,
2023 ; Fombonne, 2023).

Si le dépistage précoce montre en général une bonne stabilité, avec 95% de maintien du
diagnostic TSA apres 1 an (Pierce et al., 2019), d’autres études montrent une stabilité plus faible apres
une plus longue période post-diagnostic, avec entre 17-32 % des enfants qui ne remplissaient plus les
critéres TSA, 2 ans post-diagnostic (Sutera et al., 2007 ; Turner & Stone, 2007) et 37% 4 ans post-
diagnostic (Harstad et al., 2023). Ces chiffres laissent apercevoir une possibilité de faux positifs sur le
long terme avec des diagnostics qui changent avec le temps (s’améliorant ou évoluant vers d’autres
diagnostics). Dans son éditorial, Fombonne alerte sur « I'industrialisation » du diagnostic, rappelant,
comme Bishop et Lord avant lui, que le diagnostic TSA est un « processus » qui doit suivre I'enfant,
rester flexible et ne doit pas étre réduit a un score ADOS (Fombonne, 2023 ; Bishop & Lord, 2023).

Il est important de noter qu’aux Etats-Unis, un diagnostic d'autisme peut ouvrir la porte a des
services spécialisés, des soutiens éducatifs et a d'autres ressources, incitant certains parents et
éducateurs a rechercher activement un diagnostic TSA pour permettre une meilleure prise en charge

des soins de I'enfant (Fombonne, 2023).

Enfin, la part des facteurs environnementaux dans I'augmentation de la prévalence mondiale
et particulierement aux USA n’est pas a exclure, méme si la nature et I'importance de cette part restent

encore méconnues (cf. partie sur I'étiologie des TSA).

c- Populations a risque de sous-diagnostic

Certaines populations sont a risque de sous-diagnostic de I’autisme, en particulier a cause de
leur origine ethnique et de leur statut socio-économique. Les individus issus de ces milieux ont
tendance a obtenir un diagnostic de TSA plus tardivement que ceux des populations blanches et
économiquement privilégiées (Begeer et al., 2009 ; Lord et al., 2018). Toutefois, cet écart semble
s'atténuer aux Etats-Unis, selon les derniéres données du recensement du CDC de 2023, avec pour la
premiere fois, plus d’enfants non-blancs diagnostiqués, inversant la tendance des différences de

prévalence de I'autisme en fonction de la race et de I'ethnie observées par le passé (Maenner et al.,
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2023). Les adultes non diagnostiqués durant leur enfance ainsi que les femmes présentent également

un risque accru de sous-diagnostic (Lai, 2014; Lai & Baron-Cohen, 2015).

5. Le sexe ratio dans les TSA

a- Un sexe ratio différent en fonction de la sévérité de I'autisme

Il me semble important de décrire avec un peu plus de précision le sexe-ratio atypique de
I'autisme et les différentes hypothéses actuelles pouvant expliquer une telle différence. En effet, dés
les premiéres études, I'autisme est majoritairement décrit chez les garcons plus que chez les filles. Ce
ratio, stabilisé a 4 ou 3 garcons pour 1 fille (Loomes et al., 2017), n'est cependant pas le méme en
fonction de la sévérité et des comorbidités associées. Le sexe-ratio diminue d’autant plus les
symptomes autistiques sont séveres ou qu’ils sont accompagnés d'une déficience intellectuelle (alors,
2 garcons pour 1 fille) (Dworzynski et al., 2012 ; Zeidan et al., 2022). De la méme maniére, les garcons
sont beaucoup plus diagnostiqués avec un autisme de haut niveau (a haut potentiel intellectuel) que
les filles (ratio 6/1) (Fombonne, 2009). Ces différences pourraient s’expliquer notamment par 2
hypotheses. La premiére est sociétale : les femmes aux TSA « légers » et a haut potentiel passeraient
plus facilement sous le radar grace a de meilleures capacités de compensation et de camouflage aux
yeux de la société que les gargons (Loomes et al., 2017). La deuxiéme hypothése est biologique et
suggere |'existence d'une protection féminine intrinséque contre le développement des troubles

autistiques, c'est la « female umbrella theory ».

b- The female umbrella theory

Cette théorie suggere que les femmes possédent des mécanismes biologiques ou génétiques
qui les protegent davantage contre I'autisme, et de maniere plus générale, contre le développement
de troubles neurodéveloppementaux qui affectent aussi plus les hommes que les femmes (Bolte et al.,
2023). Siles mécanismes biologiques sous-jacents sont encore mal compris, cette théorie est appuyée
par les récents apports de la génétique observant chez les femmes avec TSA, un nombre accru de
mutations génétiques associées a I'autisme (mutational load), dont des mutations a plus fort taux de
pénétration (Dougherty et al., 2022) que chez les hommes avec TSA (Jacquemont et al., 2014 ; Zhang
et al., 2020, Satterstrom et al., 2020). Ainsi, les individus de sexe féminin pourraient nécessiter une
plus grande accumulation de variations génétiques ou mutations associées a |'autisme pour manifester

des TSA comparé aux individus de sexe masculin (Fig. 11).

Une autre théorie expliquant la « protection » féminine a I'autisme se base sur le deuxiéme
chromosome X possédé par les femmes (Baron-Cohen et al., 2011). En effet, un trés grand nombre de
génes exprimés dans le cerveau sont portés par le chromosome X (Nguyen & Disteche, 2006). Les
hommes, ne possédant qu'une seule copie de ce chromosome, sont davantage a risque de développer

un trouble neurodéveloppemental en cas de mutation génétique, comme c'est le cas pour le syndrome
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de I'X fragile qui affecte majoritairement les hommes (Bailey et al., 2008). Cependant, malgré ces
théories, il ne faut pas exclure la possibilité que les outils diagnostiques actuels soient défaillant a
détecter un autisme féminin, qui pourrait s'exprimer différemment de I'autisme masculin sur lequel

les outils diagnostiques et le DSM-V ont traditionnellement été calibrés (Baron-Cohen et al., 2011).

J Q@

Facteurs protecteurs
féminins (ex: 22™ Chr X)

Susceptibilité
génétigue minimale

|
I
I
|
I
en fonction du sexe \ |

Proportion de la population
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masculins (ex: 1 Chr X)

Susceptibilité génétique a I'autisme

Figure 11 : Susceptibilité a I'autisme entre les femmes et les hommes. A : Courbe de la susceptibilité génétique
a l'autisme dans une population. Les seuils de diagnostic sont représentés en bleu pour les hommes et en rouge
pour les femmes. Le seuil féminin est décalé vers la droite. Une charge plus importante de facteurs de
susceptibilité serait nécessaire pour déclencher 'autisme chez les individus féminins. Ce modeéle pourrait
expliquer le sexe ratio de 4 :1 (H/F) dans les TSA. Traduit de Dougherty et al., 2022.

Il. Etiologie des TSA

L'étiologie de I'autisme est complexe. En effet, les TSA sont multifactoriels, influencés par une
combinaison d'éléments génétiques, environnementaux et épigénétiques. En pratique, la grande
majorité des cas d’autisme n’a pas de causes spécifiques identifiées (autisme dit idiopathique, estimé

a 85% des cas d’autisme) (Casanova et al., 2020).

1. Causes génétiques

a- L’héritabilité des TSA

La part de la génétique dans I'autisme avait déja été, sans le savoir, abordée par Léo Kanner

lorsqu’il qualifiait « d’innés » les troubles autistiques chez ses enfants (Harris, 2018). La part exacte de
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la génétique dans l'autisme est trés difficile a déterminer. Cependant, I'étude génétique de cohortes
d’autisme familial et de jumeaux mono- ou di-zygotes nous permettent d’estimer I’héritabilité de
I"autisme entre 50 et 80% (Sandin et al., 2014, Bai et al., 2019). Autrement dit, 50 a 80% de la variabilité
dans le risque de TSA peut étre attribuée a des facteurs génétiques, faisant de I'autisme le trouble
neurodéveloppemental avec I’héritabilité la plus haute (Genovese & Butler, 2023). Ainsi, un enfant né
dans une famille ayant un ainé avec TSA, a 20% de risque en plus de développer un TSA par rapport a
la population neurotypique (Ozonoff et al., 2011). Chez les jumeaux monozygotes et dizygotes,
I’héritabilité est estimée, respectivement, a 90% et 53% (Tick et al., 2016) avec une part plus ou moins

importante de I'environnement partagé (Hallmayer et al., 2001).

Malgré cette forte héritabilité, les anomalies génétiques responsables des TSA sont encore
largement inconnues et trés hétérogenes. La grande majorité des individus avec TSA ne sont pas
rattachés a une mutation précise. On estime que 50% des facteurs de risque génétiques de I'autisme
sont constitués de variants communément retrouvés dans la population dont les effets s’additionnent
(modéle multi-hit) (Fig. 12) (Gaugler et al., 2014). Seulement 5 a 10% des facteurs de risques
génétiques sont estimés découler de rares variants identifiés (Fig. 12) (Ramaswami & Geschwind,
2018). Parmi ces rares variants, on retrouve deux grands types d’anomalies génétiques, les anomalies
de nombre de copies (CNVs pour « Copy number variations ») et les polymorphismes de nucléotides
simples (SNPs, pour « Single Nucleotide Polymorphisms »). Ces variants peuvent étre hérités des

parents ou apparaitre spontanément durant la méiose (de novo) (Choi & An, 2021).

b- Les CNVs

Les CNVs, sont des variations de la structure du génome qui engendrent des copies
supplémentaires ou manquantes de segments d'ADN. Ces variations peuvent couvrir un ou plusieurs
geénes et ainsi impacter leur fonctionnement (Thapar & Rutter, 2021). De nombreux CNVs sont associés
a l'autisme. Cependant, la plupart de ces CNVs présentent des effets pléiotropes et sont liés a un profil
clinique sévere. Dans ce profil, I'autisme n'est qu'une partie des symptémes observés (Thapar & Rutter,
2021).

Les CNVs associés a un risque accru de développer des TSA les plus connus affectent les régions
chromosomiques 16p11.2, 15q11-q13, 1g21.1, et 22q11.2 (Sanders et al. 2015) (Fig.12). Les
duplications et délétions de la région 16p11.2 sont les CNVs les plus couramment retrouvés dans les
TSA et comptent pour respectivement 0.24% et 0.31% des cas d’autisme (Ramaswami & Geschwind,

2018), associés a des retards de développement, et des difficultés d'apprentissage (Fetit et al., 2020).

Les CNVs des régions 15q11-q13 représentent 0,41% des cas de TSA (Ramaswami &
Geschwind, 2018) et sont associés aux syndromes de Prader-Willi, le syndrome d’Angelman ou le
syndrome de la duplication 15q11-q13 (15q11-q13 duplication syndrome) entrainant notamment des
retards développementaux et des troubles comportementaux (Kalsner & Chamberlain, 2015). Des

CNVs dans larégion 1g21.1 sont retrouvés chez environ 0,25% des cas d’autisme (Szatmari et al., 2007).
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Enfin, la délétion de la région 22g11.2 est plus rare et associée au syndrome de DiGeorge dont 15-50%

des patients présentent des TSA (Ousley et al., 2017).

SHANK3, CHDS,
SCN2A, SEMASA

Rares variants génétiques (SNPs, CNVs) ‘ :> lepiiz

15q11-q13
1q21.1
22q11.2

Variants génétiques
communément retrouvés
dans la population Environnement
(modele multi-hit) (% réel inconnu et variable)

Facteurs de
susceptibilité
aux TSA

Variants génétiques
inconnus

Figure 12 : Représentation simplifiée des différents facteurs de susceptibilité a I'autisme. Les pourcentages
affichés représentent les estimations de la littérature scientifique et peuvent varier en fonctions des études.
*La part de I'environnement est représentée suivant les données sur I’héritabilité de I'autisme mais sa
contribution réelle aux TSA est inconnue et tres variable. SNPs : Single Nucleotide Polymorphisms, CNVs : Copy
Number Variants. Composition originale a partir de Ramaswami & Geschwind, 2018, Gaugler et al., 2014 et
Bai et al., 2019

c- Les SNPs

Les SNPs sont des variations d'une seule paire de bases dans la séquence d’un gene pouvant
impacter la fonction du gene. Leur étude dans des cohortes a grande échelle par des techniques
d’association pangénomique (GWAS pour Genome-Wide Association Study) permet d’identifier des
génes potentiellement impliqués dans |'étiologie des TSA. La base de données SFARI Gene (Simons
Foundation Autism Research Initiative Gene) (SFARI Gene, https://gene.sfari.org/) répertorie 1140
génes plus ou moins fortement associés au développement de I'autisme. Parmi ces génes, se trouve
SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3) impliqué dans le transport post-synaptique et
dont I'altération est responsable du syndrome de Phelan-McDermid, fréquemment associé a I'autisme
(Durand et al., 2007 ; Phelan & McDermid., 2012). Des variants dans le gene CHD8 (chromodomain
helicase DNA binding protein 8), impliqué dans le remodelage de la chromatine, ont été également
fortement associés aux TSA (O’Roak et al., 2012a ; O’Roak et al., 2012b).
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D’autres génes de la connectivité neuronale sont retrouvés impliqués dans I'autisme comme
le géne SCN2A codant le canal sodique voltage dépendant Nayl1.2 (Weiss et al., 2003 ; lossifov et al.
2015) et le géne SEMASA, codant pour la sémaphorine 5A, une protéine impliquée dans le guidage

axonal et la synaptogénese (Weiss et al., 2009 ; Mosca-Boidron et al., 2016, Duan et al., 2014).

Enfin, une partie des SNPs impliqués dans I'autisme impacte des régions non codantes du
génome, pouvant affecter la régulation génétique (Golovina et al., 2021), ajoutant une couche de

complexité sur |'étiologie des TSA.

De maniere générale, les études a grande échelle des différents variants observés dans
I"autisme permettent de dresser un portrait fonctionnel des génes impliqués dans I'autisme. Ces geénes
sont ceux impliqués dans la régulation de I'expression génique, incluant les régulateurs de la
chromatine et les facteurs de transcription, et ceux impliqués dans la communication neuronale,

incluant la fonction synaptique (De Rubeis et al., 2014, Satterstrom et al., 2020).

d- L'autisme syndromique

Une partie de l'origine génétique de l'autisme provient de syndromes génétiques bien
identifiés dont l'autisme constitue alors une comorbidité fréquemment associée. Cette forme
d’autisme est appelée autisme syndromique. On y retrouve notamment la trisomie 21, avec 16-18%
des individus présentant un diagnostic TSA (Richards et al., 2015, Spinazzi et al., 2023) et le syndrome
de I'’X fragile, affectant 0.14% de la population male (Hunter et al., 2014) et dont 30% a 60% des
patients présentent un diagnostic TSA (Harris et al., 2008 ; McDuffie et al., 2015). Le syndrome de I’X
fragile est la premiére cause génétique d’autisme impliquant un seul géne (Marlborough et al., 2021).
Enfin, malgré son retrait du DSM-V, le syndrome de Rett est, dans environ 17 a 58% des cas, associé a
un diagnostic TSA, ce qui en fait un syndrome restant étroitement lié a I'autisme (Young et al., 2008 ;
Woulffaert et al., 2009).

2. Les causes environnementales

a- Age parental

Un age parental avancé (notamment I'age paternel) joue un réle significatif dans l'incidence
de l'autisme chez le nouveau-né (Karimi et al.,, 2017). Dans une étude par méta-analyse, Wu et

collaborateurs ont démontré que chaque augmentation de 10 ans de I'age maternel et paternel accroit

61



Etude Bibliographique — Chapitre 2 : Les TSA

le risque de TSA chez la descendance de 18 % et 21 % respectivement (Wu et al., 2016). L'explication
probable de ce phénomene serait la formation de mutations de novo ainsi que des modifications de la
méthylation de I'ADN dans les cellules germinales pouvant alors contribuer au développement des TSA
(Reichenberg et al., 2006).

b- Facteurs de risque maternels

- Syndrome métabolique maternel : Le syndrome métabolique regroupe un ensemble
d'atteintes physiologiques comprenant I'obésité, I'hypertension et le diabéte. Un syndrome
métabolique chez la meére pendant la grossesse est associé a un risque accru de troubles
neurodéveloppementaux chez la descendance dont les TSA (Krakowiak et al., 2012). De facon plus
précise, I'obésité maternelle ainsi qu’une forte prise de poids durant la grossesse augmentent le risque
de TSA chez la descendance (Gardner et al., 2015 ; Wang et al., 2016). Par ailleurs, un diagnostic
maternel préexistant de diabéete de type Il et le développement du diabéte gestationnel pendant Ia
grossesse sont associés a un risque accru de développement de TSA chez la descendance (Xiang et al.,
2015).

- Infection ou activation immunitaire : Lee et collaborateurs ont réalisé une étude a trés
grande échelle (plus de 2 millions d'individus dont 24 000 personnes avec TSA) et ont montré que la
présence d’une infection maternelle survenue durant la grossesse et ayant nécessité une
hospitalisation augmente de 30% le risque d’apparition de TSA chez la descendance (Lee et al., 2015).
Dans leur étude par méta-analyse, Jiang et collaborateurs confirment I'association positive entre
infection maternelle pendant la grossesse et autisme, le risque étant plus grand pour les infections

ayant nécessité une hospitalisation (Jiang et al., 2016).

c- Environnement feetal

- Exposition a I'alcool : Le lien entre consommation d’alcool pendant la grossesse et troubles
neurodéveloppementaux est bien démontré (Mattson & Riley, 1998). Cependant, son association avec
le développement de I'autisme n'est, é&tonnamment, pas si marquée. Plusieurs études rétrospectives
ne montrent pas d’association entre la consommation modérée d’alcool par les méres et le diagnostic
TSA de I'enfant (Visser et al., 2012 ; Singer et al., 2017). Ces études, basées sur les auto-questionnaires
des meres, n'excluent pas un possible biais lié a la véracité des réponses chez les meres dont I'enfant
est atteint de TSA. Toutefois, le syndrome d'alcoolisation foetale, un trouble développemental di a
une forte consommation d’alcool durant la grossesse, est associé aux TSA chez 2,3% (Green et al.,
2009) a 9% (Landgren et al., 2010) des cas.

- Médication : La prise de médicament pendant la grossesse peut augmenter les risques de
développer des TSA. L'exemple le plus connu et caractérisé est celui de I'exposition in utero a 'acide

valproique (valproate, VPA ou Dépakine sous son nom commercial). Cet anticonvulsif prescrit aux
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meres épileptiques est un tératogene dont la prise durant la grossesse est fortement associée a des
troubles développementaux et en particulier de I'autisme chez la descendance (Bromley et al., 2013 ;
Christensen et al., 2013 ; Gentil, 2014).

- Etat nutritionnel maternel : L’état nutritionnel de la mere pendant la grossesse impacte le
développement de I'enfant. Ainsi, un intervalle court entre deux grossesses peut appauvrir la mére en
nutriments et associer la deuxieme grossesse a un risque accru de TSA (Conde-Agudelo et al., 2016).
De laméme maniére, des déficits en fer ou en acide folique (folate) durant la grossesse ont été associés
respectivement a un risque accru de développer de I'autisme (Wiegersma et al., 2019) et des troubles
neurodéveloppementaux (Blom, 2009). La supplémentation en acide folique durant la grossesse réduit
le risque de TSA (Surén et al., 2013 ; Pugsley et al., 2022) et il est d’ailleurs maintenant assez courant
pour les femmes enceintes de se supplémenter légérement en acide folique tout au long de leur

grossesse.
d- Autres

- L'immigration maternelle : Dans une revue systématique portant sur l'association entre
I'immigration maternelle et le risque de TSA, Crafa et Varfa ont montré des taux plus élevés de TSA
chez les enfants de méres immigrantes (2,69%) par rapport a ceux des enfants de méres non migrantes
(0,91%), a I'exception des enfants nés de meres migrantes hispaniques qui avaient des taux plus bas
de TSA (Crafa & Varfa, 2015). Ce risque plus élevé pourrait potentiellement étre di a des modifications
épigénétiques résultant des facteurs de stress associés a I'expérience de I'immigration (Crafa & Varfa,
2015).

- Les vaccins ? : Pour conclure cette partie, il me semble important de rappeler ici que les

vaccins ne sont pas considérés comme un facteur de risque pour |'autisme.

Cette idée provient d’'une étude menée par I'(ex) Dr. Andrew Wakefield et publiée en 1998
dans The Lancet. Cette étude suggérait un lien possible entre le vaccin ROR (rougeole, oreillons,
rubéole) et I'apparition de I'autisme chez les enfants (Wakefield et al., 1998 RETRACTED). Cependant,
des problémes concernant la méthodologie et les conflits d'intéréts de Wakefield sont rapidement
apparus. Aprés une enquéte approfondie, il a été découvert que Wakefield avait manipulé des données
et avait des intéréts financiers non déclarés (Deer, 2011). En 2010, le General Medical Council du
Royaume-Uni a jugé Wakefield « malhonnéte, non-éthique et inhumain ». Il est alors radié du registre
médical britannique et son étude retirée. Réfugié actuellement au Texas, A. Wakefield continue
d’alimenter la peur des vaccins par de tres nombreuses conférences, livres et méme films. Son étude,
pendant les 13 ans durant lesquels elle fut en circulation, a fait, et continue de faire, d'immenses
dégats a la couverture vaccinale du ROR, notamment aux Etats-Unis et au Royaume-Uni (Smith et al.,
2008). En 2017, la plus grande épidémie de rougeole aux Etats-Unis depuis des décennies a eu lieu
dans la communauté Somalienne du Minnesota, ou la couverture vaccinale était tombée a 42% en
2016, directement liée aux fausses informations sur le lien entre ROR et autisme qui circulaient dans
cette communauté (Banerjee et al., 2020). Aujourd’hui, de nombreuses études ont montré une

absence de lien entre le vaccin ROR et le développement de I'autisme (Taylor et al., 2014 ; Hviid et al.,
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2019) mais la controverse d'Andrew Wakefield reste un exemple sur la maniere dont une information
faussée et frauduleuse peut avoir des conséquences graves sur la santé publique, et persistante malgré

sa réfutation.

3. L'épigénétique

Récemment, un intérét grandissant est porté sur le réle possible d’altérations épigénétiques
dans I'étiologie de certains troubles neurodéveloppementaux et notamment dans les TSA (Levy et al.,
2022). En effet, a l'instar de CHDS, certains genes de susceptibilité a I'autisme, jouent un réle dans des
mécanismes épigénétiques, comme MECP2, géne derriére le syndrome de Rett dont la protéine
MeCP2 se lie a 'ADN méthylé et agit comme régulateurs de transcription (Yasui et al., 2007). Par
ailleurs, des profils de méthylation de I’ADN différents ont été observés entre des individus TSA et
contréles (Wong et al., 2013). En 2019, Zhu et collaborateurs ont identifié, dans des échantillons de
placentas d'enfants avec TSA, 400 régions génomiques différemment méthylées (par rapport au
placenta d’enfants neurotypiques), affectant des genes liés au développement neuronal (Zhu et al.,
2019). Encore mal comprise et a ses débuts, I’étude de I'épigénétique dans I'autisme est un champ de
recherche prometteur et permettrait de mieux décrypter I'influence de I’environnement dans les TSA
(Masini et al., 2020).

[ll. Les modeéles animaux des TSA

L'identification des différentes causes des TSA a permis de mettre au point des modéles
animaux d’autisme aujourd’hui couramment utilisés pour élucider les différents aspects
physiopathologiques des TSA. Ces modeles sont pour la grande majorité des modeles murins ou de
poisson zebres, mais d’autres modeles utilisant d’autres espéces animales existent (drosophiles, chien,
oiseaux) (Li et al., 2021). La modélisation de I'autisme chez I'animal doit récapituler les symptémes
principaux de I'autisme, et notamment les déficits dans les interactions sociales, et les comportements
stéréotypés. Cette partie du manuscrit présente brievement les modeles les plus couramment utilisés

dans la recherche sur 'autisme.

1. Les modeles génétiques

Chez ces modeles, on retrouve des animaux (principalement souris ou poissons-zeébres)

invalidés pour des genes fortement associés aux TSA, comme CHD8 et SHANK3 (Bernier et al., 2014 ;
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Katayama et al., 2016 ; Peca et al., 2011 ; James et al., 2019). Il existe plusieurs modéles murins KO
pour le gene SHANK3, présentant des sévérités de phénotype différents en fonction de la localisation
de la mutation sur le géne. Par exemple, les souris invalidées au niveau de la région PDZ du gene ont
des phénotypes nettement plus graves, notamment un auto-toilettage spontané intense
(comportements stéréotypés) conduisant a des Iésions cutanées (Fig. 13A, B), ainsi qu’une altération
de la sociabilité associée a des altérations de transmission synaptique (Peca et al., 2011). Le géne
SHANK3 est un trés bon exemple de la variabilité de phénotypes possibles en fonction de la localisation

de la mutation, variabilité que I'on retrouve aussi chez les humains (Crawley et al., 2012).

Shank3B KO 30+ ke Figure 13 (A). VisualisatiAon des
comportements de toilettage extrémement

- ! S 254 exacerbés chez les souris invalidées pour le
gene de susceptibilité a I'autisme Shank3.

204 Le toilettage excessif crée des lésions

—_ cutanées chez la souris. (B) Représentation

graphique du temps consacré au toilettage
chez ces souris (KO) par rapport au contrdle

% of time grooming (2 hrs) o
>

104 (WT). Tiré de Peca et al., 2011.
5+
3o
3 WT KO
2. Les modéles environnementaux

Le modele environnemental le plus utilisé est basé sur I'exposition pré- ou péri-natale de
souriceaux a l’acide valproique (VPA), conduisant a des troubles neurodéveloppementaux et a des
déficits sociaux et des comportements répétitifs chez les petits (Gandal et al., 2010 ; Kim et al., 2013).
Ce modele d’exposition au VPA est aussi transférable a des modeéles de poisson-zebre. Les poissons
exposés au VPA au stade larvaire présentent des altérations sociales, de I’hyperactivité et une
augmentation de I'anxiété. Cependant, I'exposition au VPA reste trés dommageable pour les larves et

doit étre réalisée a des concentrations et suivant un timing précis (Joseph et al., 2022).

Un autre modele se base sur le risque que provoque I'obésité maternelle avec un modele
d’alimentation riche en graisse chez les souris gestantes (Maternal High Fat Diet ou MHFD avec 40 a
60% de I'apport énergétique provenant des graisses) (Urbonaite et al., 2022), conduisant chez la
descendance a des troubles neurodéveloppementaux associés a des déficits sociaux. Les mécanismes
derriere les altérations neurodéveloppementales de la MHFD ne sont pas encore bien compris mais
pourraient découler du stress inflammatoire causé par ce régime (Duan et al., 2018 ; Urbonaite et al.,
2022).
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Restant dans le contexte inflammatoire, un modeéle d’activation immunitaire maternelle
(Maternal Immune Activation ou MIA) par inoculation d’'un mimétique viral (ex : poly(l:C) pour
polyinosinic-polycytidylic acid) ou de LPS pendant la période de gestation, permet également d’induire
chez la descendance des déficits sociaux et une augmentation des comportements stéréotypés comme
le toilettage (Patterson, 2011 ; Malkova et al., 2012).

3. Les modeles d’autisme syndromique et idiopathique

a- Modeéles d’autisme syndromique

Chez les modeles d’autisme syndromique, on retrouve des modeéles murins invalidés pour les
génes Mecp2 et Fmrl modélisant respectivement le syndrome de Rett et le syndrome de I’X fragile,
deux pathologies génétiques fortement associées a I'autisme. Ces modeles présentent tous deux des
déficits sociaux et des stéréotypies exacerbées (Bhattacharya et al., 2012 ; Zang et al., 2009 ; Guy et
al., 2007 ; Moretti et al., 2005).

b- Modele d’autisme idiopathique

Des modeles d’autisme idiopathique (soit des modeéles dont la cause des caractéristiques
autistiques n'est pas identifiée) ont été obtenus chez des lignées consanguines de rongeurs exprimant
des traits phénotypiques pertinents pour l'autisme. La lignée la plus fréquemment utilisée est la lignée
de souris BTBR T+tf/J (Black and Tan BRachyury, nom faisant référence a leur apparence). Ces souris
présentent des déficits dans des domaines tels que l'interaction sociale, le jeu, la communication
sociale (vocalisation) et le toilettage, ainsi que des comportements répétitifs (MacFarlane et al., 2008
; Yang et al., 2007 ; Ergaz et al., 2016). Cette lignée murine présente un grand nombre de variations
génétiques dont la contribution aux phénotypes autistiques n’est pas clairement identifiée
(MacFarlane et al., 2008), faisant de la souris BTBR un modéle non seulement phénotypiquement
robuste, mais aussi étiologiguement représentatif de la majorité des cas d’autisme chez les humains

(« multi-hit » avec variants génétiques inconnus).

IV. Les atteintes centrales et les comorbidités psychiatriques associées a I'autisme

Méme si les TSA sont officiellement définis par une liste précise de symptémes comportementaux,
des atteintes centrales accompagnées d'une grande diversité de comorbidités psychiatriques et

digestives sont observées chez les individus TSA.
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1. Les atteintes centrales observées dans les TSA

L'étude fonctionnelle par imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf) du cerveau
des individus avec autisme montre un certain nombre de différences anatomo-fonctionnelles. Ainsi,
Carlisi et collaborateurs montrent, par IRMf, une réduction de la substance grise au niveau du cervelet,
de I'hippocampe, de I'amygdale, et du lobe pariétal, accompagnée d'une augmentation du volume de
la substance grise dans les régions frontales, striatales et temporales (Carlisi et al., 2017). De plus,
Anderson et collaborateurs indiquent une réduction du volume du corps calleux chez des individus
hommes adultes présentant un autisme de haut niveau comparé a des hommes adultes neurotypiques
(Anderson et al., 2011). Dans une autre étude, Riddle et collaborateurs montrent une augmentation
légére du volume total du cerveau d’enfants avec TSA par rapport aux controles, due a un
élargissement du volume de la substance grise sans spécificité de régions cérébrales (Riddle et al.,
2017). De plus, Holiga et collaborateurs indiquent des altérations de la connectivité cérébrales,
incluant des régions cérébrales avec hypoconnectivité, telles que les régions sensori-motrices, et avec

hyperconnectivité au niveau des cortex pariétaux et frontaux des individus TSA (Holiga et al., 2019).

Il reste cependant tres difficile de dresser une anatomie corticale type de I'autisme en raison

de la trés forte hétérogénéité du spectre autistique et de la grande diversité de son étiologie.

De maniere intéressante, des atteintes anatomiques cérébrales sont également observées chez
certains modéles animaux des TSA. Nous pouvons citer en exemple les souris BTBR qui présentent une
absence de corps calleux et une réduction de la taille de la commissure hippocampique, reliant les
deux moitiés de I’hippocampe (Wahlsten et al., 2003). De méme, les souris porteuses d’altérations du
nombre de copies dans la région 16p11.2, fortement associée a I'autisme, présentent des altérations
structurelles et volumiques de certaines régions neuroanatomiques (Kretz et al., 2023 ; Horev et al.,
2011).

2. Les comorbidités psychiatriques et neurologiques

Dans les TSA, de nombreuses comorbidités comportementales ou neurodéveloppementales,
différentes des 5 criteres diagnostiques des TSA décrits en début de ce chapitre, sont observées. Ces
comorbidités renforcent la sévérité du phénotype chez les individus TSA et constituent un challenge

dans la prise en charge des patients.

On retrouve ainsi une déficience intellectuelle chez environ 45% des patients, un déficit de
I’attention et troubles de I'hyperactivité (ADHD) chez 28 a 44% des cas ou bien des tics (troubles
involontaires compulsifs) chez 14-38% des individus. L’anxiété constitue aussi une part trés importante
des comorbidités psychiatriques de I'autisme puisque 42 a 56% des individus TSA en souffrent. Cette
anxiété semble toucher tous les groupes d’age et peut étre dirigée vers des situations sociales (13-

29%) ou bien étre généralisée (13-22%) (Lai et al., 2014). Les troubles du comportement alimentaire
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et des préférences ou aversions de nourriture sont aussi reconnus dans I'autisme (Mari-Bauset et al.,
2014).

Des troubles neuropsychiatriques comme des troubles du spectre schizophrénique, touchent
entre 0 et 34.8% des individus TSA en fonction des études (Chisholm et al., 2015). Des troubles
neurologiques comme I'épilepsie sont aussi trés fréquemment liés a I'autisme, étant retrouvés chez 5
a 40% des individus (Tuchman & Rapin, 2002),

V. Les atteintes entériques et digestives associées a I'autisme

D'autres comorbidités physiologiques sont aussi retrouvées et occupent une place prépondérante

dans I'autisme, dont notamment des troubles gastrointestinaux.

1. Les troubles gastrointestinaux associés a I'autisme

Les troubles gastrointestinaux (Gl) chroniques constituent I'une des comorbidités les plus
communes de l'autisme. En effet, selon les études, entre 4.2% a 96.8% des individus avec TSA
présentent des atteintes digestives (Holingue et al., 2018), avec une moyenne de la littérature se
situant autour des 50-70% (Gan et al., 2023 ; Lai et al., 2014). Dans une étude par méta-analyse portant
sur un total de 4 723 enfants avec TSA, 55% des individus présentaient des troubles Gl (comparé a 26%
chez les enfants contréles) avec pour les atteintes les plus fréquemment observées : la constipation
(25%), les douleurs abdominales (22%), la diarrhée et la nausée (22 et 20%) et enfin les ballonnements
(11%). L'occurrence élevée de ces troubles dans I'autisme est retrouvée dans de nombreuses autres

études (Kang et al., 2017 ; Ferguson et al., 2019 ; Restrepo et al., 2020 ; Reynolds et al., 2021).

Les patients présentant des troubles Gl ont tendance a montrer un retrait social plus marqué
et une exacerbation d'autres troubles comportementaux, tels que l'irritabilité et des troubles du
sommeil (Madra et al., 2020 ; Restrepo et al., 2020, Chaidez et al., 2014). De plus, une corrélation
semble exister entre la sévérité de ces troubles Gl et la sévérité des symptomes comportementaux de
I'autisme (Adams et al., 2011 ; Reynolds et al., 2021).

Ainsi, la détresse gastro-intestinale ressentie par les enfants atteints de TSA pourrait jouer un
role significatif dans les problémes comportementaux associés a I'autisme (Madra et al., 2020). Cette
comorbidité est d’autant plus importante qu’elle peut aisément passer inapercue, camouflée par les
autres symptomes de I'autisme ou mal expliquée par les patients (individus non verbaux et difficulté

a communiquer).
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Une hypotheése visant a expliquer la prévalence de telles atteintes digestives s'appuie sur les
troubles psychiatriques et comportementaux associés aux TSA. En effet, les troubles du comportement
alimentaire et les spécificités alimentaires, dues a des préférences sensorielles pour certains aliments
en particulier ("picky eaters"), sont couramment retrouvés chez les individus avec autisme (lbrahim et
al., 2009). Ainsi, les enfants avec autisme seraient plus enclins a subir des carences en protéines et en
vitamines (Esteban-Figuerola et al., 2019). Cependant, une étude de 2019 menée sur 120 enfants avec
autisme par Ferguson et collaborateurs conclut a une absence de lien entre les spécificités alimentaires

et les apports nutritionnels et les troubles Gl observés (Ferguson et al., 2019).

2. Atteintes de la physiologie digestive

a- Modification de la perméabilité intestinale

Des anomalies de la perméabilité intestinale sont signalées chez les individus avec autisme. En
effet, plusieurs études montrent une augmentation de la perméabilité intestinale chez des enfants
avec TSA (de Magistris et al., 2010 ; D’Eufemia et al., 1996 ; Boukthir et al., 2010). La perméabilité
intestinale est évaluée par le test lactulose/mannitol basé sur la mesure du taux de ces deux sucres
dans les urines apres ingestion a jeun. Le lactulose, un disaccharide volumineux, franchit difficilement
la barriere épithéliale intestinale (BEI), contrairement au mannitol, un petit monosaccharide qui la
traverse aisément par la voie transcellulaire. Un ratio lactulose/mannitol élevé indiquant une
perméabilité accrue de l'intestin a été retrouvé dans les études sur les patients TSA. De plus, la
zonuline, une protéine associée a la régulation de la perméabilité intestinale, a été observée a des taux
sanguin anormalement élevés chez les sujets TSA présentant des troubles Gl comparativement a une
population contréle. De maniére intéressante, ces taux de zonuline sanguin étaient corrélés avec la
sévérité du score TSA (échelle CARS) chez les individus TSA (Esnafoglu et al., 2017).

Cette augmentation de la perméabilité intestinale pourrait favoriser le passage de molécules
potentiellement nocives, contribuant aux troubles digestifs observés dans les TSA (Al-Ayadhi et al.,
2021). Cependant, ce modele du « leaky gut » dans I'autisme reste discuté par d'autres études ne
montrant pas de modification de la perméabilité intestinale dans leur cohorte TSA (Robertson et al.,
2008 ; Pusponegoro et al., 2015). La diversité de ces résultats pourrait étre due a la grande variabilité
de I'autisme et de ses comorbidités. En effet, certains auteurs dans leurs études indiquent que seule
une partie de leur cohorte TSA montrait une augmentation de la perméabilité intestinale (de Magistris
et al., 2010 ; Gabriele et al., 2015).

Chez les modeles animaux de I'autisme, des altérations de la perméabilité intestinale sont aussi

retrouvées. Ainsi, chez les souris MIA (Hsiao et al., 2013) et les souris BTBR (Golubeva et al., 2017), une
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augmentation de la perméabilité intestinale est associée a une altération de marqueurs de l'intégrité

de la BEI (protéines des jonctions serrées).

b- Modification de la motricité intestinale

La grande prévalence des troubles diarrhéiques et de la constipation chez les individus avec
autisme peut étre associée a des problemes de motricité intestinale. La constipation étant
généralement associée a un ralentissement du transit alors que la diarrhée est associée a une
accélération du transit. Pourtant, les liens directs entre symptéme constipatoire/diarrhéique et
mesure de la motricité digestive chez les personnes avec autisme manquent. Dans cette situation, les
modeles animaux permettent des études directes de la motricité digestive. Un trés bon exemple est le
modele de poisson-zébre invalidé pour le géne chd8, présentant une diminution du temps de transit
récapitulant les symptomes décrits chez les humains porteurs de variations génétiques sur ce géne.
Ces mutations de CHDS8 constituent un sous-groupe précis d'individus avec TSA présentant une
macrocéphalie et des troubles gastro-intestinaux chez 80% des cas. Plus précisément, ces atteintes Gl
sont représentées chez 60% des individus par des périodes récurrentes de forte constipation (Bernier
et al., 2014 ; Douzgou et al., 2019). Une méme réduction du transit intestinal est observée chez le

modele poisson-zébre invalidé pour le géne shank3 (James et al., 2019).

Chez le rat, I'exposition au VPA induit chez la descendance une diminution du transit intestinal

associée a une atrophie de la tunique musculaire dans I’estomac et l'iléon (Kim et al., 2013).

A linverse, les souris BTBR présentent une augmentation du transit intestinal mais une
diminution du transit colique (Golubeva et al., 2017). Les souris invalidées pour le gene de
susceptibilité a I'autisme Nign3 (codant la protéine synaptique Neuroligin-3) présentent également

une accélération du transit intestinal et colique (Hosie et al., 2019 ; Leembruggen et al., 2020).

Dans ce contexte d’atteinte de la physiologie digestive, il est essentiel de considérer le SNE qui

est partie intégrante des fonctions digestives.

3. Atteintes du SNE

A I'heure ou ces lignes sont écrites (17h34 pour ceux que ¢a intéresse), aucunes données
directes n’existent sur I’état anatomo-fonctionnel du SNE chez les individus avec TSA. Néanmoins,

I’étude des modeles animaux permet de mettre en lumiere certaines altérations du SNE.
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C'est le cas pour le modele de poisson-zébre muté pour le géne chd8 décrit précédemment. La
réduction du transit intestinal chez ces poissons est accompagnée d’une diminution d’environ 50% du
nombre de neurones entériques tout au long du tube digestif (Fig. 14A) (Bernier et al., 2014).
Récemment, Hayot et collaborateurs ont montré que cette diminution provient d’événements trés
précoces dans le développement du SNE avec une réduction du nombre de cellules de la créte neurale
vagale et des précurseurs neuronaux émigrant du tube neural. Une diminution des neurones

sérotoninergiques dérivés des cellules de la créte neurale vagale est aussi observée (Hayot et al., 2023)

Chez des souris porteuses d’une mutation pour le géne de susceptibilité a I'autisme SLC6A4
(codant le transporteur de la sérotonine SERT) et induisant une sur-recapture de la sérotonine (donc
une diminution de la sérotonine circulante), une diminution du nombre de neurones entériques dans

le plexus myentérique et sous-muqueux est observée comparées aux souris WT (Margolis et al., 2016).

A HuC/D B ChAT

Control-6dpf

C57BL/6

C PGP9.5

Figure 14 : Exemples d’atteintes du SNE chez des modéles animaux des TSA. (A) Les larves de poisson zebre
invalidées pour le géne de susceptibilité a I'autisme chd8, présentent une diminution du nombre de neurones
entériques a 6 jours post-fécondation (visible ici en immunomarquage pour la protéine neuronale HuC/D). (B)
Immunomarquage anti-ChAt (Choline Acétyltransférase en vert) sur le colon distal de souris BTBR ou controles
(C57BL/6). Les noyaux sont colorés en bleu (DAPI). Le SNE des souris BTBR présente une réduction de la densité
spatiale du plexus myentérique avec une augmentation de I'espace interganglionnaire. (C) Visualisation du
plexus myentérique de colon de rat exposé ou non a I’acide valproique (VPA). Les rats exposés au VPA présentent
une réduction de la taille du plexus, vue en immunomarquage pour la protéine neuronale PGP9.5 (vert), comparé
aux controles. Tirés de Bernier et al., 2014 (A), Golubeva et al., 2017 (B) et Cheng et al., 2020 (C).
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Chez le modele BTBR, les souris présentent une altération du SNE caractérisée par une
diminution de la densité spatiale du plexus myentérique (Fig. 14B) et une diminution du nombre de
neurones, dont une perte de 50% des motoneurones inhibiteurs nNOS+. Ces résultats évoquent chez
ce modeéle un potentiel déséquilibre de la balance excitation/inhibition nécessaire a un
fonctionnement digestif physiologique (Golubeva et al., 2017). Une méme observation d’une réduction
du nombre de neurones nitrergiques est rapportée par Hosie et collaborateurs chez les souris NL3R451¢
(mutées pour Nign3) présentant une accélération du transit, avec une diminution de 30% du nombre
de neurones entériques par ganglion, et plus précisément, une diminution de la proportion de
neurones NOS+ (Hosie et al., 2019).

Enfin, chez les modéles murins exposés au valproate, le transit intestinal est ralenti (Kim et al.,
2013 ; Cheng et al., 2020) et une diminution du nombre de neurones entériques a été observée dans

le colon de ces animaux (Fig.14C) (Cheng et al., 2020)

Ainsi, les troubles Gl dans I'autisme constituent un défi dans la prise en charge des individus
avec TSA et suscitent un intérét croissant au sein de la communauté scientifique. L'origine des troubles
Gl dans l'autisme est encore mal comprise. Si les troubles du comportement alimentaire ou d’autres
comorbidités peuvent étre, dans une certaine mesure, incriminés dans leur étiologie, les modeles
animaux de I'autisme dont l'alimentation est parfaitement régulée et uniforme montrent également
des atteintes digestives, indiquant une comorbidité intimement liée a I'autisme lui-méme. Alors, entre
facteurs génétiques et environnementaux pouvant affecter I'axe intestin-cerveau, I'étiologie de ces

troubles Gl semble tout aussi complexe que I'autisme lui-méme.

Récemment cependant, un acteur de la physiologie intestinale et de I'axe intestin-cerveau
émerge comme un élément grandissant et prometteur dans la recherche sur les TSA : le microbiote

intestinal.
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Chapitre 3: Le Microbiote Intestinal

« Faites donc penser un cerveau tout seul, voyez donc ce que devient la noblesse du cerveau,

quand le ventre est malade ! »

Emile Zola dans « L’ceuvre » - 1886

-Partie 1 : Présentation générale du microbiote intestinal -

l. Introduction générale

1. Présentation :

Le microbiote désigne I'ensemble des micro-organismes présents et co-existants dans un
environnement spécifique. Dans le corps humain, ces micro-organismes se composent principalement
de bactéries, d'archées, de virus, d'eucaryotes unicellulaires et de champignons, couvrant toutes les
surfaces et les cavités en contact avec le monde extérieur. Ainsi, plutot que d'avoir un seul microbiote,
notre espéce possede plusieurs microbiotes distincts pour chaque partie du corps colonisée, comme
la peau, la bouche, les poumons, le vagin, etc. L'ensemble des micro-organismes résidant dans notre

systéme digestif est appelé microbiote intestinal (Ml) (Le Dréan et al., 2021).

Le Ml est le plus reconnu et le plus impressionnant. En effet, avec un poids estimé a 0,2 kg,
prés de 39 000 milliards de bactéries (environ autant que de cellules humaines) (Sender et al., 2016),
appartenant a environ un millier d'especes (Qin et al., 2010 ; Yang et al., 2020) et rassemblant plus de
600 000 genes (environ 25 fois plus que les 23 000 genes retrouvés chez Homo sapiens, rendant notre
espéce plus «bactérienne » qu'humaine) (Qin et al., 2010), le microbiote intestinal se présente comme

un organe a part entiere, étroitement lié a la physiologie de son hoéte.

La colonisation du tube digestif par les bactéries n'est pas la méme tout au long du tractus
intestinal. En effet, les bactéries, sensibles a leur environnement, présentent une diversité de densité
et d'espéces en fonction des différentes conditions de pH, de nutriments disponibles, de mucus, de
temps de transit, et surtout, du taux d'oxygene (Martinez-Guryn et al., 2019). Ainsi, chez un individu
sain, on retrouve une densité et une diversité des espéeces croissante de la bouche a I'anus, partant de
10%-10° bactéries/mL de contenu stomacal dans I'estomac, a 10'%-10%* bactéries/g de féces dans le gros

intestin qui présente une condition anaérobie (Biedermann & Rogler, 2015).
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2. Historique de la découverte du microbiote intestinal

La découverte du MI s’amorce en 1681 avec les premiéres observations microscopiques
« d’animalcules » vivants par Antonie van Leeuwenhoek sur des échantillons de ses propres selles.
Malgré ce départ précoce, ce n’est qu’a partir du milieu du 19éme siécle que I'observation des
bactéries du systéeme digestif prend de la vitesse. Ainsi, en 1842, le chirurgien écossais John Goodsir
découvre et nomme la bactérie Sarcina ventriculi en étudiant les fluides stomacaux d’un patient.
Persuadé de la responsabilité de ce microorganisme dans les affections de son patient, il procédera a
un traitement antiseptique a base de créosote (un mélange d'huiles phénolées extraites de charbon
ou de goudron de bois) (Goodsir & Wilson, 1842). En 1867, en Angleterre, Lionel Smith Beale signale
la présence de microorganismes dans I'estomac, l'intestin et les selles humaines (Smith Beale, 1867).
Puis, en Allemagne, Ernst Hallier et van J. Uffelmann concluent respectivement en 1869 et 1881 qu’un
grand nombre de microorganismes étaient présents dans les selles de personnes saines, ainsi que chez
les bébés allaités (Farré-Maduell & Casals-Pascual, 2019). Ainsi, I’étrange concept de la flore intestinale
humaine se dessine progressivement. A la fin du 19éme siécle, Theodor Escherich identifie Bacterium
coli commune, renommée Escherichia coli, dans les selles d’enfants. |l fut I'un des pionniers du concept
de I'existence d’une flore intestinale commensale, décrivant, avec une grande rigueur scientifique, les
différentes populations bactériennes dans le systéme digestif des enfants, leurs évolutions entre la
naissance et la petite enfance, et le rdle de cette flore dans la physiologie de la digestion (Escherich,
1886).

Les premieres tentatives de traitement par I'administration de « bonnes bactéries », qu’on
appellerait aujourd’hui probiotiques, ont eu lieu a la méme période et peuvent étre attribuées a Henry
Tissier de l'institut Pasteur qui identifia des bactéries responsables de la fermentation du lait :
Bifidobacterium. Il décida d’en administrer quotidiennement une a deux cuilléres a des enfants atteints
de diarrhée, dans le but de remplacer la flore « malade » par la flore normale des bébés allaités. Dans
ses observations cliniques, Tissier établit un lien entre la restauration de la flore normale et
I"amélioration des symptomes des nourrissons (conclusions tirées des Annales de I'institut Pasteur, et
compilées par Farré-Maduell & Casals-Pascual, 2019). Un peu plus tard, en 1907, Elie Metchnikoff,
scientifique d’origine russe établi a I'institut Pasteur, vante les mérites des Bifidobacterium présentes
dans le lait fermenté. Metchnikoff qui était accablé devant I'espérance de vie des humains, trop courte
ason godt, avait attribué lalongévité des paysannes bulgares a leur consommation réguliere de yaourt.
Consommateur lui-méme de cette forme de lait fermenté, il préte au yaourt des propriétés
antivieillissement (Fig. 15) (Metchnikoff, 1908) ce qui contribua grandement a la popularité de cet
aliment en France et aux USA (Vikhanski 2016 ; Farré-Maduell & Casals-Pascual, 2019). Il mourut a 71
ans, soit 10 ans plus t6t que prévu par ses propres ambitions de longévité (Vikhanski 2016). Malgré
cette riche histoire, ce n’est que depuis le début des années 2000 que la richesse et la complexité des

interactions entre la flore intestinale et son hote sont activement étudiées.
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Figure 15: Dessin caricatural d’Elie Metchnikoff dessiné par Moloch en 1910 et publié dans la revue
« Chanteclair » - Domaine publique. Coagulum désigne ici le lait coagulé par fermentation lactique, dont les
propriétés anti-ages sont louées par Metchnikoff (Lewandowska-Pietruszka et al., 2022).

3. Classification phylogénétique des bactéries du Ml

Traditionnellement classées selon leur forme et leur coloration, les progres en génomique ont
permis d’'étoffer grandement la classification phylogénétique des bactéries. Les bactéries s’intégrent
ainsi dans le domaine des procaryotes aux cotés des archées. |l est intéressant de noter que les archées
sont aussi présentes dans le Ml (principalement des espéces méthanogénes présentes en grande
minorité) (Kim et al., 2020) et malgré quelques études tentant de caractériser cet archaeome (Nkamga
et al., 2017 ; Pausan et al., 2019), ces procaryotes restent les grands oubliés des études sur le M, et

leur impact sur la physiologie de I’'h6te reste a étre investigué.

Revenons aux bactéries. Elles sont divisées en phyla (au singulier : phylum) puis subdivisées en
classe, ordre, famille, genre et enfin, especes. Chez I’humain en bonne santé, les phyla les plus
abondants sont les Firmicutes (80 % en moyenne), puis les Bacteroidetes (15 %), Actinobacteria (2,5
%), Proteobacteria (1 %) et les Verrucomicrobia (0,1 %) (Tap et al., 2009 ; Manor et al., 2020).
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Les Firmicutes et les Bacteroidetes constituent les phyla les plus représentés chez I’humain. Les
Firmicutes sont des bactéries majoritairement Gram*, comprenant (entre autres) trois classes de
bactéries : les Clostridia (anaérobies), les Mollicutes et les Bacilli. Les Bacteroidetes représentent des
bactéries Gram’, dont les classes les plus représentées dans le Ml humain, sont les Bacteroidetes,
Prevotella et Porphyromonas (Johnson et al., 2017). Le ratio Firmicute/Bacteroidetes constitue un outil
de caractérisation du Ml dans des pathologies métaboliques (Ley et al., 2006 ; O'Toole & Jeffery, 2015).
Chez la souris, qui est abondamment utilisée pour I'étude du M, la composition de la flore intestinale
partage 90 % des phyla avec I’humain (grande majorité de Firmicutes et de Bacteroidetes comme chez
I’humain) (Krych et al., 2013). Le phylum majoritaire étant les Bacteroidetes, dont la famille majoritaire

est les Muribaculaceae (aussi connus sous le nom de la famille S24-7) (Park & Im, 2020).

ll. Les méthodes d’analyse du Ml

1. La culture in vitro

La culture des bactéries sur boites de Pétri pour identifier la forme et I'apparence des colonies
bactériennes est la méthode d'analyse historique. Peu colteuse et présentant une bonne
reproductibilité, elle montre néanmoins rapidement ses limites. En effet, on estime que seulement
20% des bactéries du Ml sont cultivables (Ward et al., 1990). Le reste nécessite des conditions de
culture non compatibles avec cette méthode (et aussi non identifiées). Cette partie des bactéries
"invisibles" est théatralement appelée "la matiére noire microbienne" (Microbial dark matter) et
constitue un véritable défi en microbiologie (Rinke et al., 2013). Les avancées en analyse génomique
permettent de commencer a mieux découvrir ces bactéries, mais on estime a plusieurs millions le
nombre d’especes bactériennes qui n’ont pas encore été découvertes du aux limitations techniques
(Louca et al., 2019). Pour donner une idée, plus de 88 % de tous les isolats microbiens appartiennent
a seulement quatre phyla (Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria et Bacteroidetes), et on estime a

plus de 60 le nombre de phyla existants dans le monde (Rinke et al., 2013).

La culture in vitro des bactéries du Ml reste néanmoins utilisée pour étudier le comportement
des bactéries face a différents composants ou polluants afin de mieux comprendre le réle du Ml dans

certaines pathologies dues a des altérations environnementales (Srednicka et al., 2023).

2. Méthodes génomiques

Ces méthodes se basent sur le séquencage de I’ADN bactérien. Il en existe de nombreuses,
mais cette partie se concentrera sur deux particulierement utilisées dans la littérature actuelle : le

séquencage 16S et le séquencage Shotgun (métagénomique).
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a- Leséquencgage 16S

L'ARN 16S représente la sous-unité 16S de I'ARN ribosomal bactérien. De petite taille, il a été
particulierement bien conservé chez les procaryotes tout en accumulant suffisamment de mutations
pour en faire un marqueur génétique robuste d'identification phylogénétique (Lane et al., 1985).
L'ARNr 16S présente 9 régions hypervariables (de V1 a V9), chacune flanquée de séquences hautement
conservées offrant des sites appropriés pour la liaison des amorces PCR nécessaires a I'amplification
(Neefs et al., 1993). Apres I'amplification, les séquences hypervariables d'intérét sont couramment
séquencées par lllumina. Cette technique permet un séquencage massif et a haut débit de I'ADN
codant pour I’ARN 16S bactérien. Les séquences nucléotidiques obtenues sont ensuite regroupées en
unités appelées « Unités Taxonomiques Opérationnelles » (OTUs) en fonction de leur similarité
(Fig.16A) (Nguyen et al., 2016). Une identité de séquence OTU supérieure a 97 % (soit jusqu'a 3 % de
dissemblance) est estimée comme définissant une espece. Ce seuil empirique a été défini en 2005 par
Konstantinidis et Tiedje dans une étude montrant que la plupart des souches bactériennes avaient une
similarité de séquence d'ARNr 16S de 97 % (Konstantinidis & Tiedje, 2005). Les OTUs avec des
similarités de séquence de 95 % et 80 % sont utilisées pour définir respectivement le genre et le phylum
(Wensel et al., 2022). L'identification taxonomique est ensuite déduite par alignement des séquences
d'ARNr 16S avec des bases de données de référence telles que le « Ribosomal Database Project »,
SILVA, ou Greengenes (Wensel et al., 2022).

b- Le séquengage Shotgun

Contrairement au 16S qui cible des loci (ou sites d’amorces) spécifiques, I'approche Shotgun
constitue une approche métagénomique permettant I'analyse de tout I'ADN d'un échantillon donné.
Par la technique Shotgun, I'ADN est divisé de maniere aléatoire en petits fragments qui sont séquencés
indépendamment (ici aussi couramment par lllumina) (Wensel et al., 2022). Les séquences sont ensuite
mises bout a bout, reconstituant une séquence continue. Cette séquence est alignée sur une base de
données de référence (bases de données disponibles publiguement comme Reference Sequence ou
GenBank) pour identifier les taxons (genres, familles, espéces,...) mais aussi le potentiel fonctionnel en
investiguant les régions codantes pour des protéines ou enzymes qui sont utilisées dans les fonctions
biologiques bactériennes (Fig. 16B). Ainsi, les données métagénomiques permettent d'explorer
simultanément deux aspects d'une communauté microbienne : quelles bactéries sont présentes et
qu'est-ce qu'elles sont capables de faire ? (Sharpton, 2014). On peut noter une initiative francaise, Le
French Gut, qui vise a cartographier, par le séquencage Shotgun, les microbiomes intestinaux francais

par le biais d’un appel a contribution nationale.
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Figure 16: Vue d'ensemble générale des deux grandes techniques d’analyse génomique du Ml : le

séquencage de 'ARNr 165 (A) et la métagénomique Shotgun (B). A partir de I'extraction d'ADN d'une
communauté microbienne et de son séquengage, une reconstruction des génomes microbiens (A) présents
dans I’échantillon ainsi qu’une analyse fonctionnelle des génes sont possibles (B) (Milani et al., 2017).



Etude Bibliographique — Chapitre 3 : Le Microbiote Intestinal

c- 16Svs. Shotgun

La technique de séquencage 16S est moins chere et plus simple a manipuler que le séquencage
Shotgun, la rendant plus accessible et attractive pour les néophytes. Elle permet aussi de se soustraire
de la contamination ADN de I'h6te (ARN 18S chez les eucaryotes) lorsque le Shotgun séquence sans
distinction tout I'ADN d'un échantillon. Enfin, le 16S, grace a son étape d'amplification, possede une
plus grande sensibilité aux taxons faiblement présents, qui pourraient passer inapergus par Shotgun
(Wensel et al., 2022 ; Sarangi et al., 2019). Cependant, en 16S, toutes les régions hypervariables ne
sont pas séquencées, se concentrant traditionnellement sur la V1 a V3 ou V4-V5 pour réduire les colts
et le temps, ce qui peut conduire des espéces a étre sur ou sous-représentées dans un échantillon
(Chakravorty et al., 2007). Les points de difficulté du Shotgun résident dans l'immense quantité de
données générées par cette technique et la complexité de la reconstruction des génomes via les bases
de données. La tres grande diversité génétique des différentes communautés bactériennes est un
véritable défi, et deux séquences provenant d'un méme géne peuvent échouer a se superposer. Le

géne passe alors inapercu (Sharpton, 2014).

Pour résumer, le séquencage 16S est adapté pour une étude a grande échelle des différents
taxons présents dans un échantillon, tandis que le séquencage Shotgun est adapté pour une
investigation précise des populations bactériennes et de leur potentielle activité sur I’'h6te (Sarangi et

al., 2019). Les deux méthodes sont couramment utilisées dans la littérature.

Plus récemment, des techniques de séquencage de troisieme génération telles que le
séquencage en temps réel a molécule unique de Pacific Biosciences (PacBio SMRT seq) ou Oxford
Nanopore ont vu le jour, permettant un séquengage de meilleure qualité a moindre co(t. Elles sont
pressenties pour remplacer le séquencage lllumina, promettant de grandes améliorations dans

I'analyse du microbiome (Liu et al., 2021).

3. Méthodes indirectes

Comprendre les relations fonctionnelles et les impacts du MI sur son hbéte nécessite une
exploration qui va au-dela du contenu génétique microbien. D’autres méthodes d’analyse permettent
d’apprécier [l'activité des bactéries : Les analyses transcriptomiques, protéomiques et

métabolomiques.

a- Analyse transcriptomique :

En se concentrant sur I'ensemble des ARNm produits par la communauté microbienne,
I"analyse transcriptomique éclaire sur I’activité transcriptionnelle des bactéries du Ml en observant les

génes exprimés dans un échantillon a un moment donné (Aguiar-Pulido et al., 2016). Cette technique
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est basée sur le méme principe que la métagénomique et compare les séquences obtenues a
différentes bases de données (Bashiardes et al., 2016). Cependant, plusieurs obstacles limitent encore
leur application a grande échelle. Premiérement, une grande partie de I'ARN prélevé provient de I'ARN
ribosomique, et cette abondance peut masquer considérablement la couverture de I'ARNm (l'objet
principal des études transcriptomiques). Deuxiemement, I'ARNm a une demi-vie tres courte, ce qui
peut compromettre l'intégrité de I'échantillon avant méme le séquencage. Enfin, la différenciation
entre I'ARN de I'h6te et I'ARN microbien peut étre difficile (Aguiar-Pulido et al., 2016), bien que des

solutions d'enrichissement existent (Ojala et al., 2023).

b- Analyses protéomiques & métabolomiques

La protéomique et la métabolomique constituent deux approches complémentaires entre elles
et avec les autres méthodes d'analyses énoncées précédemment. Elles permettent d'analyser
respectivement les protéines et les métabolites bactériens dans un échantillon donné. Ces méthodes
sont généralement réalisées en utilisant une combinaison de techniques de chromatographie
(chromatographie liquide et chromatographie en phase gazeuse) et de méthodes de détection, telles
gue la spectrométrie de masse et la résonance magnétique nucléaire (Kolmeder et al., 2014 ; Aguiar-
Pulido et al., 2016).

La métabolomique est particulierement prometteuse dans l'analyse des altérations de
I'hnoméostasie du Ml avec son hote. En effet, les variations dans la production de métabolites comme
des acides gras a chaine courte (AGCCs), des vitamines, des acides biliaires et d’autres petites
molécules résultant de I'activité métabolique du Ml (Chen et al., 2019) traduisent des changements
dans l'activité des voies métaboliques, faisant de la métabolomique un outil précieux pour explorer un
potentiel déséquilibre entre le Ml et son hote en condition pathologique (dysbiose) (Aguiar-Pulido et
al., 2016 ; Vernocchi et al., 2016).

Il est important de noter que I'ensemble des méthodes et approches décrites précédemment
sont réalisées pour la grande majorité, sur des échantillons de selles, qui permettent de définir la
composition du Ml luminal. Quelques études se sont attachées a I'étude du Ml adhérent a la paroi
intestinale au niveau de la muqueuse et montrent des différences de composition entre ces deux
populations de MI (Eckburg et al., 2005), soulignant la diversité des microbiomes au sein du tractus

digestif.
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Indicateurs de la diversité bactérienne

Deux grands parametres sont couramment utilisés pour évaluer la diversité des espéces

bactériennes du Ml : I'alpha-diversité et la béta-diversité.

L'alpha-diversité se rapporte au nombre d'espéces (richesse spécifique) et a la maniere dont

ces especes sont distribuées (équitabilité) dans un échantillon. Une alpha-diversité élevée indique un

microbiote riche et diversifié, un aspect important pour le Ml (Fig. 17A).

La béta-diversité, d'autre part, fait référence a la diversité biologique entre les écosystemes

ou les échantillons. Elle est utilisée pour comparer la composition des espéeces entre différents

environnements ou échantillons. Ceci pourrait impliquer de comparer le microbiote d'un individu sain

contre un individu dysbiosique, ou l'effet d'un traitement sur la composition des espéces d’un
microbiote (Fig.17B) (Liu et al., 2021).
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Figure 17 : Représentation des résultats statistiques d'analyse de la diversité microbienne utilisant les indices
d'a (A) et de B-diversité (B). L'a-diversité se rapporte au nombre d'espéces (richesse spécifique) et a la
maniére dont ces espéeces sont distribuées (équitabilité) dans un échantillon (A). La B-diversité compare la

diversité biologique entre les échantillons (B). PCol = « Premiére composante principale » ;

PCo2 = «

Deuxieme composante principale ». Titres donnés a la composante présentant, respectivement, le plus grand
pourcentage de variance dans les données de diversité microbienne (PCo1l) et la deuxiéme plus grande source

de variance apres PCol (PCo2). Tiré de (Liu et al., 2021).
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[Il. Le MI au cours de la vie de I'hote

1. Une colonisation a la naissance

La premiere inoculation du microbiote se fait a la naissance, lors de I'accouchement. Avant
cela, 'environnement intra-amniotique est considéré comme stérile, et la présence de bactéries est
considérée comme pathologique et constitue un danger pour le bon déroulement de la grossesse
(Goldenberg et al., 2008). Cependant, ce dogme de stérilité in utero a été remis en question par une
étude de 2014 révélant la présence d’un microbiome placentaire unique, identifié par des analyses 16S
et Shotgun sur le génome entier a partir de 320 échantillons de placenta récupérés en conditions
stériles (Aagaard et al., 2014). Suite a cet article, de nombreuses études ont également examiné la
présence et la potentielle contribution de ce microbiote intra utero a l'inoculation de I'enfant (Collado
et al., 2016 ; Al Alam et al., 2020, Theis et al., 2019). Cependant, I'existence d'un tel microbiote reste
encore vivement débattue et il y a de forts risques que la présence de cet ADN bactérien soit due a des
contaminations (Gil et al., 2020 ; Walter & Hornef, 2021). Tres récemment, une méta-analyse s'est
penchée sur la question et a conclu que les preuves contemporaines basées sur I'ADN ne soutiennent
pas l'existence d'un microbiote placentaire. Les signaux bactériens pourraient provenir d'une

contamination environnementale ou de I'ADN bactérien associé a I'accouchement (Panzer et al., 2023).

Ainsi, la premiere colonisation se fait a la naissance et dépend du mode d'accouchement.
L'accouchement par voie basse conférera au nouveau-né un microbiote prénatal proche du microbiote
vaginal et fécal de la meére (riche en Lactobacillus, Prevotella, Sneathia), alors que la césarienne
conférera un microbiote proche de celui de la peau (riche en Staphylococcus, Corynebacterium,
Propionibacterium) (Adlerberth & Wold, 2008 ; Putignani et al., 2014). L'intestin du nouveau-né, stérile
et rempli de liquide amniotique, est colonisé en premier lieu par des bactéries anaérobies facultatives.
Ces bactéries vont, par leur activité métabolique, créer un environnement anaérobie propice a
I'installation des Bacteroidetes, Clostridium et Bifidobacterium, des bactéries anaérobies strictes
(Rodriguez et al., 2015). Ce proto-microbiote intestinal se caractérise par une faible diversité et une
prédominance relative des phyla Proteobacteria et Actinobacteria. Les différentes expositions
néonatales telles que l'allaitement ou la formule infantile, la naissance prématurée, les soins
hospitaliers ou I'exposition a des antibiotiques vont avoir un impact sur la composition de ce

microbiote primordial (Rodriguez et al., 2015).

Le microbiote se diversifie au fur et a mesure du temps post-natal, avec I'émergence et la
prédominance des Firmicutes et des Bacteroidetes. A la fin de la premiére année de vie, les nourrissons
possedent un profil microbien distinct, convergeant vers un microbiote mature, de telle sorte qu'a
I'dge de 2 a 5 ans, le microbiote ressemble pleinement a celui d'un adulte en termes de composition
et de diversité (Yatsunenko et al., 2012). Par conséquent, les trois premiéres années de vie

représentent une période critique de la mise en place du M.
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2. Le MI au cours de la vie adulte

Au cours de la vie adulte, le microbiote se stabilise (Yatsunenko et al., 2012). La génétique de
I’héte, le style de vie, les différents événements de la vie (traitement antibiotique ou non), et surtout
I"alimentation (Beam et al., 2021) contribuent a forger un Ml unique pour chaque individu. Cependant,
certaines communautés bactériennes peuvent étre dominantes chez certains groupes de personnes,
constituant ainsi des « entérotypes » (Arumugam et al., 2011). Trois types d’entérotypes ont été décrits
dans la population occidentale en 2011 par Arumugam et ses collaborateurs. L’entérotype 1 présente
une prédominance du phylum Bacteroidetes. Le type 2 est caractérisé par la présence de Prevotella,
et enfin, 'entérotype 3 se caractérise par une prédominance des Ruminococcus (Arumugam et al.,
2011). Plus récemment, un quatrieme entérotype, dominé par les Enterobacteriaceae, a été observé
dans une population asiatique (Liang et al., 2017). Néanmoins, I'existence de ces entérotypes comme
éléments clairement séparés et utilisables comme biomarqueurs reste discutée. Ainsi, au lieu de
considérer les entérotypes comme des catégories distinctes, cette distribution est plutot vue comme
un continuum allant des types de MI dominés par un phylum a ceux dominés par un autre phylum
(Fig.18) (Cheng & Ning, 2019). A ce jour, il reste encore treés difficile d’établir des corrélations

satisfaisantes entre certains entérotypes et I'état physiologique de I’'h6te (Cheng & Ning, 2019).
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Figure 18 : Les entérotypes sont davantage des entités continues que des catégories distinctes. La simulation
d'analyses du microbiote intestinal regroupe les trois entérotypes décrits par Arumugam et al. (2011) entre
la théorie (A) et ce qui est observé par des études avec un plus grand nombre d'échantillons (B). Adapté de
Cheng & Ning, 2019

Cette immense diversité de MI rend illusoire toute tentative de définir une composition
microbienne type pour un « microbiote sain ». Néanmoins, et de facon générale, un microbiote
diversifié et riche, c’est-a-dire présentant une abondance d’espéces bactériennes, est associé a une
bonne santé métabolique (Fan & Pedersen, 2021). A l'inverse, une diversité microbienne diminuée a
été observée chez les personnes souffrant de troubles métaboliques comme I'obésité (Le Chatelier et

al., 2013). Cette diversité peut étre apportée par un régime alimentaire riche en fibres et pauvre en
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graisse. A contrario, un régime pauvre en fibres et riche en graisse (régime occidental) s’associe a une

diversité bactérienne appauvrie (De Filippo et al., 2010).

De maniere générale, il faut considérer le Ml comme un écosysteme a part entiere qui
n’échappe pas aux lois de la sélection naturelle (survival of the fitest) et dont les différentes espéces
occupent des niches écologiques au sein du tractus digestif. Cela explique la grande sensibilité du Ml
al'alimentation. Les bactéries s’adaptent a leur environnement favorisant ou non la survie de certaines
especes utilisant les différents substrats apportés par |'alimentation pour prospérer dans le tractus

digestif (Lozupone et al., 2012).

3. De la résilience du Ml a la dysbiose

Le microbiote possede des propriétés de résilience qui le rendent stable et relativement «
plastique » face aux influences extérieures. La résilience est la capacité du microbiote a assimiler des
modifications ponctuelles provenant de son environnement (changement d’alimentation ponctuelle,

médication sur une courte période) et a revenir a son état de base stable (Sommer et al., 2017).

Les entérotypes décrits précédemment sont ainsi résistants a un changement d’alimentation
de 6 semaines (court terme) (Kang et al., 2016). Cette résilience est néanmoins mise a mal par
I'utilisation d’antibiotiques. Un traitement de 5 jours par |'antibiotique ciprofloxacine chez des
humains dépléete le Ml de certaines espéces bactériennes. La déplétion persiste chez certains individus
(Dethlefsen & Relman, 2011), indiquant que la capacité de résilience du Ml est propre a chaque
personne (et donc a chaque microbiote). De la méme maniére, I’administration de clindamycine (un
autre antibiotique a large spectre) pendant 7 jours entraine une perte de diversité chez les

Bacteroidetes qui n’est pas restaurée, méme 2 ans aprés le traitement (Jernberg et al., 2007).

Malgré cette résilience, des altérations profondes et durables du Ml peuvent avoir lieu. Ces
altérations peuvent mener a un déséquilibre entre le Ml et la physiologie de I’'h6te et mener a des
atteintes pathologiques. C'est la dysbiose. Cette dysbiose est elle-méme sujette a la grande capacité
de résilience du MlI, rendant tres difficile la restauration d’un équilibre physiologique (Fig.19B, C)

(Lozupone et al., 2012).

4, Le Ml face au vieillissement

Le vieillissement de I'h6te induit des modifications dans le MI. Si les Firmicutes sont
prédominants chez les adultes, ce sont les Bacteroidetes qui dominent chez les personnes agées
(O’'Toole & Jeffery, 2015). Ce qui caractérise principalement la composition du Ml chez les personnes
agées est une diversité réduite et une moindre abondance d'espéces associée a un bon état

physiologique (Fig.19A) (Claesson et al., 2012 ; Mangiola et al., 2018). En 2010, Biagi et collaborateurs
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se sont intéressés au Ml d’individus centenaires, et ont observé une baisse de I'a-diversité, une
augmentation en Bacilli et en bactéries pathobiontes (phylum des Proteobacteria comprenant de
nombreuses especes commensales qui peuvent étre pathologiques sous certaines conditions comme

un affaiblissement du systeme immunitaire) (Biagi et al., 2010).

Des modifications de Ml avec I'dge peuvent étre la conséquence du changement de style de
vie qui accompagne généralement le vieillissement, notamment un changement de régime alimentaire
réduisant la diversité alimentaire et les apports en fibres, ainsi que des risques de malnutrition
(Claesson et al.,, 2012). La sédentarité, l'exposition a des environnements hospitaliers et
I"augmentation de la médication peuvent aussi contribuer a la modification du MI durant le
vieillissement (O'Toole & lJeffery, 2015). Enfin, les modifications de la physiologie digestive chez les
personnes agées, caractérisées par une diminution du temps de transit et des sécrétions digestives,

peuvent aussi contribuer au changement dans les populations bactériennes (Mariat et al., 2009).

5. Un Ml genré ?

Si la littérature actuelle s'accorde sur l'existence d'une différence entre les sexes dans la
composition du Ml, ce dimorphisme sexuel apparait de maniére tres subtile et difficile a mettre en
évidence. Ainsi, chez la souris, des différences de composition microbienne entre males et femelles
ont été mises en évidence, mais ces différences sont tres variables entre les lignées de souris (plus
marquées chez les C57BL/6J et C3H/Hel) et les différentes études et animaleries (Org et al., 2016 ;
Kozik et al., 2017 ; Bridgewater et al., 2017).

Chez les humains post-puberté, ces différences sont encore plus difficiles a distinguer. Les
premieres études menées au début des années 2000 ne montraient pas ou tres peu de différences
entre les hommes et les femmes (Lay et al., 2005 ; Mueller et al., 2006 ; Li et al., 2008). Avec les
avancées des méthodes d'analyse, les femmes semblent présenter une plus grande a-diversité par
rapport aux hommes. Cependant, les résultats de chaque étude concernant les différences dans les
taxa bactériens sont inconsistants entre elles (Kim et al.,, 2020 ; McGee & Huttenhower, 2021).
L'influence du sexe semble ainsi réelle mais moins prédominante que l'influence du style de vie et de
I'alimentation. Toutefois, des études portant sur des groupes d'humains moins occidentalisés, ou les
roles de genre sont plus marqués, montrent un dimorphisme microbien plus marqué (McGee &
Huttenhower, 2021).

A noter que de nombreuses études ont mis en évidence la sensibilité du Ml aux hormones
sexuelles (et vice versa). Tout d'abord, les différences homme/femme du MI apparaissent chez les
individus matures sexuellement, et chez les femmes, la plus grande a-diversité diminue avec le
vieillissement (Haro et al., 2016). De plus, les souris femelles et males exemptes de germes présentent
respectivement des taux plus élevés et plus faibles de testostérone que les souris conventionnelles

(Markle et al., 2013). Egalement, chez les souris males, une gonadectomie provoque des différences
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dans la composition du MI, qui sont partiellement réversées apreés l'injection de testostérone (Org et

al., 2016).

Dans le contexte de la transplantation de microbiote fécal, ce dimorphisme sexuel dans le Ml
semble particulierement impactant. En transplantant le méme microbiote fécal d'un individu femelle
a un groupe de males ou de femelles, les différences se maintiennent en fonction du sexe de |'animal

receveur (Yurkovetskiy et al., 2013).
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péri-natale  enfance
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Figure 19 : Modélisation de I'abondance et de la diversité du microbiote intestinal au cours de la vie en
condition physiologique (A) ou avec un événement perturbateur a court terme, tel qu'un changement
transitoire du régime alimentaire ou une médication diminuant la diversité du microbiote (B). La capacité de
résilience du microbiote permet un retour a la normale de la composition microbienne. La dysbiose
correspond a un déséquilibre durable du microbiote affectant la physiologie de I'h6te. Cette dysbiose peut
aussi faire preuve de résilience et rendre certaines tentatives de rétablissement de I'équilibre difficiles (C).
Composition originale a partir de (Le Dréan et al., 2021 ; Sommer et al., 2017).
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IV. Réle du Ml dans les grandes fonctions digestives

1. Roéle dans le métabolisme et la digestion

Le Ml assure son propre métabolisme en puisant dans nos aliments, et parallélement, joue un
role direct dans la digestion et I'assimilation des nutriments au bénéfice de I'hote. Cette contribution
au métabolisme de I'h6te est telle que les besoins énergétiques des modeéles animaux dépourvus de
microbiote (axéniques ou germ-free) sont de 20 a 30 % supérieurs a leurs congéneres colonisés, pour
un pourcentage de masse graisseuse jusqu'a 50 % moins important (Blackhed et al., 2005). La plus
grande contribution du Ml se situe dans la dégradation des fibres alimentaires (lignine, polysaccharides
non amidoniques, I'amidon et les oligosaccharides résistant a la digestion par les enzymes digestives
de I'h6te) (Adak & Khan, 2019). Les bactéries du Ml produisent une armada d'enzymes carbohydrates
classées en 4 grandes familles et en centaines de sous-familles (Lombard et al., 2014). Ce sont les
Bacteroidetes et les Firmicutes qui possedent le plus grand nombre de génes codant pour les enzymes
carbohydrates, utilisant les différents polysaccharides en tant que sources de carbone. Cette digestion
des fibres par le Ml produit notamment des acides gras a chaine courte (AGCCs) (qui seront détaillés
ultérieurement) et des gaz (Adak & Khan, 2019). Le Ml joue également un réle majeur dans la synthése
des vitamines K et B (Jandhyala, 2015).

Les bactéries du Ml sont aussi capables de métaboliser les protéines non digérées par I'hote (5
a 34 % des protéines) grace a des protéases et peptidases, agissant de concert avec les protéases de
I'note, et produisant des peptides et acides aminés, dont certains sont neuroactifs, tels que la

tryptamine et la phényléthylamine (Zhai et al., 2023).

Le Ml intervient également sur le métabolisme des lipides et le stockage des graisses, en
modulant I'activité de la lipoprotéine lipase dans les adipocytes (Jandhyala, 2015). Un transfert de Ml
provenant de souris obéeses chez des souris germ-free augmente la lipogenese et I'adipogenése de
facon bien plus importante que le microbiote provenant de souris a corpulence normale (Turnbaugh
et al., 2006).

2. Réle sur la BEI

Le Ml agit sur I'intégrité de la BEI. La composition du Ml influe sur I'épaisseur et la pénétrabilité
du mucus, composante tres importante de la BEI (Jakobsson et al., 2015). Ensuite, affectant plus
précisément I'épithélium intestinal, la déplétion du MI chez la souris provoque une augmentation de
la perméabilité intestinale, un effet qui est ensuite reversé par la restauration du Ml (Vicentini et al.,

2021). Par ailleurs, les souris germ-free, n’ayant jamais vu le bout d’un flagelle de bactérie, présentent
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une diminution de la perméabilité intestinale, associée a une augmentation de l'expression de
marqueurs de jonctions serrées (Claudin-1 et Occludin). La transplantation chez ces souris d’un
microbiote fécal humain considéré comme sain rétablit ces parametres aux niveaux des souris élevées

de maniére conventionnelle (Hayes et al., 2018).

3. Réle dans la motricité digestive

La déplétion du Ml chez des souris provoque une diminution du temps de transit de I'intestin
gréle mais une augmentation du temps de transit total. La restauration du Ml chez ces souris rétablit
le temps de transit (Vicentini et al., 2021). Cette méme réduction du transit intestinal, accompagnée
d’une réduction de la contractibilité de l'intestin gréle, a été observée chez des rats germ-free
(Husebye et al., 2001). Le transfert de microbiote fécal provenant de patients souffrant de constipation
provoque une diminution du péristaltisme chez les souris receveuses (Cao et al., 2017). Le temps de
transit impacte également la composition du microbiote (Prochazkova et al., 2023). Récemment, une
étude a mis en évidence le réle du facteur de transcription Ahr (aryl hydrocarbon receptor), exprimé
par les neurones entériques en présence du Ml, dans la capacité des neurones entériques a « surveiller

» le contenu microbien luminal et a ajuster le péristaltisme en conséquence (Obata et al., 2020).

V. Impact du Ml sur le SNE

1. Sur le développement et le remodelage du SNE

Les effets du Ml sur le développement et la fonction du SNE ont été illustrés, la aussi, par
I'utilisation de souris germ-free. Ces souris présentent une diminution du nombre de neurones
myentériques dans le jéjunum et I'iléon, accompagnée d’une augmentation du nombre de neurones
nitrénergiques dans ces mémes régions (Collins et al., 2014). De fagon intéressante, I'observation de
différences dans la composition du microbiote fécal chez des modeles génétiques murins ou de
poissons-zebres d'aganglionose suggére que le SNE peut aussi influencer la mise en place du Ml (Ward
et al., 2012 ; Rolig et al., 2017). Cependant, il reste a déterminer si ces anomalies représentent des
effets directs du SNE sur le microbiote ou si elles ne sont que les conséquences d'un péristaltisme
altéré (Margolis et al., 2021).

La déplétion du Ml chez des souris provoque une perte du nombre de neurones entériques et
de CGE dans les plexus myentériques et sous-muqueux, dans l'iléon et le colon proximal. De facon
impressionnante, la restauration du microbiote chez ces souris stimule la neurogenese et provoque la
restauration du nombre de neurones entériques et de CGE (Vicentini et al., 2021), démontrant

simultanément la puissante capacité du microbiote dans la plasticité du SNE.
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2. Sur la communication neuronale entérique

En plus d'une capacité de remodelage sur le SNE, de nombreux articles ont montré un impact
du MI sur des éléments de la connectivité et de la communication neuronale. Ainsi, les IPANs
myentériques des souris germ-free présentent un seuil d'excitabilité diminué (McVey Neufeld et al.,
2013), ainsi qu'une diminution, dans les neurones du jéjunum, de la calbindine, une protéine de liaison
au calcium importante dans la réponse calcique neuronale (McVey Neufeld et al., 2015). De fagon plus
précise, des rats supplémentés avec le probiotique Lactobacillus reuteri présentent une inhibition des
canaux potassiques calcium-dépendants dans les neurones sensoriels AH du colon, ayant pour
conséquence un abaissement du seuil d'excitabilité et une excitabilité neuronale exacerbée (Kunze et
al.,, 2009).

La plasticité synaptique, qui pour rappel est trés difficile a mettre en évidence dans le SNE,
pourrait également étre impactée par le Ml. En particulier, le M| pourrait, par ses métabolites, induire
un remodelage des synapses entériques. En effet, une récente étude (Gonzales et al., 2021) montre
qgue le transfert de surnageant fécal (contenant uniqguement des métabolites du microbiote fécal
dépourvu de bactéries) provenant d’individus atteints d'autisme induit une diminution de I’expression

de la protéine pré-synaptique synapsin 1 dans le colon proximal des souris.

VI. Les médiateurs du Ml

Sile Ml est capable d'interactions directes avec les cellules de I'h6te, les interactions indirectes
via les métabolites bactériens libérés dans la lumiére intestinale et/ou la circulation systémique
constituent la voie de communication la plus étudiée et ont été mises en évidence dans de nombreuses
actions du Ml sur les fonctions digestives et le SNE. Les métabolites bactériens présentent une tres
grande diversité, dont une revue exhaustive dans ce manuscrit ne serait pas chose aisée. Ainsi, ne
seront abordés dans ce chapitre que deux grandes classes de métabolites connues pour leur role dans

la physiologie digestive : Les acides gras a chaine courtes (AGCCs) et les acides biliaires secondaires.

1. Les acides gras a chaines courtes (AGCC)

a- Présentation

Les AGCCs sont des acides gras saturés produits par la fermentation des fibres alimentaires par
les bactéries anaérobies du tube digestif, principalement dans le colon. Les AGCCs les plus
abondamment retrouvés (95 % des AGCCs) sont |'acétate, le propionate et le butyrate (Geng et al.,
2022). L'acétate et le propionate sont produits majoritairement par le phylum des Bacteroidetes,

tandis que le butyrate est principalement produit par les Firmicutes (den Besten et al., 2013). Les
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AGCCs peuvent diffuser ou étre transportés dans les cellules de I'hGte via des transporteurs présents
au niveau apical et basolatéral de I'épithélium (Sivaprakasam et al., 2017). Dans le gros intestin, 95 %
des AGCCs sont réabsorbés, tandis que les 5 % restants sont excrétés dans les féces (den Besten et al.,
2013). Un des transporteurs des AGCCs, le MCT2, se trouve étre exprimé par les neurones entériques
(Soret et al., 2010). Les AGCCs peuvent également activer des récepteurs couplés aux protéines G,
comme les récepteurs Ffar2 et Ffar3 (Free fatty-acid receptor) (Brown et al., 2003). Dans le SNE, le
récepteur Ffar3 est exprimé par les neurones entériques de type nitrergique et de type cholinergique
(Geng et al., 2022).

b- Actions principales

Premierement, les AGCCs constituent une source d'énergie pour I'h6éte, fournissant environ 10
% des besoins énergétiques journaliers de I'h6te (Bergman, 1990). Deuxiemement, les AGCCs ont
montré des actions sur la motricité digestive. Ainsi, I'acétate et le butyrate accélerent le transit
intestinal in vivo, et le propionate et le butyrate augmentent la réponse contractile ex vivo, des actions
impliquant le SNE (Richardson et al., 1991 ; Yajima, 1985). Le propionate, quant a lui, est capable
d’augmenter la fréquence des contractions dans le colon distal via une action sur les motoneurones
cholinergiques (Mitsui et al., 2005). Les AGCCs sont aussi capables de remodeler le SNE en modifiant
les proportions neurochimiques des neurones entériques. Ainsi, chez le rat, la supplémentation en
butyrate augmente la proportion de neurones cholinergiques dans le plexus myentérique, associée a
une augmentation de la motricité colique et de la réponse contractile (Soret et al., 2010). Cette action
est rattachée a la capacité des AGCCs a inhiber les histones désacétylases (HDAC) (Cleophas et al.,
2016).

Enfin, les AGCCs ont une action sur I’homéostasie de la barriere épithéliale intestinale. En effet,
les souris germ-free ou traitées aux antibiotiques présentent une réduction de la prolifération et du
renouvellement des cellules épithéliales intestinales qui peut étre restaurée par la supplémentation
d'une combinaison d'acétate, de propionate et de butyrate (Park et al., 2016). A l'inverse, I'application
de butyrate sur les cellules souches intestinales (localisées dans les cryptes) inhibe leur prolifération
et entrave les mécanismes de réparation de la BEI (Kaiko et al., 2016). De fagon intéressante, les AGCCs
semblent avoir des effets spécifiques selon le type d’AGCCs et selon le type de cellules ciblées, et
I'existence d'un gradient intraluminal (dans lequel les cellules souches au fond des cryptes sont
faiblement exposées aux AGCCs) semble important dans le maintien de I'homéostasie digestive. Enfin,
les AGCCs sont capables d'augmenter la production de mucus (MUC2) par les cellules caliciformes

(Burger-van Paasen et al., 2009).

90



Etude Bibliographigue — Chapitre 3 : Le Microbiote Intestinal

2. Les acides biliaires secondaires
a- Présentation

Les acides biliaires (AB) secondaires proviennent de la métabolisation des AB primaires par les

bactéries du Ml.

Les AB primaires proviennent de la dégradation du cholestérol par les enzymes du foie,
formant I'acide cholique (CA) et I'acide chénodéoxycholique (CDCA) (Russell, 2009). Deux voies de
synthése existent faisant intervenir environ 17 enzymes. La voie classique (ou neutre) est initiée par
I’enzyme CYP7AL1 et constitue la voie majoritaire dans le foie pour la synthése des AB primaires. La voie
alternative (ou acide) est la voie minoritaire, initiée par 'enzyme CYP27A1, elle est a I'origine de moins
de 10 % des AB retrouvés dans l'intestin humain (contre 50 % chez les rongeurs). On retrouve
également cette voie alternative dans le cerveau, capable de synthétiser en faible quantité des AB
primaires, et donc la synthése est initiée par I'enzyme CYP46A1 (Chiang & Ferrell, 2019). Aprés une
prise alimentaire, les cellules entéroendocrines du duodénum relachent I’'hormone cholécystokinine
(cellule 1) qui déclenche le relargage des AB primaires de la vésicule biliaire ou ils sont stockés, dans la

lumiere intestinale (Fig.20) (Alberto Gonzalez-Regueiro et al., 2017).
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Figure 20 : Les sels biliaires primaires sont synthétisés dans le foie a partir du cholestérol par la voie classique
(CYP7A1) ou les voies accessoires (CYP27A1 dans le foie et CYP46A1 dans le cerveau). Les sels biliaires
primaires sont I'acide cholique (CA) et I'acide chénodésoxycholique (CDCA). Une fois libérés dans I'intestin,
les bactéries du microbiote intestinal déconjuguent et métabolisent les sels biliaires primaires en sels biliaires
secondaires dont les majoritaires sont I'acide désoxycholique (DCA), I'acide lithocholique (LCA) et I'acide
ursodésoxycholique (UDCA) (Hurley et al., 2022)
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Dans l'iléon et majoritairement dans le colon, les AB primaires rencontrent les bactéries du Ml
et sont hydrolysés par les enzymes bactériennes (enzymes d’hydrolase des sels biliaires). Ces enzymes
sont fortement actives chez les genres Clostridium, Enterococcus, Bifidobacterium, et Lactobacillus
(Gram™*) ainsi que chez les Bacteroidetes (Gram’). Les AB secondaires majeurs sont l'acide
désoxycholique (DCA) et I'acide lithocholique (LCA). D’autres AB secondaires plus minoritaires sont
aussi synthétisés, tels que I'acide ursodéoxycholique (UDCA) et I'acide hyodéoxycholique (HDCA). Les
AB secondaires, comme les primaires, peuvent étre conjugués a des groupements taurine ou glycine
(tauro-conjugués ou glycoconjugués) (Hurley et al., 2022). Ainsi, chez les humains, les AB sont
composés d'environ 40 % de CA, 40 % de CDCA et 20 % de DCA et sont globalement hydrophobes
(Hurley et al., 2022). La majorité des AB primaires et secondaires sera réabsorbée au niveau de l'iléon

(95 %), le reste sera excrété par les feces (Fig.20) (Chiang & Ferrell, 2019).

Les AB secondaires agissent sur la physiologie de I’h6te via des récepteurs aux AB exprimés
dans le systéme digestif, mais aussi dans le cerveau. Le premier récepteur aux AB, et le mieux
caractérisé a ce jour, est le récepteur couplé a une protéine G, TGR5 (Takeda G protein-coupled
receptors 5, aussi appelé GPBAR-1 ou GPBA). TGR5 est exprimé tout au long du tube digestif
(Maruyama et al., 2002), ainsi que par les neurones centraux et les astrocytes (Keitel et al., 2010). TGR5
est sensible au LCA, DCA, CDCA et UDCA, avec une treés forte affinité pour le LCA et le DCA (Chiang et
Ferrell, 2019). Son activation recrute les voies moléculaires cAMP et protéine Kinase A (PKA),
conduisant a la phosphorylation de CREB (cAMP response element-binding protein) et a la régulation
des genes cibles. Le second récepteur est le récepteur nucléaire FXR (Farnesoid X Receptor), capable
de réguler I’expression de génes cibles. Il est exprimé dans le systeme digestif (Makishima et al., 1999),
ainsi que dans le cerveau, par les neurones centraux (McMillin et al., 2016). FXR est affin pour plusieurs
AB différents (CDCA > DCA = LCA > CA), avec une préférence pour les formes conjuguées (Martinot et
al., 2017). D’autres récepteurs aux AB ont aussi été identifiés, tels que le récepteur pregnane X (PXR),
le récepteur alavitamine D (VDR) et le sphingosine-1-phosphate récepteur 2 (S1PR2) (Chiang et Ferrell,
2019)

b- Actions principales

Sur le SNE : L'action des AB secondaires sur les neurones entériques et le SNE n’a pas encore
été clairement investiguée. Cependant, le récepteur TGR5 est exprimé dans le plexus myentérique,
principalement par les neurones nitrénergiques, et dans le plexus sous-muqueux, principalement par
les neurones cholinergiques. TGR5 est aussi exprimé par les IPANs et I'activation de ce récepteur
impacte la motricité digestive, indiquant une potentiel action directe des AB secondaires sur le SNE
(Poole et al., 2010).

Sur la motricité digestive : L'étude de Poole et collaborateurs a également montré que
I'activation de TGR5 par un agoniste induit un ralentissement du temps de transit associé a une

diminution de la motricité intestinale (Poole et al., 2010). Cette inhibition a été montrée, par la suite,
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induite par la libération de NO, et les souris KO pour TGR5 sont insensibles a ce ralentissement de
transit intestinal suite a une stimulation par le DCA (par rapport aux contréles WT stimulés au DCA)
(Alemi et al., 2013). De plus, le DCA augmente de facon localisée la motricité colique (Shiff et al., 1982).
Or, de maniére intéressante, la présence de TGRS5 sur les cellules entérochromaffines du colon (mais
pas de l'intestin gréle) suggere que les AB secondaires pourraient directement agir sur la libération de

5-HT dans le colon permettant une régulation de la motricité colique (Lund et al., 2018).

Sur la perméabilité digestive : Le traitement avec une forte dose de DCA (4 mM) augmente la
perméabilité colique chez le rat. Cet effet semble impliquer le SNE et particulierement la voie
nitrergique car l'inhibition de la synthese de NO inhibait les effets du DCA sur la perméabilité (Sun et
al., 2004). Les AB secondaires sont aussi des régulateurs de I'expression de protéines de jonctions
serrées, impliquées dans la perméabilité intestinale. Ces effets ont été montrés dans des modeles
animaux in vivo, chez lesquels I'ingestion d’un agoniste de FXR diminue la perméabilité intestinale et
augmente I'expression des protéines claudine-1 et occludine (Verbeke et al., 2015). De plus, les souris
KO pour le récepteur TGR5 présentent une augmentation de la perméabilité intestinale, associée a une

augmentation et une altération de la distribution de ZO-1 (Cipriani et al., 2011).

Sur la prolifération des cellules épithéliales du colon : Dans un autre registre, les AB
secondaires, et plus précisément le DCA (a 5-50 uM), ont été impliqués dans la prolifération cellulaire
de cellules cancéreuses de I'épithélium intestinal colique et pourraient contribuer au développement
de cancers colorectaux (Pai et al., 2004 ; Zeng et al., 2019). Cependant, les AB secondaires ont aussi
été impliqués dans des effets antimitotiques et pro-apoptotiques suite a la libération de ROS, indiquant

une réalité complexe et dépendante du contexte (Zeng et al., 2019).

Il est important de noter que les AB secondaires ont été rapportés comme ayant des effets dose-
dépendants. En effet, de nombreuses études utilisent des concentrations élevées d’AB secondaires,
mettant en évidence des effets déléteres sur la BEI et les fonctions digestives. En revanche, des effets
totalement opposés sont observés lors de l'utilisation de doses plus faibles se rapprochant des

concentrations physiologiques (Barrasa et al., 2013).

VII. Impact du Ml sur le cerveau

1. Impact sur le comportment

Les souris germ-free offrent une fois de plus un tres bon modéle pour mesurer I'impact du Ml
sur le comportement. En effet, de nombreuses altérations cognitives et comportementales ont été
rapportées chez ces souris, révélant un impact du Ml sur le développement et le fonctionnement du
SNC. Ainsi, les souris germ-free présentent une réduction de I'anxiété évaluée dans le test du labyrinthe
en croix surélevé (Neufeld et al., 2011 ; Heijtz et al., 2011). Ces souris germ-free présentent également

une hyperactivité motrice mesurée lors du test de lI'open-field ainsi que des atteintes cognitives avec
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une altération de la mémoire (Gareau et al., 2009). Dans une étude de 2014, Desbonnet et
collaborateurs mettent en évidence chez les souris germ-free une diminution de la sociabilité et de la
préférence pour la nouveauté sociale, ainsi qu'une exacerbation des comportements stéréotypés au
travers d'une augmentation du temps de toilettage. Deux traits qui se rapprochent des symptémes
des TSA. Une colonisation microbienne post-sevrage chez ces souris rétablit une sociabilité et un temps
de toilettage contrélé mais échoue a rétablir I'attraction pour la nouveauté sociale, indiquant que ce

comportement est établi de facon permanente chez ces souris (Desbonnet et al., 2014).

2. Impact sur la plasticité du SNC

Les altérations comportementales des souris germ-free s'accompagnent de modifications
moléculaires qui affectent la communication entre les neurones centraux. En effet, I'labsence de Ml
dans ce modéle murin est associée a une altération de la voie des endocannabinoides (Manca et al.,
2020), a une modification, dans I'hippocampe, de I'expression du BDNF (Brain-derived neurotrophic
factor), un facteur neurotrophique impliqué dans la plasticité du réseau neuronal, ainsi qu'a une
diminution, dans I'amygdale centrale, de I'expression de la sous-unité NR2B du récepteur au glutamate
NMDA (Neufeld et al., 2011). Or ces deux régions cérébrales sont impliquées dans les processus de
mémorisation (Glinert et al., 2022). De méme, les souris germ-free présentent une augmentation de
|'expression des protéines synaptiques synaptophysine et PSD95 dans le striatum, ce qui pourrait
indiquer une structuration synaptique différente sous-jacente aux modifications comportementales

observées (Heijtz et al., 2011).

Enfin, le transfert de microbiote fécal provenant de souris dgées chez de jeunes souris germ-
free conduit a une altération de |'expression de protéines impliquées dans la plasticité synaptique et
la neurotransmission dans I'hippocampe (analyse des protéines up et down régulées par Ingenuity
Pathway Analysis), en lien avec un déficit de mémoire spatiale chez les jeunes souris receveuses
(D'Amato et al., 2020).

Ala vue de I'impact du Ml sur le comportement et les fonctions digestives, la place du Ml dans
I'autisme, dont les atteintes digestives sont si prédominantes, constitue un champ de la recherche en

effervescence et un véritable défi dans la compréhension de la physiopathologie de I'autisme.
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Partie 2 : Le microbiote intestinal dans I'autisme

[. Un microbiote TSA ?

1. Composition microbienne du Ml des individus avec TSA

La littérature scientifique, et notamment les études par méta-analyse, s’accorde sur I'existence
d’une composition différente du Ml chez les individus avec TSA comparée aux controles neurotypiques
(Bezawada et al., 2020 ; Iglesias-Vazquez et al., 2020 ; West et al., 2022 ; Korteniemi et al., 2023).
Cependant, ces modifications du MI observées sont extrémement diverses et différentes entre les
études. Quelques grandes modifications ressortent malgré la disparité de la littérature. Ainsi, le
microbiote des enfants TSA présente en général une altération du ratio Firmicutes/Bacteroidetes ainsi
gu’une plus grande abondance de Clostridium (Oh & Cheon, 2020 ; Ma et al.,, 2019) et de
Proteobacteria, Actinobacteria et Sutterella comparé aux enfants neurotypiques (Korteniemi et al.,
2023). Il est important de noter que la trés grande majorité des études analysant le microbiote
intestinal TSA sont réalisées sur des enfants et adolescents (<18 ans), mais que ces différences
microbiennes sont aussi retrouvées chez les individus TSA adultes (Gonzales et al., 2021 ; Zhang et al.,

2021), méme si les études s’intéressant a des cohortes adultes restent encore trop rares.

Concernant la diversité du Ml, si I'altération de la B-diversité est assez robustement observée
dans les différentes études (reflétant la variabilité globale entre les communautés bactériennes TSA et
controle), les résultats concernant I'a-diversité ne sont pas aussi homogenes. Certaines études
montrent une augmentation de I'a-diversité chez les enfants TSA (Tomova et al., 2020 ; Zou et al.,
2020), d’autres montrent, au contraire, une diminution (Kang et al., 2018 ; Ma et al., 2019 ; Carissimi
et al., 2019), et d’autres encore ne montrent pas de différence significative entre les groupes (Zhang
et al,, 2018 ; Plaza-Diaz et al., 2019). Quelques exemples d’études et descriptions des différents phyla

retrouvés modifiés dans le microbiote fécal d’individus avec TSA sont présentés dans le tableau 3.

Ces grandes disparités dans I'a-diversité microbienne chez les patients TSA pourraient étre
liées aux trés nombreuses différences, entre les études, dans I'age des individus concernés (jeunes
enfants ou adolescents), leur sexe (une trés grande sur-représentation des garcons), leur régime
alimentaire (méme si la majorité des études prennent le soin d’exclure les individus au régime
alimentaire trop restreint), la sévérité des symptomes autistiques, la prise d’antibiotiques (la grande
majorité des études prennent en compte ce parameétre et imposent une absence de traitement 1 a 3
mois avant I'étude), ou encore les régions géographiques d’ol proviennent les études (Europe
occidentale, Amérique du Nord, Afrique, Asie) qui influencent le M| des cohortes ainsi que les tailles,
souvent restreintes, des cohortes. Enfin, les différentes méthodes d’analyses utilisées par les

différentes équipes influencent aussi sur les résultats (West et al., 2022 ; Korteniemi et al., 2023).
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Reference

Clostridium and Ruminococcus spp. 1 Finegold et al., 2005

Bacteroidetes, Proteobacteria, Alkaliflexus, Desulfovibrio, Acetanaerobacterium,

Bacteroides, Parabacteroides, Desulfovibrio spp. T

Actinobacteira, Turicibacter Clostridium, Firmicutes, Weissella, Helcococcus, Finegold et al., 2010
Alkaliphilus, Anaerofilum, Pseudoramibacter, Ruminococcus, Streptococcus,

Anaerovorax, Dialister, Lactococcus |

Firmicutes), Proteobacterial, Verrucomicrobia |

Bacteroidetes/Firmicutest, Dialister)

Prevotella T Bacteroides, Megamonas, Escherichia/Shigella, Zoii et al., 2020
Lachnospiracea_incertae_sedis T

Clostridium XIVa, Eisenbergiella, Clostridium 1V, Flavonifractor, Haemophilus,

Akkermansia |,

Lachnospiraceae, Clostridiales, Dorea, Erysipelotrichaceae, Collinsella,
Lachnoclostridium 1 Ding et al., 2020
Bacteroides, Faecalibacterium, Parasutterella, Paraprevotella |

Firmicuteses, Megamonas, Proteobacteria, Actinobacteria, Dialister,

g : o ; : Willi tal., 2011
Escherichia-Shigella, Bifidobacterium 1 Bacteroidetes | el

Clostridium, Dialister, Coprobacillus 1 Faecalibacterium | Wan et al., 2022

Tableau 3 : Diversité des différentes modifications du Ml chez les enfants atteints de TSA comparé a des
contrdles neurotypiques, retrouvée dans la littérature. Ces grandes disparités entre les études peuvent étre
dues aux différences d’age, de sexe, de régime alimentaire, de nationalité et de méthodes d’analyse entre
les études, auxquelles s’ajoute la grande diversité intrinseque des individus diagnostiqués sur le spectre
autistique. Tiré de (Dinan & Dinan, 2022)

Récemment, Yap et collaborateurs (Yap et al., 2021) ont bousculé quelque peu le monde du
Ml dans les TSA. Leur étude, analysant le microbiote fécal par métagénomique, conclut a une influence
principale du régime alimentaire (et notamment une influence de la faible diversité alimentaire chez
les individus avec TSA) sur les différences microbiennes observées entre TSA et contréles, tandis que
le diagnostic de TSA exercerait une influence mineure. Cette étude, qui est a ce jour la seule en son
genre, nuance la relation de cause a effet entre I'autisme et la dysbiose, sans pour autant affaiblir
I'influence du Ml sur certains parametres physiopathologiques des TSA abordés dans cette partie. Ces
résultats montrent que plutot que de se concentrer uniquement sur les différences microbiennes, il
est nécessaire d'étendre les études sur le lien entre I'alimentation, le microbiote intestinal ainsi que
sur les voies métaboliques fonctionnelles potentiellement altérées dans I'autisme (Ozcan & Hsiao,

2022; Korteniemi et al., 2023).
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2. MI des modéles animaux des TSA

Les modeéles animaux génétiques ou environnementaux des TSA présentent également des
différences dans la composition de leur microbiote intestinal fécal. Ces modeles, qui permettent un
controéle précis de I'alimentation, constituent des outils précieux pour explorer le réle du microbiote
intestinal dans les symptémes de I'autisme. Il est important de noter que cette forme d'exploration est
assez récente, et I'étude du Ml dans les modeles TSA est en pleine construction, avec encore assez peu

d'études, ne couvrant pas tous les modeles d'autisme.

Une diminution de I'a-diversité a été observé chez les souris KO pour Shank3 (Tabouy et al.,
2018), les souris BTBR (Golubeva et al., 2017; Liu et al., 2022; Newell et al., 2016), les souris modeles
d’activation immunitaire maternelle (MIA) (Chen et al., 2020; Kang et al., 2017) et de régime maternel
riche en graisse (MHFD) (Xie et al., 2018). Une diminution de I'a-diversité a également été observée
chez les souris et les rats exposés in-utero a I'acide valproique (VPA) (Kang et al., 2017 ; Liu et al., 2018).
Cependant, d’autres études n’observent pas de différences dans I'a-diversité chez ces mémes
modeles : souris BTBR (Coretti et al., 2017), souris MIA (Hsiao et al., 2013), souris VPA (de Theije et al.,
2014) et rats VPA (Kong et al., 2021). De méme, aucune altération de I'a-diversité n’a été reportée
chez les souris Shank3B KO (Sgritta et al., 2019), Neuroligine3 (NL3 *%1) (Hosie et al., 2019), Fmr1 KO2
(Altimiras et al., 2021).

Les souris invalidées pour le ggne CHD8 (Chd8'") présentent a I’Age adulte une différence dans
la B-diversité par rapport aux contréles Chd8*”* associée a une diminution des Bacteroidetes, et plus
précisément des espéces Bacteroides uniformis, Bacteroides acidifaciens et Bacteroides vulgatus (Yu
et al., 2022). Une diminution de la B-diversité a aussi été observée chez les rats et souris VPA (Liu et
al., 2018) (Kang et al., 2017; Sgritta et al., 2019), MHFD (Buffington et al., 2016; Xie et al., 2018),MIA
(Chen et al., 2020; Hsiao et al., 2013), BTBR (Coretti et al., 2017; Golubeva et al., 2017; Liu et al., 2022;
Newell et al., 2016), Shank3 KO (Tabouy et al., 2018), NL3"I¢ (Hosie et al., 2019) et Fmrl KO2
(Altimiras et al., 2021).

Comme pour I'humain, I'analyse du Ml chez ces différents modeéles animaux n'échappe pas a
la diversité et a l'inconsistance des résultats en fonction des études, avec l'existence de résultats
différents au sein du méme modele. La revue récente de Tartaglione et collaborateurs offre un tres
grand travail de compilation des différents phyla et especes modifiés dans les différents modeéles
murins des TSA (Tableau 4) (Tartaglione et al., 2023). D'aprés la littérature, les auteurs rapportent une
tendance a lI'augmentation de lI'abondance des Bacteroidetes et une diminution des Firmicutes chez
les différents modeéles (augmentant le ratio Bacteroidetes/Firmicutes), ainsi qu'une diminution de
Limosilactobacillus reuteri (anciennement appelé Lactobacillus reuteri) (L. reuteri) (Tartaglione et al.,

2023).
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References
(see table legend)
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Cyanobacteria

Deferribacteres
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TM?7 (also known as
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Tableau 4 : Modification des différents phyla microbiens du Ml chez les modéles animaux des TSA. Une certaine variabilité des résultats en fonctions des études
et des modeles TSA est observable. N.A. (non disponible), N normal, R reverse ; * augmentation de I'abondance, | diminution de I'abondance ou = pas de
différences ; ~ tendance vers une signification statistique ; la couleur rose fait référence aux femelles, la couleur bleue fait référence aux males, le noir fait
référence aux deux sexes non signalés ou non pris en compte dans les analyses ; chiffres en exposant : dge des animaux en semaines. Références : (1) Tabouy
et al. (2018); (2) Sgritta et al. (2019); (3) Sauer et al. (2019); (4) Hosie et al. (2019); (5) Altimiras et al. (2021); (6) Neier et al. (2021); (7) Newell et al. (2016); (8)
Coretti et al. (2017); (9) Golubeva et al. (2017); (10) Sgritta et al. (2019); (11) Liu et al. (2022); (12) Hsiao et al. (2013); (13) Lim et al., 2017; (14) Chen et al.
(2020); (15) Saunders et al., 2020; (16) Tartaglione et al. (2022); (17) de Theije et al. (2014); (18) Lim et al., 2017; (19) Liu et al. (2018); (20) Sgritta et al.,
2019 ; (21) Kong et al. (2021); (22) Buffington et al. (2016). Tableau tiré de (Tartaglione et al., 2023)
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Chez ces modeles animaux de TSA, le sexe est également a l'origine de différences dans la
composition du MI, et toutes les études qui prennent en compte ce parameétre observent des
différences de composition bactérienne entre les individus males et femelles. Par exemple, dans le
modele de souris VPA, les males présentent une augmentation de I'abondance des genres Alistipes,
Enterorhabdus, Mollicutes, Lactobacillales et Erysipelotrichalis par rapport aux femelles VPA (de Theije

et al., 2014) (Tableau 4).

L'étude du MI des modeles poisson-zébre de I'autisme n'a pas encore été explorée (a la date
de I'écriture de ce manuscrit), mais elle représente un potentiel considérable. Les poissons-zébres
posseédent un Ml riche en Proteobacteria et Fusobacteria, et son analyse est tout a fait possible avec
les mémes technologies que pour le microbiote fécal des mammiferes (Andersen-Civil et al., 2023). De
plus, les poissons-zebres peuvent étre élevés dans des conditions germ-free et n'ont pas besoin de se
nourrir avant huit jours post-fécondation (Hernandez et al., 2018), ce qui en fait un modéle robuste et
prometteur pour l'exploration de l'axe intestin-cerveau dans les TSA ou dans d'autres affections

neurologiques.

[l. Les métabolites modifiés dans |'autisme

La modification de la composition du Ml dans I'autisme implique de potentielles altérations des
métabolites bactériens. Ces métabolites peuvent constituer un instrument par lequel le Ml participe
aux troubles comportementaux et digestifs de I'autisme. Durant ces dernieres années, un gros effort
en analyse métabolomique a été mené pour essayer de mettre en lumiere des biomarqueurs

métaboliques dans les TSA.

1. Les AGCCs

Dans leur étude de 2019, Liu et collaborateurs ont analysé la relation entre le microbiote
intestinal et les AGCCs fécaux chez les enfants atteints de TSA ou neurotypiques. Leurs résultats
montrent une altération des AGCCs fécaux avec une diminution des taux d’acétate et de butyrate, ainsi
gu'un niveau plus élevé de valérate chez les individus TSA. Ces altérations sont associées a une
diminution de I'abondance de taxons-clés producteurs de butyrate (Ruminococcaceae, Eubacterium,
Lachnospiraceae et Erysipelotrichaceae) et une augmentation de I'abondance de bactéries associées
au valérate (Acidobacteria). Les enfants atteints de TSA souffrant de constipation présentaient un
enrichissement en Fusobacterium, Barnesiella, Coprobacter et en Actinomycetaceae associées au
valérate, ainsi qu'une réduction des taxons producteurs de butyrate, suggérant un lien entre les AGCCs

et la constipation chez ces enfants (Liu et al., 2019).
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Une autre étude coréenne montre une augmentation du taux d'AGCCs total dans les selles
d'enfants TSA par rapport a des contrdles neurotypiques (Ha et al., 2021). A I'inverse, De Angelis et
collaborateurs montrent une diminution du taux de AGCCs total dans les selles d’enfants TSA par
rapport aux contrbles (De Angelis et al., 2013). Chez les sujets adultes, aucune modification de
concentration en AGCC n’a été observée entre les groupes TSA et neurotypiques (Gonzales et al.,
2021).

Dans les modeéles animaux, une teneur caecale plus élevée en butyrate a été rapportée chez
les souris (principalement chez les males) exposées in utero au VPA (de Theije et al., 2014) et chez les
souris BTBR (Golubeva et al., 2017). En revanche, Kong et collaborateurs observent une diminution de
la quantité totale d’AGCCs ainsi que du métabolisme de I'acide butyrique mais une augmentation du

métabolisme de |'acide propionique dans les selles de rats exposés in utero au VPA (Kong et al., 2021).

Ainsi, le consensus n’est pas encore clair quant a la part de I'altération des AGCCs comme

marqueurs et acteurs potentiels dans la physiopathologie de I'autisme.

2. Les acides biliaires secondaires

L’étude des modéles animaux des TSA nous indique des pistes d'une potentielle altération des
acides biliaires secondaires par les bactéries du microbiote intestinal dans I'autisme. Ainsi, en 2017,
Golubeva et collaborateurs ont observé des concentrations plasmatiques et fécales différentes
d'acides biliaires secondaires chez les souris BTBR par rapport aux souris contrdle C57BL/6. Les souris
BTBR présentent dans leur plasma une diminution des acides biliaires primaires CA et CDCA, ainsi
gu'une diminution des acides biliaires secondaires DCA et UDCA, mais pas de LCA. Les concentrations
fécales montrent seulement une diminution du LCA, mais une augmentation des acides biliaires tauro-
conjugués (T) totaux, et plus précisément des TCDCA, TDCA, TLCA et TUDCA (Golubeva et al., 2017).
Plus récemment, Gonzales et collaborateurs ont mesuré les taux d’acides biliaires primaires et
secondaires dans les féces d’individus adultes avec TSA et ont observé une augmentation de la
concentration en DCA chez le groupe TSA comparé au groupe neurotypique (p.value 0.057) (Gonzales
et al., 2021)

De facon intéressante, des altérations du métabolisme du cholestérol, et plus précisément une
hypocholestérolémie, ont été rapportées dans I'autisme (Lin et al., 2023), ce qui pourrait prédire des

atteintes dans le métabolisme des acides biliaires.

Lors de ce travail de thése, nous avons analysé les niveaux d'acides biliaires primaires et
secondaires dans les selles d'individus avec autisme, adultes, et avons investigué le réle des acides
biliaires secondaires sur la connectivité des neurones entériques. Cette étude contribue a une

meilleure compréhension du réle de ces métabolites, qui semblent étre impactés dans I'autisme, sur
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le systeme nerveux entérique et leur potentielle implication dans les troubles gastro-intestinaux

associés aux TSA (Le Dréan et al., en préparation).

3. Autres métabolites notables dans I'autisme

a- Les LPS

Les LPS (lipopolysaccharide) sont des endotoxines dérivées de la membrane externe des
bactéries Gram™. Les LPS sont relachés des membranes bactériennes lors de la destruction bactérienne
et possedent une forte capacité pro-inflammatoire, agissant sur les cellules par le biais des récepteurs
TLR (Toll-like receptors) et provoquant la libération de cytokines pro-inflammatoires (Oh & Cheon,
2020). Chez la souris, I'exposition in utero aux LPS via une infection par des bactéries Gram™ induit des
comportements de type autistique, comprenant des altérations sociales (Kristen et al., 2010) et une

exacerbation des comportements répétitifs (Carlezon Jr et al., 2019).

De maniere intéressante, ce sont les souris males qui présentent les altérations
comportementales les plus marquées, résonnant avec le sexe ratio de I'autisme, touchant 4 garcons
pour 1 fille. Ces résultats suggerent que certaines caractéristiques des TSA peuvent survenir si une
réaction immunitaire est déclenchée par des changements dans le Ml ou une infection bactérienne tot
dans la vie, comme le montrent les modeéles MIA dans I'étude de |'autisme ainsi que les études sur
I'impact d’une infection maternelle durant la grossesse sur le risque de développer un TSA sur la

descendance.

b- Le p-cresol

Le p-cresol est un métabolite bactérien pouvant agir comme une toxine dans divers processus
métaboliques chez ’humain, et étant associé a des anomalies du systeme nerveux (Oh & Cheon, 2020).
Une bactérie reconnue pour former du p-cresol est Clostridium difficile capable de stimuler
I'expression de I'enzyme p-hydroxyphénylacétate (pHPA) induisant la fermentation de la tyrosine en
p-cresol. Le p-cresol a été retrouvé augmenté dans les selles et urine d’enfants avec TSA (De Angelis et
al., 2013 ; Persico & Napolioni 2013) et ces taux peuvent étre corrélés a la sévérité de I'autisme chez
des enfants avec TSA (Persico & Napolioni 2013).

Les souris exposées au p-créosol pendant 4 semaines dans |'eau de boisson présentent un
déficit des comportements sociaux et une augmentation des stéréotypies. De plus, le p-créosol induit
un remodelage de la composition du MI. Aussi, le transfert du microbiote fécal des souris exposées au
p-crésol transfere les déficits sociaux et augmente le taux fécal de p-cresol chez les souris receveuses.
Le transfert du microbiote fécal des souris témoins chez les souris exposées au p-crésol rétablit les
altérations comportementales (Bermudez-Martin et al., 2021). Le p-cresol se place comme un

métabolite pouvant contribuer aux symptomes de I'autisme via un remodelage du M.
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Une telle diversité de profils bactériens et, inévitablement, de métabolites bactériens crée un
véritable défi pour identifier des biomarqueurs associés aux TSA, et pour l'instant, aucun métabolite
n'a été clairement identifié comme biomarqueur ou molécule décisive dans la physiopathologie des

TSA.

lll. Approches thérapeutiques dans les TSA visant le Ml

La majorité des études, qu'elles soient cliniques ou portant sur des modeles animaux des TSA, se
concentrent sur des approches probiotiques (supplémentation avec une ou plusieurs souches
bactériennes vivantes) ou sur le transfert de microbiote fécal, dans le but d'atténuer (et certaines fois

avec succes) les symptémes comportementaux, mais aussi digestifs, des TSA.

1. Les approches probiotiques

a- Dans les modeéles animaux TSA

L’administration de la souche L. reuteri chez les modéles VPA, Shank3B”- et BTBR annulent les
déficits sociaux caractéristiques de ces modeles animaux de TSA (Sgritta et al., 2019). Chez les souris
Shank3 KO, la supplémentation en L. reuteri permet une amélioration des comportements sociaux chez
les males et une diminution des stéréotypies chez les femelles (test d’enfouissement de billes) (Tabouy
et al., 2018). Cette méme souche lorsqu’elle est administrée aux méres ayant un régime riche en
graisse (modéle MHFD) permet une récupération des altérations sociales et du déficit synaptique
observé chez la descendance (Buffington et al., 2016). Chez les souris germ-free, qui présentent des
altérations comportementales proches des symptomes centraux des TSA, I'administration de souche
unique de probiotique comme Bacteroides Fragilis ou Lactobacillus reuteri permet la réversion de
plusieurs des comportements altérés (Desbonnet et al., 2015 ; Sgritta et al., 2019). Bacteroides fragilis
lorsqu’il est administré a la descendance des meres MIA, corrige les altérations de la perméabilité
intestinale et améliore les déficits de communication, les stéréotypies et I'anxiété chez les souris (Hsiao

et al.,, 2013).

Chez la souris Chd8”, une supplémentation en Bacteroides uniformis, dont I'abondance est

diminuée chez ce modeéle, améliore les comportements de type TSA (Yu et al., 2022).
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b- Etudes cliniques chez I’humain

Chez I’'humain, I'utilisation de probiotiques lors d'études cliniques chez des enfants avec TSA
offre quelques résultats intéressants. Dans leur étude, Liu, Wan et collaborateurs (2019) ont utilisé la
souche L. plantarum PS128 dans un essai controlé randomisé et en double aveugle sur une cohorte de
garcons avec TSA. lls ont observé une amélioration de I'anxiété, de linattention, de
I'hyperactivité/impulsivité, de I'opposition/défiance et des comportements de transgression chez les
enfants de 7 a 12 ans traités par probiotiques. De maniére surprenante, les enfants agés de 13 a 15
ans n'ont pas montré d'amélioration comportementale a la suite du probiotique (Liu et al., 2019). En
2018, Shaaban et collaborateurs ont supplémenté pendant 3 mois 30 enfants avec autisme (gargons
et filles agés de 5 a 9 ans) avec une combinaison de trois souches probiotiques : Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus et Bifidobacterium longum. Les enfants présentaient une
diminution significative du poids corporel (=300 g) ainsi qu’une amélioration significative de la sévérité
des troubles autistiques évaluée par I'ATEC (Autism Treatment Evaluation Checklist) et des symptémes
gastro-intestinaux évalués par le 6-GSl (G/ Severity Index incluant une évaluation de la constipation, de
la diarrhée, de la consistance et de I'odeur des selles, de la flatulence et de la douleur abdominale) par

rapport a la ligne de base évaluée au début de I'étude (Shaaban et al., 2018).

En mars 2023, est sortie la premiére étude clinique sur 15 individus avec TSA (agés de 15 a 45
ans, tous des hommes) utilisant la souche probiotique déja trés étudiée chez les modéles TSA, L. reuteri
(ou un placebo) (Schmitt et al., 2023). Le groupe L. reuteri présentait une amélioration de leurs
comportements adaptatifs (capacité a s'engager dans des activités de la vie quotidienne, mesurée par
le test Vineland-3) et de la préférence sociale, mesurée par le suivi des yeux. Les troubles gastro-
intestinaux chez les participants n'ont pas été investigués. Toutefois, une récente étude pilote portant
sur I'efficacité, chez ’humain, de L. reuteri sur les troubles comportementaux et gastro-intestinaux
dans l'autisme (Kong et al., 2020) étaient suffisamment encourageants pour envisager une étude
clinique a plus grande échelle. Cependant, a I'heure ol sont écrites ces lignes, aucune étude clinique

sur ce sujet n'est encore sortie.

A noter que la majorité des revues scientifiques compilant les études cliniques utilisant des
probiotiques dans l'autisme souligne, certes, des résultats prometteurs mais pointe également le
manque d'études en double aveugle, et a grandes cohortes, et concluent souvent a un manque de
données scientifiques pour considérer (pour 'instant ?) la supplémentation aux probiotiques dans la

prise en charge de l'autisme.
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2. La transplantation fécale

La transplantation fécale représente le transfert du microbiote fécal provenant d'un donneur
en bonne santé dans le systeme digestif d'un receveur dans le but de rétablir I'équilibre de la flore
intestinale (Tartaglione et al., 2023). Cette technique, en fonction de la maniere dont elle est préparée,

permet de transférer les bactéries mais aussi les métabolites du microbiote fécal (Wang et al., 2023).

a- Chezle modeéle murin TSA

L'utilisation des modeéles murins TSA permet plusieurs combinaisons de FMT : trans-espéces,
avec le transfert d’'un microbiote d’humain en bonne santé a un modéle souris ASD, ou inversement
(microbiote d’individu ASD a des souris naives), ou bien des FMT intra-espéces dans lesquelles le

microbiote de souris ASD est transféré a des souris naives, et inversement.
- FMT a partir de donneurs neurotypiques

La transplantation du microbiote fécal de souriceaux témoins ou de souriceaux TSA (modéle
MHFD) dans des souris germ-free agées de 4 et 8 semaines et présentant « naturellement » des
atteintes comportementales de type TSA est capable de normaliser le comportement social altéré chez
les souris germ-free a 4 semaines, mais pas a 8 semaines (Buffington et al., 2016). Cette étude, bien
gue présentant une taille d’échantillons limitée, souligne I'existence d’une période critique au cours
du développement au cours de laquelle le microbiote impacte le développement

neurocomportemental de I'h6te (Cowan et al., 2020).

Une autre étude utilisant le modéle MIA a examiné le potentiel thérapeutique de la FMT a
partir de donneurs humains en bonne santé. Les souriceaux MIA sevrés ont été traités par gavage tous
les deux jours pendant deux semaines. Les auteurs n’ont pas observé d’amélioration des
comportements sociaux mais rapportent une amélioration de I'anxiété et une réduction des

comportements répétitifs chez les souriceaux MIA (Chen et al., 2020).

Dans leur étude de 2023, Wang et collaborateurs ont transplanté le microbiote fécal d’enfants
TSA ou neurotypiques a des souris VPA. La FMT a partir du microbiote d’individus controle restaure le
déficit de sociabilité des souris VPA et diminue leur anxiété, alors que la transplantation du microbiote
TSA aggrave les troubles comportementaux des souris. L’analyse métabolomique des souris
receveuses montre une altération des voies métaboliques sérotoninergiques et glutamatergiques dans
le cerveau, ainsi que des modifications d’expression de genes liés a la connectivité neuronale qui
pourraient étre a I'origine des changements comportementaux (Wang et al., 2023). Les auteurs n’ont

pas investigué les fonctions digestives ou le SNE des souris VPA receveuses.
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- FMT a partir de donneurs TSA

La colonisation avec le microbiote d’enfants atteints de TSA chez des souris germ-free
gestantes conduit chez la descendance au développement des comportements autistiques chez les
souris receveuses, avec une exacerbation des comportements répétitifs ainsi qu’'une réduction de la
locomotion et de la communication par rapport aux souris qui ont recu la FMT d’individus contréles
(neurotypiques). Ces altérations étaient plus prononcées chez les souris males que chez les souris
femelles (Sharon et al., 2019). Dans une autre étude, les analyses ont été conduites directement sur
les souris germ-free transplantées avec du microbiote fécal d’enfants TSA ou neurotypiques. Les souris
transplantées avec le microbiote TSA présentaient une augmentation de I'anxiété (observée en open
field), une augmentation du temps de toilettage, et une diminution de la sociabilité (test des trois
chambres). Les souris ayant recu la FMT-TSA présentaient aussi une altération de la voie métabolique
du tryptophane, observée par I'analyse métabolomique sur le contenu caecal des souris mais aussi sur
les selles des enfants TSA dont provient la FMT (Xiao et al., 2021). Aucune de ces deux études ne s’est

intéressée aux troubles Gl chez les souris receveuses.

Dans ce contexte des troubles Gl, Avolio et collaborateurs rapportent une augmentation des
facteurs inflammatoires (COX-1 et TNF-a) dans l'intestin de souris transplantées avec le microbiote
fécal d’enfants TSA. Ces souris présentaient aussi une atrophie des villosités dans I'intestin gréle ainsi
que des altérations comportementales (diminution de la sociabilité, augmentation de I'anxiété). Cette
étude souligne le potentiel pro-inflammatoire du microbiote TSA et son impact sur la structuration du
systeme digestif, méme si les auteurs n’examinent pas les fonctions digestives des souris receveuses
(Avolio et al., 2022).

Ici aussi, les microbiotes fécaux humains utilisés proviennent, pour la grande majorité,
d'enfants avec autisme, et un manque de données apparait alors concernant l'investigation du
microbiote intestinal chez les individus TSA adultes. De plus, la majorité des études n’étudie pas
I'impact de la FMT sur les fonctions digestives et le remodelage du SNE. Durant mes travaux de these,
j'ai pu participer a une étude de FMT du microbiote fécal d'individus TSA adultes avec ou sans troubles
gastro-intestinaux ou bien neurotypiques sans trouble Gl (contréles) chez la souris naive. Cette étude,
toujours en cours, s'intéresse au potentiel pathologique du microbiote intestinal TSA dans I'altération
du comportement mais surtout des fonctions digestives et du SNE chez les souris receveuses (Marchix,

Le Dréan et al., en préparation).

b- Chez I'humain : Etudes cliniques

Chez les humains, quelques études cliniques ont été mises en place. En 2017, Kang et
collaborateurs ont réalisé une FMT, ou 18 enfants (agés de 7 a 16 ans) avec autisme et troubles gastro-

intestinaux ont été déplétés de leur microbiote intestinal par un traitement antibiotique
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(vancomycine), puis ont regu, par voie orale ou rectale, une transplantation de microbiote intestinal
humain standardisé (SHGM - Standardized Human Gut Microbiota) composé a plus de 99 % de
bactéries collectées a partir de selles de personnes en bonne santé (Kang et al., 2017). La FMT a
augmenté la diversité bactérienne et réduit d'environ 80 % la sévérité des troubles gastro-intestinaux,
notamment la constipation, la diarrhée et les douleurs abdominales. De méme, la sévérité des
symptomes comportementaux de I'autisme a nettement diminué par rapport au niveau de base avant

le traitement. Ces améliorations persistent jusqu'a 2 ans apreés le traitement (Kang et al., 2019).

D'autres études cliniques ont été menées par différentes équipes rapportant des effets
bénéfiques de la FMT provenant d’individus neurotypiques sur les symptémes comportementaux de
I'autisme et les troubles gastro-intestinaux (Li et al., 2021 ; Zhang et al., 2022 ; Pan et al., 2022 ; Huang
et al., 2022).

Ainsi, la FMT semble efficace pour améliorer les symptomes de l'autisme. Cependant, la
littérature est encore jeune et manque d’essais cliniques randomisés avec des controles placebo et des
cohortes plus importantes (hommes et femmes) pour établir de facon robuste la sécurité et I'efficacité
de la FMT en tant que traitement pour 'autisme (Zhang et al., 2023). D’autant plus que cette technique
peut étre invasive (antibiotiques, administration voie rectale) et éprouvante pour des individus avec
TSA.

3. Autres approches : Supplémentation en AGCCs

Comme vu dans les paragraphes précédents, les AGCCs sont fréquemment rapportés comme
étant modifiés dans les TSA, ainsi que dans les modeéles animaux des TSA. Des approches
thérapeutiques basées sur une supplémentation en AGCCs, et plus précisément du butyrate, sont alors

explorées.

Des souris BTBR adultes ont été supplémentées en butyrate sous la forme d'injection
intrapéritonéale de sodium butyrate tous les jours pendant 10 jours. Ce traitement augmente la
sociabilité des souris BTBR, diminue leur comportement stéréotypé (test d'enfouissement de bille)
mais n'impacte pas leur temps de toilettage ni leur niveau d'anxiété. Ces maodifications
comportementales sont associées a des changements d'expression de genes liés a l'activité neuronale
dans le cortex préfrontal (Kratsman et al., 2016). De fagon intéressante, une étude récente a montré
une efficacité accrue du sodium butyrate dans le modele BTBR sur les déficits en interaction sociale et
les comportements répétitifs lorsqu'il est administré en combinaison avec un prébiotique (a-
lactalbumine) (Leo et al., 2021). De plus, la supplémentation des meres BTBR avec le sodium butyrate
améliore les comportements autistiques de la descendance, indiquant une possible I'utilisation du
sodium butyrate dans le cadre de stratégie préventive chez des meére « a risque » (Cristiano et al.,
2022).
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Il est important de noter que la supplémentation en AGCCs n'est pas que bénéfique, et qu'une
administration de propionate en forte dose chez les rats conduit au développement de
comportements autistiques associés a des atteintes inflammatoires chez les animaux (MacFabe et al.,
2011 ; Choi et al., 2018).

En conclusion, le Ml et ses métabolites constituent une fenétre sur les interactions
incroyablement riches et complexes de I'axe microbiote-intestin-cerveau. A ce jour, ils apparaissent
comme des cibles thérapeutiques prometteuses pour soulager les troubles comportementaux et
digestifs des TSA.
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Objectifs de these

L'autisme est fortement associé a des troubles Gl dont la sévérité est corrélée a la sévérité des
symptomes comportementaux des TSA. Ces observations ameénent a I’'hypothése que, dans les TSA,
en plus des atteintes du SNC, il y aurait des atteintes du SNE. Alors, décrypter les troubles Gl dans
I'autisme nécessite de mieux caractériser le systeme nerveux entérique dans le contexte de cette
pathologie. L'autisme est accompagné de nombreux facteurs génétiques et environnementaux qui
peuvent impacter le remodelage et le fonctionnement du SNE.

L’étude des effets de ces divers facteurs sur le SNE constitue un vaste domaine de recherche,
au sein duquel s'inscrit cette these.

Les objectifs de cette these sont multiples et organisés en 2 axes principaux :

Le premier axe caractérise l'implication de molécules associées a l'autisme dans la connectivité
neuronale et le fonctionnement du SNE. Pour cela, nous nous sommes intéressés a la protéine de
guidage axonale Sémaphorine 5A, associée a |'autisme et dont des mutations sur son gene SEMASA
sont retrouvées dans les TSA. Cet axe possede deux sous-objectifs : Le premier est de caractériser le
role de la sémaphorine 5A dans le SNE, un réle qui n’a encore jamais été investigué, et le deuxiéme est
d’étudier I'impact d’une mutation génétique de la Sema5A, retrouvée dans |'autisme, sur I'action de
cette protéine sur le SNE.

Ce premier axe a donné lieu a un premier article, en révision dans iScience. Dans cet article,
nous avons montré que la sémaphorine 5A ainsi que ses récepteurs Plexin Al et Plexin A2 étaient
exprimés par les neurones entériques et que la sémaphorine 5A modifie fonctionnellement I’activité
synaptique en impactant la libération des vésicules synaptiques au niveau des terminaisons nerveuses
des neurones entériques. Cette action pourrait étre médiée par des régulations de la phosphorylation
de la protéine pré-synaptique synapsin-1. De maniere intéressante, la forme mutée de la Sema5A
retrouvée dans I'autisme abolit ces effets.

Le deuxieme axe s’intéresse au microbiote intestinal, un facteur environnemental en plein essor et
tres important dans la physiologie digestive de I'hote. Cet axe caractérise I'impact de médiateurs issus
du microbiote intestinal sur le fonctionnement et la connectivité du SNE. Pour ce faire, nous nous
sommes concentrés sur les métabolites que sont les acides biliaires secondaires, retrouvés en
concentration augmentée dans les selles de femmes avec TSA.

Ce deuxieme axe est porté par un deuxiéme article en préparation, dont les premiers résultats
sont présentés dans cette thése. Nous avons montré que I'exposition chronique des neurones
entériques a I'acide désoxycholique (DCA), retrouvé augmenté dans les selles de femmes avec TSA,
induit un remodelage du réseau neuronal et synaptique, associé a une modification de l'activité
synaptique et de 'activité spontanée des neurones entériques.

Un premier article dans lequel je suis 2nd auteur et publié dans Frontiers in Neuroscience,
ouvre cette section des résultats et caractérise le modeéle de culture de neurones entériques purifiés
qui a été abondamment utilisé lors de mes travaux de these.
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The enteric nervous system (ENS) is the intrinsic
nervous system that innervates the entire digestive tract
and regulates major digestive functions. Recent
evidence has shown that functions of the ENS critically
rely on enteric neuronal connectivity; however,
experimental models to decipher the underlying
mechanisms are limited. Compared to the central
nervous system, for which pure neuronal cultures have
been developed for decadesand are recognized as a
reference in the field of neuroscience, an equivalent
model for enteric neurons is lacking. In this study, we
developed a novel model of highly pure rat embryonic
enteric neurons with dense and functional synaptic
networks. The methodology is simple and relatively fast.

We characterized enteric neurons using
immunohistochemical, morphological, and
electrophysiological approaches. In particular, we

demonstrated the applicability of this culture model to
multi-electrode array technology as a new approach for
monitoring enteric neuronal network activity. This in
vitro model of highly pure enteric neurons represents a
valuable new tool for better understanding the
mechanisms involved in the establishment and
maintenance of enteric neuron synaptic connectivity and
functional networks.

enteric neuron, enteric synapse, spontaneous activity, lipid-
mediated transfection,multi-electrode array, patch-clamp
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circular and longitudinal muscle layers) and the submucosal
plexus (located between the circular muscle layer and the
mucosa) (Brookes, 2001; Schemann and Neunlist, 2004; Kang
et al., 2021). The ENS consists of two major cell types; enteric
neurons and enteric glial cells (EGCs), derived from enteric
neural crest cells that colonize the gut during embryogenesis
(Burns and Pachnis, 2009; Kang et al., 2021). A functional neural
network has been established following a complex program of
developmental maturation extending to the postnatal period
(Burns and Pachnis, 2009; Gershon, 2010). Coordinated activity
of the enteric neuronal network, through poorly characterized
mechanisms regulates major functions of the digestive tract,
such as intestinal epithelial permeability, secretion and gut
motility (Schemann and Neunlist, 2004). In addition, alterations
in the ENS and its functions (known as enteric neuropathies)
have been associated with or described as being responsible for
gut dysfunction in various gastrointestinal diseases, manifested
notably by impaired motility and peristalsis (Burns et al., 2009;
Gonzales et al., 2020; Holland et al., 2021).

Neuronal connectivity is a key physiological process
involved in ENS function (Nestor-Kalinoski et al., 2022). At
the organ level, neuronal connectivity is defined as structural
and functional connectivity contributing to neuronal network
activity, which is translated at the cellular level by synaptic
communication (Park and Friston, 2013). It has been suggested
that perinatal development of enteric neuronal connectivity and
neurotransmitter expression by neurons play a key rolein
intestinal motility control (Hao and Young, 2009; Foonget
al., 2012). On the other hand, disruption of key processes
involved in neuronal connectivity has been reported to impact
gastrointestinal motility (Chalazonitis et al., 2011; Sasselli et
al., 2013). At the molecular level, key factors known to regulate
brain neuronal connectivity, such as members of the Semaphorin
and Ephrin families, have been identified to playa putative role
in ENS maturation (Gonzales et al., 2020; Bodin et al., 2021).
However, a better understanding of the mechanisms regulating
neuronal connectivity and its impacton ENS function remains
a major problem. This lack of understanding is partly due to
the absence of experimentalin vitro models of enteric neurons.
Pure culture models ofcentral neurons have been developed for
decades and have proven to be valuable tools for studying
fundamental neuronal processes, including dendrite and axon
formation, neuronal plasticity, and synaptic activity (Smiatowska
and Legutko, 1992;Ray et al., 1993; Yang et al., 2010). Most in
vitro models of ENS are composed of a mixed culture of enteric
neurons, EGCs,and myofibroblasts (Schonkeren et al., 2022),
and have providedinvaluable data on the identification of trophic
factors for enteric neuron development (Heuckeroth et al., 1998;
Gougeon et al.,, 2013) and on the mechanisms regulating
neurotransmitterexpression (Chevalier et al., 2008). To address
glial functions more specifically, pure cultures of EGCs have
been developed and used to demonstrate their role in the
regulation of intestinal
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epithelial barrier functions and neuronal development (Van
Landeghem et al., 2011; Le Berre-Scoul et al., 2017). However,
pure cultures of enteric neurons with dense neuronal networks
that are applicable for long-term studies are currently lacking.
Several culture models enriched in enteric neurons have been
developed, but resulted in cultures that are incompletely pure in
enteric neurons (Wu et al., 1999; Sato and Heuckeroth, 2008),
with a sparse neuronal network (Bannerman et al., 1988) or
containing non-functional neurons (Hawkins et al., 2013).

Commonly used methods for studying enteric neuronal
activity are based on calcium (Ca®*), voltage-sensitive dye
(VSD) imaging, and patch clamp (\VVanden Berghe et al., 2001,
2008; Schemann et al., 2002; Bodin et al., 2021). As an emerging
electrophysiological technique, the multi-electrode array (MEA)
represents a particularly suitable approach for monitoring
functional neuronal networks in a prolonged and non-invasive
manner, enabling repeated recordings on the same culture over
several weeks. Unlike Ca?* and VSD imaging, MEAs does
not rely on fluorescent dyes; thus preventing phototoxicity and
photobleaching. In addition, MEA is less time-consuming than
conventional single-cell electrophysiological techniques suchas
patch clamp, although it offers a lower degree of spatial
resolution. The application of MEA to central nervous system
(CNS) neuron cultures has provided a better understanding of
neuronal network features, including network dynamics and
signal propagation waves (Amin et al., 2016); however, MEA
has never been applied to enteric neuron network studies, which
might be partly due to the unavailability of enriched neuronal
cultures at high density required for this technique. Although a
study using a MEA system allowed to characterize the spatial
properties of oscillating electrical activity in ex vivo mouse
ileum, the data collected did not provide a fine analysis of enteric
neuronal networks, but rather an overview of a cellular
cooperation including muscle, neuronal and interstitial cells
(Taniguchi et al., 2013). Finally, a second study recently
reported the application of myenteric neuron cultures in MEA
chips but without presenting the corresponding recordings
(Schulte et al., 2021).

Therefore, this study aimed to develop a long-term culture
system for highly pure enteric neurons from rat embryos. We
demonstrated that our procedure resulted in highlyenriched
enteric neuron culture. The main features of enteric neurons
were measured by morphological, phenotypic, and functional
characterization by immunofluorescence, western blot,
electrophysiology, and live imaging approaches. Inaddition, we
found that these cultured enteric neurons established synaptic
connections and were organized in a functional neuronal
network, as shown by patch-clamp, FM 1-43, and MEA
recordings. This novel enteric neuron culture model provides a
valuable tool for studies targeting cell- autonomous mechanisms
involved in the establishment and maintenance of enteric
neuronal connectivity.

113



Materials and methods

Animals

We cultured enteric neurons from rat embryo intestines.
We obtained pregnant Sprague-Dawley rats on gestational day
15 (Janvier Labs, Le Genest Saint-Isle, France). The rats
were anesthetized with isoflurane and euthanized by cervical
dislocation. We collected the embryos and extracted the
intestines for cell culture. All animal experiments were
performed in accordance with the French Standard Ethical
Guidelines for Laboratory Animals.

Enteric neurons cell culture

Isolation and dissection of the intestines have been
previously described (Le Berre-Scoul et al., 2017). Embryonic
day 15 (E15) rat intestines were collected and finely dissected in
cold Hank’s buffered salt solution (HBSS). Each whole intestine
(duodenum to sigmoid colon) was individually placed in a drop
of cold HBSS in a Petri dish and cut into 8 pieces of equal length.
We placed the 8 pieces of each intestine (referred later as
explants) in a 24-well plastic culture plate (Corning®-Costar®,
ref 3524, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) previously coated
with poly-L-lysine 0.1 mg/mL and covered it with a glia-
conditioned culture medium with GDNF 50 ng/ml (R&D
Systems — bio-techne, 512-GF-050/CF). We obtained the culture
medium from an EGC culture. Enteric glial cell cultures were
obtained from ENS primary cultures derived from rat
embryonic intestines (Van Landeghem et al., 2011). Briefly,
EGC was cultured in DMEM (41965-039- Gibco) supplemented
with 10% (vol/vol) heat-inactivated FBS (Eurobio), 10 mM
glutamine (25030-024-Gibco), 50,000 IU Penicillin/50,000 1U
Streptomycin (15140-122-Gibco). When EGCs were at 50%
confluence, DMEM was replaced for 72 h with Neurobasal
Medium (ref 21103-049-Gibco) supplemented with B27 (ref:
17504-044-Gibco), 10 mM Glutamine (ref 25030-024-Gibco),
50,000 IU Penicillin/50,000 IU Streptomycin (ref 15140-122-
Gibco). This glia-conditioned medium was then filtered through
a sterile 0.22 uM PolyEhterSulfone membrane before storage
(—20°C) or used. After 5 days of culture (D5), many cells
emerged from the explants and covered a large part of the well.
We removed the explants using a P1000 pipette, and detached
the cells with 300 ul of Accutase per well for 5 min. Accutase
was inhibited by adding 4.7 ml of DMEM + FBS and cell
suspensions were centrifuged at 1,500 rpm for 5 min at room
temperature (RT). The cell pellet was suspended in conditioned-
glia medium + GDNF (50 ng/ml) and seeded either in a P24 plate
for immunofluorescence, on an 18 mm diameter coverslip
(Neuvitro corp., Vancouver, WA, USA) for patch clamp, in
a MEA chamber or in Ibidi 8-well plate for Ca’* and VSD
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imaging, all previously coated with poly-L-lysine 0.1 mg/ml.
At D6, an antimitotic (cytosine arabinoside: AraC, 5 uM) was
added to the medium to eliminate the remaining glial and muscle
cells. Purified neurons were used for functional and
morphological tests on D11 and D12.

Immunostaining

We fixed cells with 4% paraformaldehyde for 15 min. The
cells were permeabilized for 5 min in 0.25% Triton-X-
100 in PBS at RT. After washing twice in PBS, cells were
incubated for 30 min in blocking solution (PBS containing
10% BSA) at RT. Cells were incubated overnight at 4 ° C with
the primary antibodies diluted in PBS containing 3% BSA.
The primary antibodies used were as follows: mouse anti- S1008
(1:3, Dako, Les Ulis, France), mouse anti-a-smooth muscle actin
(a-SMA, 1:2000, Abcam Inc., Cambridge, MA, USA), goat anti-
Hu (1:100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA),
mouse anti-Hu (1:500; Molecular probe),rabbit anti-neuronal
nitric oxide synthase (nNOS; 1:500; Enzo),goat anti-choline
acetyltransferase (ChAT; 1:200; Millipore), mouse anti-
microtubule-associated protein 2 (MAP2; 1:500,Sigma-Aldrich,
Saint-Quentin-Fallavier, France), rabbit anti- Synapsin-1
(1:1,000, Cell Signaling), rabbit anti-8l1I-tubulin (Tuj1, 1:500,
Abcam), and mouse anti-PSD95 (1:200; Thermo Fisher
Scientific, Cillebon sur Yvette, France). After washing, we
incubated the cells for 90 min at room temperature with the
appropriate FITC-conjugated or Alexa 568-conjugated
secondary antibody diluted in PBS containing 3% BSA and
0.02% azide. Cells were washed with PBS containing DAPI
(Molecular Probes). For each sample, images were acquired
using an Axio observer Zeiss microscope (Zeiss, Germany)and
Zen software (Zeiss, Germany) and were taken from three
randomly chosen fields. Images were quantified using the

ImageJ software. Data are presented as mean = SEM of n = 4
culture wells from 4 independent rat embryos.

Analysis of confocal images

For visualization of synaptic clusters stained by synapsin-1
and PSD95, images were acquired with x60, numerical aperture
(NA) 1.4 oil immersion objective using a scanning confocal
microscope (NIKON Al RSi, Nikon, Tokyo, Japan) driven by
NIS-Elements software. High resolution 3D confocal images
were done accordingly to the Nyquist sampling rate (0.1 um XY
and 0.15 um Z step) and processed with the Lucy Richardson
deconvolution algorithm (NIS-Elements Software). In each
sample, the two fluorophores (FITC or Cy5) were recorded
separately using sequential scanning to eliminate the possibility
of overlapping emission.
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ENS rat primary culture

Primary cultures of rat ENS (mixed culture with muscle, glia,
and neuronal cells) were generated and cultured as previously
described (Chevalier et al., 2008). Briefly, the intestines of rat
embryos at E15 (Sprague—Dawley rat, Janvier Laboratories SA,
Le Genest-St-Isle, France) were finely diced and digested at
37 ° C for 15 min in DMEM-F12 (Gibco, Life Technologies, Cat#
31330-038) with 0.1% (w/v) trypsin (Sigma, Cat# T1426). The

trypsin reaction was stopped by a medium containing 10% (v/v)

fetal bovine serum (Sigma, Cat# F2442) and then treated with
0.01% (w/v) DNAse | (Sigma, Cat# DN25) for 10 min at 37 ° C.
After trituration, we centrifuged the cells at 750 rpm for 10 min,
and seeded them in 48-well plates previously coated for 30 min
at 37 °C with a solution of 0.5% (w/v) gelatin (Sigma, Cat#
G6144). After 24 h, the medium was replaced with a serum-free
DMEM-F12 medium containing 1% (v/v) of N-2 supplement
(Life Technologies, Cat# 17502-048).

Western blot

Enteric nervous system and highly pure enteric neuron
cultures were lysed in RIPA buffer (20-188, Millipore),
completed by phosphatase (phosphatase inhibitor cocktail3,
P0044, Sigma-Aldrich) and protease inhibitors (protease
inhibitor cocktail, 11873580001, Roche), and then sonicated.
Total protein content was quantified using the Pierce BCA
protein assay kit (23225, Thermo Fisher Scientific) before
adding an adjusted volume of sample reducing agent (NP0O009,
Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) and LDS Sample Buffer
(NP0008, Thermo Fisher Scientific).

Equal amounts of lysate were separated using NuPage 10%
Bis-Tris Gels (Thermo Fisher Scientific), together with the 2-(N-
morpholino) ethanesulfonic acid/sodium dodecyl sulfate (MES-
SDS, B0002, Thermo Fisher Scientific) running buffer, before
electrophoretic transfer to nitrocellulose membranes using the
iBlot™ Dry Blotting System (Thermo Fisher Scientific).
Membranes were then blocked for 1 h at room temperature
in TBS with 0.1% (v/v) Tween-20 and 5% (w/v) non-fat dry
milk and incubated overnight at 4 ° C with the following
primary antibodies: mouse monoclonal anti-Tujl (1:1,000;
T8660, Sigma), mouse monoclonal anti-PGP 9.5 (1:1,000, MA1-
83428, Thermo Fisher Scientific), mouse monoclonal anti-
GFAP (1:1000, GA5, IFO3L, Calbiochem), rabbit polyclonal
anti-a-SMA (1:1000, ab5694, Abcam). To confirm equal
protein loading, the membranes were probed with a mouse
monoclonal anti-8-actin antibody (1:10,000; A5441, Sigma).
Bound antibodies were detected with horseradish peroxidase-
conjugated anti-rabbit or anti-mouse antibodies (1:5,000;Life
Technologies, Thermo Fisher Scientific) and visualizedby
enhanced chemiluminescent detection using Clarity ECL
substrate (1705061, Biorad). The immunoreactive bands were
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imaged using laser-scanning densitometry and Image Lab
software (Bio-Rad).

Transfection

We collected explant-derived cells after Accutase treatment
on DO, resuspended in 2 ml of conditioned glia medium, and
transfected them by incubation for 1h at 37 ° C with 1 ul

Lipofectamine® (Invitrogen) and 1 ug of cDNA encoding

membrane-targeted GFP (mGFP) cDNA [GAP-GFP(S65T), a
gift from Dr. K. Moriyoshi, Kyoto University, Japan (Moriyoshi
et al., 1996). The cell suspension was then distributed into four
wells of a 48-well plastic culture plate. On D3, cultures were fixed
with 4% paraformaldehyde for 15 min for microscopic analysis.

Morphological analysis of transfected
neurons

Transfected neurons were analyzed by microscopy (Axio
Observer Zeiss, Germany; Objectif X20). The transfection rate
was calculated by counting the number of mGFP + neurons in a
48-well culture plate, normalized by the number of Hu + cells in
the same well. We counted cells using the multi-point tool in the
ImageJ software. The morphological classification of transfected
neurons was based on the number and length of axons arising
from the cell body as well as the diameter of the cell body. In
addition, the dendritic morphology was scored as lamellar or
filamentous according to previous studies (Foong et al., 2012).
A total of 183 GFP-positive neurons have been analyzed from
n = 6 culture wells from three independent rat embryos.

Synaptic vesicle recycling

Synaptic vesicle endo/exocytosis recycling by enteric
neurons was studied using FM1-43 imaging (Molecular Probes)
in Ibidi 8-well plate (u-Slide 8 Well, #80826, Gréfelfing,
Germany). Neurons were loaded for 60 s at 37 ° C with 5 ug/ml
of FM 1-43 in 1 ml of stimulation buffer composed of 31.5 mM
NaCl, 90 mM KCI, 2 mM MgClz, 2 mM CaClz, 25 mM HEPES,
30 mM glucose solubilized in H20 at pH 7.4. Cells were washed
for 15 min at 37 ° C in Ca?*-free washing buffer (119 mM NacCl,
2.5 mM KCI, 4 mM MgClz, 25 mM HEPES, and 30 mMglucose
solubilized in H20 at pH 7.4) to avoid unloading by spontaneous
activity. Finally, Ca®*-free washing buffer wasremoved and
replaced by stimulation buffer. The cells were imaged for 60 s at
37 ° C (in the stimulation buffer). Dynamic experiments (30 fps)
were performed using a resonant scanningconfocal microscope
(NIKON A1 RSi, Nikon, Tokyo, Japan)
with an oil-immersion objective (x63, NA, 1.40). Excitation

and emission wavelengths were respectively set at
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595 nm, accordingly to FM1-43 fluorescence spectrum. We
analyzed images using the ImageJ software. The percentage of
fluorescence after 60 s was calculated for each cluster using the
formula: ((Fos-Feos)/Fos)/x100 where Fos is the fluorescence
intensity at 0 s and Feos at 60 s. Previous studies conducted in
hippocampal neurons have described different populations of
destaining events that might reflect different mode of exocytosis
(Richards et al., 2005). We thus classified the FM1-43 synaptic
clusters based on their percentage of remaining fluorescence at
1 min as compared to fluorescence intensity measured at tO.
We have arbitrary defined 3 types of synaptic clusters according
to the remaining FM1-43 fluorescence at 1 min. The first type
was defined by synaptic clusters retaining a high level

of fluorescence intensity (=80% of cluster’s intensity at t0s),
the second type by synaptic clusters retaining a low level of
fluorescence intensity (<50%) and the last type by synaptic
clusters retaining an intermediate level of fluorescence intensity
(comprised between 80 and 50%). A total of 154 FM1-43-
positive clusters have been analyzed in three culture wells from
three independent rat embryos. To assess the impact of putative
photobleaching on fluorescence, cultures loaded with FM1-43
were recorded for one minute in washing buffer. In these non-
stimulated conditions, we observed that the remaining FM1-43
fluorescence intensity was in average 99.1 + 0.6% (SEM) at
1 min as compared to fluorescence intensity measured at t0.
Analysis performed on two culture wells from two independent
rat embryos.

Calcium imaging

We performed Ca®* imaging using Cal-520, AM dye
(Abcam, Cambridge, UK) in Ibidi 8-well plates (u-Slide 8 Well,
#80826, Grafelfing, Germany). Neurons were loaded into glia-
conditioned medium supplemented with Cal-520 AM dye (5
uM) for 60 min at 37°C in a cell culture incubator. High-
frame-rate (60 fps) images were recorded usinga resonant
scanning NIKON Al RSi confocal microscope (Nikon
Instruments, Champigny sur Marne, France) with a
dedicated oil immersion objective (x63, NA, 1.40) and a
temperature (37°C)/COz2 (5%) controller. The dye was excited
by a laser source at 488 nm and the fluorescence signal was
recorded at 520 nm. Video acquisition was performed using
the Nikon imaging software NIS-Elements. We analyzed the
images using the ImageJ software. The fluorescence intensity
was measured in region of interest (ROI) delimitating neuronal
cell bodies for spontaneous activity and upon pharmacological
stimulations. Data were represented as changes in fluorescence
intensity according to the formula AF = F/Fo, where Fo is the
minimum fluorescence intensity. The different Ca®* transient
patterns were defined according to the criteria previously
reported (Margiotta et al., 2021) i.e., isolated (simple peaks),
tightly clustered (compound peaks) and moderately clustered
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Ca®* transients (a mixture of simple and compound peaks). The
analyses were carried out on a total of 70 neurons from n = 4
cultures from 4 independent rat embryos. Cells were stimulated
or inhibited with the following pharmacological compounds
veratridine (30 uM, Sigma), Di-MethylPhenylPiperazinium
(DMPP, 10uM, Sigma), 2 (3)-O-(4-benzoylbenzoyl)-Adenosine
TriPhosphate (BzATP, 100 uM, Sigma), Potassium Chloride
(KCI, 75 mM, Sigma), and Tetrodotoxine (TTX, 0.5 uM, Sigma).
The analyses were carried out on a total of 44 neurons fromn =4
culture wells from 4 independent rat embryos.

Voltage-sensitive dye imaging

We perfomed voltage-Sensitive Dye (VSD) imaging using
the FluoVolt™ membrane potential kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) in Ibidi 8-well plates
(u-Slide 8 Well, #80826, Gréafelfing, Germany). Neurons were
loaded into glia-conditioned medium supplemented with the
1000X FluoVolt™ dye (1/1000) and the 100X Power Load
Concentrate (1/100) for 15-20 min at 37 °C in an incubator.
Similarly, for calcium imaging, the dye was excited at 488 nm,
and the fluorescent signal recorded at 520 nm using a resonant
scanning confocal microscope (NIKON Al RSi) at 37 °Cand
5% CO2. We acquired images at 500 fps and analyzedthem
using the ImageJ software. Fluorescence intensity data were
measured in an ROI of inter-cluster fibers. The fiberswere
classified according to their size with the following
criteria: small-caliber fibers = width <1 um and large-caliber
fibers = width = 1um. Spontaneous activity data were presented
as changes in fluorescence intensity according to the formula
AF = F/Fo, where Fo is the minimum fluorescence intensity. The
analyses were carried out on a total of 15 fibers from n = 4 culture
wells from four independent rat embryos.

Patch clamp electrophysiology

We transferred isolated enteric neurons to a recording
chamber and perfused them continuously with an external
solution containing (in mM):135 NaCl, 5.4 KClI, 0.33 NaH2POg4,

1 MgCl,, 2 CaCl,, 5 HEPES, and 5 Glucose (pH
adjustedto 7.4 with NaOH, and osmolarity adjusted
to 300 mosmol)at room temperature. Neurons were
visualized using an Olympus microscope (BX51WIF;
Olympus Corporation, Japan)and an X40 water-
immersion objective (Olympus U-CAMD3; Olympus
Corporation, Japan). Recordings were performed
using borosilicate pipettes (glass capillaries
GC150TF-10, Harvard apparatus, USA) prepared with
a micropipette puller (PC-10, Narishige Co, LTD,
Japan). Electrodes (7-8 Mohm) were filled with a
solution containing the following (100 mM K-aspartic
acid, 30 mM KCI, 1 mM MgCI2, 4.5 mM ATP, 10 mM
HEPES, and 6 mM EGTA (pH adjusted to 7.2 with
KOH, and osmolarity was adjusted to 300 mosmol).

116



We recorded data using a HEKA amplifier (EPC10 USB
double) and the PATCHMASTER software (HEKA Instrument
Inc., New York, USA). The signals were digitized at 1 kHz.
Whole-cell recordings were corrected for a junction potential of
+18 mV. The series resistance was monitored throughout the
experiment using a brief voltage step of —10 mV at the end of
each recording. In total, 23 neurons were patched (fromn =5
cultures from 5 independent rat embryos) but only 15 neurons
had an analyzable action potential (AP).

Data analysis

Cell-attached

We performed cell-attached patch-clamp recordings to
record the spontaneous firing activity of isolated enteric neurons
while preserving the cytoplasmic contents. Cell- attached
recordings were performed exclusively in the voltage- clamp
mode, taking care to tune the injected current to 0 pA for5 min
(Perkins, 2006). The firing frequencies (Fi) were averagedfrom
10 continuous recordings (at least 2 min of continuous
recordings) from each neuron.

Whole-cell patch clamp

Current-clamp: we applied progressive current injections,
from a basal current of —150 pA, and increased by 500 ms steps
of 10 pA at 0.1 Hz, until AP firing. We analyzed action
potential parameter recordings following a current injection of
+30 pA above rheobasis. We measured the I/V relationship and
active membrane properties using Fitmaster (HEKA Elektronik,
Germany): membrane potential, amplitude of action potential,
rise and decay time duration, amplitude of hyperpolarization,
duration to reach hyperpolarization amplitude, and frequency
of action potential.

Voltage-clamp: Neurons were then voltage clamped at
—60 mV, and the minature post-synaptic currents (mPSCs)
were recorded and analyzed during 250 s recording segments.
We identified the (mPSCs) using a semi-automated amplitude
threshold-based detection software (Mini Analysis 6.0.7
Program, Synaptosoft, Fort Lee, NJ, USA).

Multi-electrode array electrophysiology

We performed MEA recordings using the MEA2100-Mini-
System (MultiChannel Systems), which includes the signal
collector unit USB-MEG64-system equipped with a FA60SBC
filter amplifier (total gain = 1,100), a power supply (PS40W), and
a temperature controller (TC02). Standard 60-electrode MEA
chips (60MEA200/30iR-Ti) were pre-coated with 0.1 mg/ml
of poly-L-lysine and 0.1 mg/ml poly-L-ornithine overnight at
room temperature. After rinsing the chips, enteric neurons were
plated onto the MEA chips and maintained for 28 daysin an
incubator at 37°C and 5% CO: before recording. During
recordings (10 min per MEA chip), plates were kept
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on a heated stage maintained at 37 ° C and covered with aplate
lid to prevent evaporation of the medium. Spontaneous network
activity from rat enteric neuron cultures on MEA chips was
acquired using the MultiChannel Experimenter software
(version 2.17.8.21078). We analyzed the data using a
MultiChannel Analyzer (version 2.18.0.21200). The recordings
were digitized at 50 kHz. During offline analysis, a digital2nd
order high pass Bessel filter with a cutoff of 100 Hz was applied.
The peak detection threshold was set with an average noise of
five times the signal standard deviation on a per-channel basis
(dead time of 3 ms, pre-trigger of 1 ms, and post-trigger of 2 ms).
Bursts were analyzed using the followingparameters: maximum
interval of 50 ms to start/end the burst, minimum interval of 100
ms between bursts, minimum burst duration of 50 ms, and at
least four spikes in a burst. Data are

presented as mean + SEM of n = 3 chips from 3 independent rat
embryos.

Statistical analysis

All data are expressed as mean + SEM (Standard Error of
the Mean). Normality and equal variance were verified using
the Shapiro—Wilk and Brown—Forsythe tests, respectively. Data
were then compared using a t-test or one-way analysis of
variance (ANOVAs), followed by post-hoc Tukey’s comparison
test. All statistical analyses were performed using the GraphPad
Prism statistical software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
USA). Statistical significance was setat p < 0.05.

Results

Establishment of a highly pure neuron
culture

The establishment of a highly pure culture of enteric neurons
was based on a novel two-step protocol applied to rat E15
embryos as summarized in Figure 1. First, the gut explantswere
cultured for 5 days (D-5 to D0), and the cells that migratedfrom
the gut explant recovered by mild accutase treatment on DO and
plated in a culture dish for seven additional days to obtain a
dense neuronal network at D7 (Figure 1).

Besides neurons, other putative cell types derived fromgut
explants could be EGCs and muscle cells. To determinethe
proportion of each cell type, we performed triple
immunolabeling for Hu, S1008, and a-SMA to specifically label
neurons, EGCs, and muscle cells, respectively (Figure 2A). At
D7,99.7 + 0.14% of total cells (identified using DAPI staining)
were neurons [Hu-immunoreactive (IR)], 0.25 + 0.15% were
muscle cells (a-SMA-IR) and only 0.05 + 0.02% were EGCs

(S1008-IR) (neurons vs. muscle cells: p < 0.001;
neurons vs. EGCs: p < 0.001, n = 4 culture wells
from four independent
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FIGURE 1

Schematic summary of the experimental protocol for the establishment of a highly pure culture of enteric neurons.

rat embryos, Kruskal-Wallis) (Figure 2B). Neurons are mainly
organized as clusters composed of 5-8 neuronal cell bodies. To
further confirm the purity of neurons in our culture model,
we performed Western blot (WB) using antibodies against the
neuronal proteins Tuj1 and PGP 9.5, the glial protein GFAP, and
the muscle cell protein a-SMA. As a control, ENS mixed
cultures were also analyzed by WB with the same markers
(Figure 2C). We only detected Tujl and PGP 9.5 expression
in our neuron culture model, while the markers of all the cell
types were observed in the ENS mixed culture (Figure 2C).
Regarding the network organization, neuronal cell bodies were
present at high density and showed a profuse network of nerve
processes (Figure 2D). These were later characterizedas axons
when labeled with Tuj1 and PGP 9.5, respectively (Figures 2D,
E), and as dendrites when labeled with MAP2 (Figure 2E).
These results show that the experimental design developed in
this study resulted in a primary culture model composed of
neurons.

Morphological and phenotypical
characterization of enteric neurons

Several subtypes of enteric neurons have been identified,
based on their morphology and neurochemical phenotypes. The
morphological criteria concern the size of the cell body, presence
of dendrites, and axonal architecture. To assess the morphology
of enteric neurons in our culture model, we transfected cells with
an mGFP plasmid on DO and analyzed their morphology
on D3. We found a mean of 183.60 + 18.25 neurons expressing
mGFP in a 48-well culture plate, corresponding to a transfection
rate of 0.26 + 0.03%. This small fraction of transfected neurons
enabled the visualization of the entire morphology of a single

neuron in a dense neuronal network (Figure 3). Three distinct
morphological classes of transfected neurons were observed.
The first class describes monoaxonal neurons with a small cell
body diameter (~20 um) (Figures 3A, B). This first class,
predominant, represent 94.7 + 0.9% of transfected neurons
and can be divided in 2 sub-types. Thus, we distinguish neurons
with a long axonal process with sparse and short ramifications
(Figure 3A) or a medium-length axon with numerous
ramifications along the axonal process (Figure 3B).

The second class (2.5 = 0.5% of transfected neurons) is
composed of multiaxonal neurons characterized by >2 axons
of medium to short length and a large-diameter cell body (40—
45 um) (Figure 3C). Finally, a third and intermediate class was
observed, with neurons exhibiting two axons and a

small-diameter cell body (~20 um) (2.8 + 0.5% of transfected
neurons) (n = 6 culture wells from 3 independent rat embryos).
Interestingly, the first two morphological classes described
above are reminiscent of types I and 1l of Dogiel’s classification

of enteric neurons, respectively. In addition, the morphological
analysis of the dendrites showed that at D3, 23.2 + 4.5% of them

had a lamellar morphology (Figure 3D), 52.1 + 5.5%a
filamentous morphology (Figure 3E), and 24.7 £+ 1.7% a
combination of both morphologies (n = 3 culture wells from 3
independent rat embryos).

Based on neurochemical criteria, the most represented
neurons inthe ENS are nitrergic and cholinergic neurons. To
assess the neurochemical phenotype of enteric neurons in
highly pure culture, cells were immunolabelled for nNOSand
ChAT to identify nitrergic (Figure 3F) and cholinergic
(Figure 3G) neurons, respectively. We found that 20.3 + 2.6%
of total neurons, as determined by Hu staining, were nNOS-
positive neurons and 17 + 1.9% were ChAT-positive neurons
(Figure 3H).
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FIGURE 2

Highly pure culture of rat enteric neurons. (A) Staining for cell nucleus (DAPI) and immunostaining for enteric neurons (Hu), glial cells (S100b),
and myofibroblasts (¢-SMA) at D7 culture. (B) Quantification of the percentage of enteric neurons, glial cells and myofibroblasts in cultures at D7
(Data are presented as mean + SEM from 644 neurons analyzed from n = 4 culture wells from 4 independent rat embryos). (C) Representative
western blot from ENS mixed cell culture (muscle, glia, and neuronal cells) and highly pure culture of enteric neurons (n = 4 culture wells from 4
independent rat embryos). (D) Brightfield and immunostaining for TUJ1 in culture at D7. (E) Double immunostaining of enteric neurons at D7
with the somatodendritic marker MAP2 (green) and PGP 9.5 (red) (n = 3 culture wells from 3 independent rat embryos). Results were compared

using one-way ANOVA and post-hoc Tukey's test (***p < 0.001).

Taken together, these results indicate that our culture
model is composed of cells with morphological and phenotypic

characteristics of enteric neurons.
Functional characterization of enteric
neurons

One of the fundamental features of neurons is to be
electrically excitable cells with the ability to produce APs.

To determine the electrophysiological characteristics of APs
generated by highly pure enteric neuron cultures, we performed
whole-cell patch clamp recordings (Figures 4A, B). The data
obtained on the active and passive membrane properties of
neurons are detailed in Table 1 and Figures 4A, B. The
electrophysiological data showed that the APs of enteric neurons
have on average a rheobase of 37.7 £ 5.9 pA, a threshold
of —25.1 + 1.6 mV, an amplitude of 45.7 £ 3.0 mV, and a
duration of 6.9 £ 0.7 ms. In addition, a break in the linearity
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Morphological and phenotypical characterization of enteric neurons. (A—E) mGFP transfected enteric neurons at D3. (A,B) Monoaxonal enteric
neurons with a small-diameter cell body. Monoaxonal neurons can be sorted into two sub-types based on axon morphology: long axonal
process with sparse and short ramifications (A) or medium-length axon with numerous ramifications (B). (C) Multiaxonal neurons exhibiting
more than 2 axons of medium to short length and a large-diameter cell body (183 neurons analyzed from n = 4 culture wells from 4
independent rat embryos). (D,E) Neuron with lamellar (D) and filamentous (E) dendrites (110 neurons analyzed from n = 3 culture wells from 3
independent rat embryos). (F,G) Double immunostaining of enteric neurons with the neuronal cell body marker Hu (green) with e ither nNOS
(red, F) or ChAT (red, G) at D7. (H) Percentage of neurons immunostained with neuronal NNOS and ChAT at day 7. Data are presented as

mean = SEM from 886 neurons analyzed from n = 4 culture wells from 4 independent rat embryos.

of the 1/V curve, represented by the linear regression line, was
observed after depolarization (Figure 4B). This result suggests
outward rectification corresponding to the filtration of the input
information.

Next, the ability of enteric neurons to respond to ion
channel activators and neurotransmitter receptor agonists
was investigated at D7 using Ca®* imaging based on the
Ca®* probe Cal520-AM (Figures 4C, D). The addition of
veratridine (30 uM), an activator of voltage-dependent Na*
channels, induced a progressive and high increase in
intracellular Ca®*, which remained at a high level for 35 s of
recording with a percentage of responding cells of 87.5 £ 7.9%
(Figures 4C, D). Pre-treatment with the voltage-dependent Na*
channel blocker TTX (0.5 uM) prevented veratridine-
induced response (Figure 4D). Depolarization induced by KCI
(75 mM) resulted in a rapid and elevated intracellular Ca®*
response on 97.2 + 2.8% of neurons (Figure 4D). Regarding
the activation of neurotransmitter receptors, the nicotinic
cholinergic receptor agonist DMPP (10 M) and the purinergic
receptor agonist BzATP (100 uM) induced a rapid and transient
increase in the intracellular Ca®* response with 63.5 + 10.4%
and 485 + 12.5% neurons responding to pharmacological
stimulation, respectively (Figure 4D). These data suggest that
enteric neurons in culture are sensitive to activation/inhibition
of voltage-dependent Na* channels and depolarization, and that
they express functional cholinergic and purinergic receptors.

Activity of enteric neurons within the
network

The establishment of a functional neuronal network is
characterized by the spontaneous activity of the neurons. This
neuronal activity can be measured by Ca?* imaging through the
analysis of spontaneous Ca?* transients, as previously described
(Boesmans et al., 2008; Margiotta et al., 2021). Here, we assessed
the ability of enteric neurons at D7 to generate spontaneous
intracellular calcium transients using Ca2* imaging. We found
that cultured enteric neurons exhibited spontaneous activity
in the cell body, with an average calcium transient frequency
of 0.88 + 0.15 Hz (Figures 5A, B). In addition, several Ca®*
transient patterns were observed, with isolated (1), moderately
clustered (2), and tightly clustered transients (3) (Figure 5B).

Spontaneous electrical activity was also studied using cell-
attached patch clamp on neuronal cell bodies (Figure 5C). The
results showed that 65% of the neurons exhibited a spontaneous
activity with an average AP frequency of 0.15 + 0.04 Hz
(Figure 5C).

Finally, to assess spontaneous activity at the level of the
neuronal fiber network, we used a voltage-sensitive probe
approach with FluoVolt™ dye. Using VSD imaging, enteric
neurons showed the ability to generate spontaneous spikes,
which are present along the fibers, with an average frequency
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Functional characterization of enteric neurons. (A) Raw traces show individual voltage responses to series of 500 ms current applied at 0.1Hz,
with steps of 10 pA until neuron firing. (B) Average steady-state I/V relationship of recorded enteric neurons (15 neurons analyzed fromn=5

cultures from 5 independent rat embryos). (C,D) Fluorescence images (C) and representative plot of Ca?* response (D) evoked by 75 mM KCl,

10 uM DMPP, 100 uM BzATP, 30 uM veratridine and 30 uM veratridine + 0
independent rat embryos).

0f0.19 + 0.05 Hz (Figures 5D, E). Moreover, depending on
the size of the fibers analyzed, we were able to obtain
either isolated spikes on small-caliber fibers (1) or compound
potentials (composed of several spikes) on large-caliber fibers
(2) (Figures 5D, E).

The observation of spontaneous activity of enteric neurons
measured on cell bodies and nerve fibers suggests the existence
of connectivity between enteric neurons operating through
neuronal cell bodies and fiber network.

Synaptic connectivity of enteric
neurons

To further study the properties of enteric neuron
connectivity within the network, the presence of synapses was
first assessed at D7 by immunofluorescence with the pre- and
post-synaptic markers synapsin-1 and PSD95, respectively
(Figures 6A, B). Synapsin-1 was distributed in clusters around
the neuronal perikarya and along the axonal extensions (Figure
6A). The post-synaptic protein PSD95 was detected as clusters
in neuronal cell bodies and throughoutthe fibers in proximity
to neuronal cell bodies (Figure 6A). To further analyze the
spatial relationships between synapsinl and PSD95, we
performed confocal microscopy imaging with 3D reconstruction
and quantified the number of apposed synapsinl
and PSD95 clusters (Figure 6B). We found that approximately
33 + 10% of total synapsinl clusters were apposed to PSD95
clusters, suggesting that a fraction of synapses formed between
enteric neurons contain synapsin 1 and PSD95 as pre- andpost-
synaptic proteins, respectively.

.5 uM TTX (44 neurons analyzed from n = 4 cultures from 4

To assess the functionality of the synapses previously
revealed with synaptic markers synapsin-1 and PSD95, labeling
of synaptic vesicle endo/exocytosis recycling was performed
by FM1-43 imaging (Figures 6C—E). Enteric neurons were
exposed to FM1-43 dye while stimulated by depolarizationwith
the stimulation buffer (KCI 75 mM) to allow FM1- 43
loading by endocytosis. After washout of excess dye with
washing buffer, active synaptic clusters appeared as bright red
fluorescent spots throughout the neuronal network (Figure 6C).
After stimulation with the stimulation buffer, synaptic vesicle
exocytosis was assessed by measuring the remaining FM1-43
fluorescence intensity at 1min (Figures 6D, E). We observed

TABLE 1 Summary of passive and active membrane properties of
enteric neurons recorded in whole-cell patch clamp configuration.

Action potential (AP) properties

Ri steady state (Go) 662.85 76.65 15
Rhéobase (pA) 37.66 5.91 15
AP threshold (mV) —25.13 1.57 15
AP delay (ms) 78.90 20.16 15
AP amplitude (mV) 45.68 2.98 15
AP rise (ms) 3.16 0.38 15
AP decay (ms) 3.74 0.31 15
AP duration (ms) 6.91 0.66 15
fAHP duration (ms) 10.20 1.34 15
fAHP amplitude (mV) —20.36 1.33 15
SAHP duration (ms) 110.23 21.41 15
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Activity of enteric neurons within the network. (A,B) Fluorescence images (A) of a field containing neuronal cell bodies with spontaneous activity
(1, 2 and 3). (B) Representative traces of three types of spontaneous Ca?* activity defined as isolated (1), moderately clustered (2) and tightly
clustered transients (3) (70 neurons analyzed from n = 4 cultures from 4 independent rat embryos). (C) Representative traces of spontaneous
spiking pattern in patch clamp cell-attached configuration (15 neurons analyzed from n = 5 cultures from 5 independent rat embryos).

(D) Fluorescence images of a field containing neuronal fibers of small (boxed region 1) and large (boxed region 2) caliber with spontaneous
activity visualized by VSD imaging. (E) Representative traces of isolated spikes (red arrow) on small caliber fibers (1) or compound potentials
(green*), composed of several spikes, on large caliber fibers (2) (15 fibers analyzed from n = 4 cultures from 4 independent rat embryos).

three types of synaptic clusters according to the fration of FM1-
43 remaining fluorescence as measured at 1 min. The firsttype
was defined by synaptic clusters retaining a high level

of fluorescence intensity (= 80% of cluster’s intensity at t0s)
corresponding to clusters with low level of synaptic vesicle
release activity (Figures 6D, E cluster 1). The second type was
defined by synaptic clusters retaining a low level of fluorescence
intensity (<50%) corresponding to clusters with high level of
synaptic vesicle release activity (Figures 6D, E cluster 2).
The last type was defined by synaptic clusters retaining an
intermediate level of fluorescence intensity (comprised between
80% and 50%) corresponding to clusters with intermediate level
of synaptic vesicle release activity (Figures 6D, E cluster 3).
These three types of synaptic clusters represent respectively,
42.7 + 19.6%, 15.1 + 15.1%, and 42.2 + 4.9% of analyzed
synaptic clusters (154 clusters were analyzed from n = 3 culture
wells from three independent rat embryos). These results show
the presence of functional synaptic sites in our culture model of
highly pure enteric neurons.

Next, to study the functional synaptic connectivity of
cultured neurons, patch clamp was performed as a whole- cell
configuration to measure miniature post-synaptic currents
(mPSCs) at D7 (Figures 6F, G). mPSCs correspond to small
currents measured in post-synaptic neurons that have been
induced by the release of synaptic vesicles from pres-ynaptic
terminals. We found that 60% of neurons spontaneously
received mPSCs from other neurons. The measured mPSCs

showed an average frequency of 2.18 + 0.41 Hz and an
amplitude of 9.25 + 1.10 pA. The properties of the mPSCs are
listed in Table 2. These data indicate that highly pure enteric
neurons in culture establish a functional synaptic connectivity.

The neuronal enteric network activity

To study the neuronal network activity, we applied theMEA
approach to our culture model. The spontaneous activity of the
neuronal network was studied at D28 by measuringthe field
potentials with 60 electrodes on a multi-electrodearray chip
(Figure 7). First, our results showed that enteric neurons
cultured on the MEA chip developed similarly to thosein a
regular culture plate and were maintained for 28 daysof
culture. Enteric neurons were grouped into clusters and
expressed dendritic (MAP2) and neuronal (PGP9.5) markers
(Figures 7A, B).

The study of electrical activity by MEA showed the presence
of spontaneous spikes on all 59 electrodes (excluding ref.
electrode). For the rest of the analysis, we only considered
the most responsive electrodes, defined by at least 6 spikes
per minute, which represented an average of 153 + 1.45
electrodes per chip. To investigate whether the spikes originated

from neuronal activity, we used TTX to block
voltage- dependent Na* channel activity. Before
TTX, the numberof spikes per minute was 36.2

+ 13.8 on the 15 selected
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electrodes (Figures 7C, D). The addition of TTX to the
culture medium significantly reduced the number of spikes
per minute to 1.9 = 0.2 (p < 0.05) (Figures 7C, D). Detailed
analysis of the spikes indicated that the spike amplitude
is approximately 40 pV, with a duration of approximately
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post-synaptic currents (mPSCs) recorded from enteric neurons at

1 ms (Figure 7E), The distribution of the inter-spike interval
(ISI), that is, the time that elapses between two spikes,
was mostly between 10 and 50 ms (Figure 7F). Finally, we
measured burst firing, defined by a pattern of grouped spikes
followed by rest periods much longer than the ISI, The
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TABLE 2 Summary of miniature post-synaptic currents properties of
enteric neurons recorded in whole-cell patch clamp configuration.

Miniature post-synaptic currents

Frequency (Hz) 2.18 0.41 10
Amplitude (pA) 9.25 1.10 10
Rise (ms) 6.24 0.23 10
Decay (ms) 25.23 1.38 10
10-90 Rise (ms) 4.76 0.23 10
Half Width (ms) 4.36 1.04 10
Rise 50 (ms) 1.54 0.21 10
10-90 Slope —3.03 0.71 10

data showed that the number of bursts per minute was onaverage
2.63 + 0.38 with a duration of 89.97 + 9.80 ms (Figures 7G—
K). In addition, the average of the inter-burstinterval was 26.09
+ 8.86 s (Figure 7J). Interestingly, addition of TTX to the
medium inhibited the occurrence of bursts

(Figures 7G-J). Finally, the burst network analyses did not
show any burst synchronization at D28. Spontaneous activity
measured by MEA showed the presence of spikes and bursts
suggesting the establishment of a functional enteric neuronal
network in culture.

Discussion

In this study, we showed that highly pure primary culture

of enteric neurons could be obtained from the guts of rat
embryos. The implemented protocol resulted in approximately
99.7% purity for enteric neurons, with minimal contribution
from muscle cells and virtually no enteric glial cells. We
found morphological and phenotypic diversity characteristics
of enteric neurons and demonstrated their functionality using
several approaches. Electrical excitability and spontaneous
neuronal activity were demonstrated using the patch-clamp,
VSD, and Ca?* imaging. Furthermore, these highly pure enteric
neuronal cultures were able to establish functional synaptic
connectivity, as assessed at the single-cell level by patch clamp,
and a functional neuronal network, as assessed by MEA. This
novel enteric neuron culture model provides a valuable tool for
studies targeting cell-autonomous mechanisms involved in the
establishment and maintenance of enteric neuron connectivity.
We present a culture model of enteric neurons whose main
feature is composed of more than 99% of neurons as early as
7 days of culture, which can be maintained for long-term studies
up to a month. Neuronal enrichment was achieved using a
protocol based on the three main experimental elements. First,
the addition of GDNF to the day of gut explant and dissociated
cell seeding is critical for promoting neuronal cell differentiation
and survival. Second, the use of glia-conditioned neurobasal
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medium also supported neuronal enrichment, in accordancewith
the reported role of EGC in neuroprotection (Abdo et al., 2010)
and neuronal maturation of enteric neurons (Le Berre- Scoul et
al., 2017). Third, the use of the antimitotic agent AraC,which is
known to inhibit cell proliferation, contributed to the
elimination of muscle and enteric glial cells. Most current
culture models with enteric neurons are primary cultures of
dissociated cells derived from embryonic or adult intestines
(Saffrey etal., 1991; Hanani et al., 1994; Heuckeroth et al., 1998;
Fex Svenningsen et al., 2003; Chevalier et al., 2008; Gomes et
al., 2009; Schonkeren et al., 2022) and organotypic cultures of
gut explants (Jessen et al., 1983; Natarajan et al., 1999), in which
enteric neurons are in the minority among EGCs, smooth muscle
cells, fibroblasts, and epithelial cells. This cellular diversity,
which  recapitulates, in part, the intestinal cellular
microenvironment, makes it extremely difficult to study the
intrinsic properties of enteric neurons and their ability to directly
respond to various stimuli, including gut cell-derived factors. To
circumvent this pitfall, several methodologies have been
developed in an attempt to enrich gut-derived cultureswith
enteric neurons; however, isolation and culture of primary
enteric neurons is a difficult process and has yielded only
asmall number of neurons. Myenteric ganglion explants from
newborn guinea pigs subjected to antimitotic agent and
antibody complement-mediated cytolysis resulted in the
elimination of glial cells and therefore enrichment in enteric
neurons, but with low yield and a sparse neuronal network
(Bannerman et al., 1988). In addition, based on the use of
antimitotic compounds, we previously developed a neuron-
enriched primary culture from rat embryonic intestines, grown
as an indirect co-culture with enteric glial cells (Le Berre-Scoul
etal., 2017). Other procedures have used immunoselection of
p75NTR-positive cells to isolate neuronal precursors from
embryonic and postnatal intestinal tissues (Wu et al., 1999;
Anitha et al., 2008; Sato and Heuckeroth, 2008; Gisser et al.,
2013; Hawkins et al., 2013). However, all the aforementioned
methodologies are relatively complex, often resulting in a sparse
neuronal network, and in some cases, leading to neurons with
deficient electrical excitability or to cultures containing muscle
cells after several days in culture. The methodology described in
this study resulted in a primary culture modelhighly enriched in
enteric neurons with a functional neuronal network and was
achieved through a relatively simple procedure. This novel
model represents an innovative tool for deciphering the cell-
autonomous mechanisms or pathways involved in the formation
and functionality of enteric neuron networks. Moreover, it offers
the possibility to establish multi- compartment systems
combining highly pure enteric neurons with other pure gut cell
cultures, such as epithelial, glial or muscle cells, to study
functional interplay between enteric neurons and other cell types.

The implementation of this enteric neuron culture model
has led to significant technological advances. First, we provided
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Enteric neuronal network activity. (A—K) Analysis of neural network activity of highly pure cultures of enteric neurons by multi-electrode array
(MEA) at D28. (A,B) Representative image of enteric neurons in MEA, (A) brightfield and (B) double immunostaining of enteric neurons at D28
with neuronal marker PGP 9.5 (red), MAP2 (green) and the cell nucleus marker DAPI (blue). (C) Representative voltage recording at one
electrode, showing spontaneous firing and its inhibition by TTX treatment. (D) Numbers of spikes per minutes before and after TTX, average of
15 electrodes. (E) Detail of a representative enteric neuron spike measured by MEA. (F) Histogram representing an example of Inter-Spike
Interval (ISI) measured on one electrode (n°26). (G) Single electrode recordings showing examples representative traces of two consecutive
burst before and after TTX treatment. (H-J) Different parameters of burst measured by MEA before and after addition of TTX in the culture, i.e.,
(H) numbers, (I) duration, and (J) average of inter-burst interval. (K) Detail of a representative burst trace measured by MEA. Results were
compared using t-test (*p < 0.05; *™*p < 0.001). Data are presented as mean + SEM of n = 3 chips from 3 independent rat embryos.
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evidence that lipid-mediated transfection can be achievedin
cultured enteric neurons. Although the efficiency of the
lipofection methodology used in this study is low, as previously
reported for central neurons (Karra and Dahm, 2010), it offers
the advantages of being technically simple and requiring regular
plasmid vectors without the need to generate virus- based
constructs. This lipofection-based approach opens up novel
strategies to study the impact of any selected proteinon
enteric neuron activity and connectivity. Another technical
contribution of this novel model of cultured enteric neurons
is its applicability to MEA. Multi-electrode array allows
simultaneous monitoring of the electrophysiological activityof
neuronal circuits at many sites through non-invasive(i.e.,
extracellular) methods and, therefore, to document thefunctional
properties of neuronal networks. This technique requires pure
neuronal culture because the presence of othercell types, such
as muscle cells, can prevent contact between the MEA chip
electrodes and the cultured neurons, and therefore reduce or
interfere with the recorded electrical signal. The enteric neuron
culture model developed in this study enablesthe use of MEA,
thus providing a novel functional approach of characterizing
neuronal network activity.

We provided morphological and functional evidence that
enteric neurons obtained by the methodology described
in this study possess properties relevant to physiological
conditions. First, morphological analyses of GFP-transfected
neurons revealed morphological characteristics reminiscent of
Dogiel type I and Il neurons, the two main classesof
enteric neurons widely described in rats, mice, and the human
gastrointestinal tract during postnatal development and
adulthood (Cornelissen et al., 1999; Nurgali et al., 2004;
Brehmer, 2021). In addition, the neurochemical coding analyses
indicated that 17 and 20% of the cultured neurons were
cholinergic and nitrergic neurons, respectively. These results are
similar to those previously described in other ENS culture
models (Le Berre-Scoul et al., 2017; Aubert et al., 2019) and
in the colons of young or adolescent rats and mice (Aubert et
al.,, 2019; Parathan et al., 2020), but is lower than the
proportions of cholinergic and nitrergic neurons described in
adult rodents (Soret et al., 2010). A time-dependentincrease in
the percentage of cholinergic and nitrergic neurons have been
described during the postnatal development in rat colons (de
Vries et al., 2010). Thus, our enteric neuron culture model, as
well as other ENS culture models, likelyrepresent dynamic
systems during development rather than adult stage models. We
also showed that cultured neurons are responsive to cholinergic
and purinergic agonist stimulation, indicating that they express
functional neuroreceptors. Theywere also able to display
spontaneous neuronal activity, as
measured by Ca?* imaging, characterized by three major
patterns of Ca?* transients: isolated, moderately clustered, and
tightly clustered transients, as previously observed in
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mouse cholinergic myenteric ganglion neurons (Margiotta et al.,
2021). The functional significance of these three Ca?* transient
patterns remain unknown but may underlie different neuronal
subclasses and levels of activity. Interestingly, different neuronal
activity patterns of cholinergic and nitrergic neurons, defined
by spontaneous Ca?* transients, have been correlated with the
contraction and inhibition of the colon (Gould et al., 2019).
Finally, we found that isolated enteric neurons were excitable,
generating electrically induced and spontaneous APs, as shown
by the patch-clamp technique and VSD imaging. Remarkably,
the frequency of spontaneous AP measured by these two
approaches was similar, suggesting that the same events could
be detected by these two distinct methods. Furthermore, the
electrophysiological AP properties determined by patch clamp
display similar characteristics to those obtained in mixed
cultures containing enteric neurons, enteric glial cells, and
muscle cells (Bodin et al., 2021) and in short-term cultures
of dissociated embryonic intestines (Hao et al., 2011, 2012),
suggesting that the intrinsic electrical properties of enteric
neurons are retained even without the physiological cellular
microenvironment.

We demonstrated that cultured enteric neurons could
establish synaptic connections and organize functional neuronal
networks. The juxtaposition of the presynaptic marker synapsin
1 clusters to the post-synaptic molecule PSD95 clusters supports
the existence of synapses composed of pre- and post-synaptic
structures with distinct molecular profiles. Furthermore, using
FM1-43, we showed the presence of active synapses that could
be classified into three populations according to the fraction
of FM1-43 destaining. Interestingly, two patterns of FM1-
43 destaining were described in hippocampal synapses, as
potential indicator of two distinct modes of exocytosis (Richards
et al., 2005). Similarly, also enteric neurons show a stimulus-
dependent diversity of their synaptic contacts (\Vanden Berghe
and Klingauf, 2007), which could explain why in our rat culture
experiments different levels of synaptic destaining are observed.
Functional synaptic connectivity was also demonstrated in
mPSCs, characterized by patch clamp analyses, which showed
features similar to those previously observed in mixed ENS
cultures (Bodin et al., 2021). Neuronal network activity was also
functionally addressed by MEA recordings, which showed
spontaneous network activity patterns characterized by single
spikes and bursting events. Both types of signals were abolished
by TTX, indicating that they were driven by neuronal action
potentials (Zhou et al., 2009; Roberts et al., 2019). Multi-
electrode array recordings have never been performed directly to
enteric neurons but have been used on ileal whole- muscle
layer containing the myenteric plexus to measure the oscillating
electrical activity (Taniguchi et al., 2013). In addition, MEA have
been used on CNS-derived cultured neuronal networks,
including cortex, hippocampus, and motor neurons, which
showed profiles of spontaneous spiking and bursting
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activity similar to those obtained in our enteric neuron model
(Arnold et al., 2005; Wainger et al., 2014; Negri et al., 2020).
Analyses of MEA recordings provided important information
for studying the formation, organization, and maintenance of
neuronal networks. In particular, bursts correspondingto a
fast series of spikes generated by connected neurons are
important markers of network formation and activity
(Zeldenrust et al., 2018). Interestingly, within the GI tract,
neuronal imaging associated with electrophysiology during
rhythmic neurogenic motor activity in the mouse colon revealed
that large populations of enteric neurons fire in coordinated and
repetitive bursts, generating muscle contractions that underlie
migrating motor complexes (Spencer et al., 2018). In addition,
several recent studies have highlighted the importance of ENS
network architecture and functional connectivity in the
neurogenic control of patterned motor function of the Gl tract
(Sasselli et al., 2013; Li et al., 2019; Nestor-Kalinoski et al.,
2022). Thus, the application of a highly pure enteric neuronal
network culture model to MEA might represent a valuablenovel
tool to better understand the mechanisms underlying the
neuronal network activity and information processing of the
ENS.

Our results indicate that these highly pure cultures of enteric
neurons exhibited spontaneous electrical activity, which might
play a role in neuronal network formation. It has been shown
in the CNS and ENS that early spontaneous electrical activity
plays a crucial role in the initiation of various processes, such
as neuronal differentiation and maturation, and axon growth
and formation of synaptic connections (Borodinsky et al., 2012;
Hao et al., 2013). Spontaneous neuronal activity was observed
in mouse embryonic enteric neurons at E11.5, with an increase
in activity until E18.5, followed by a decrease in activity in
adulthood. Several channels might be involved, such as voltage-
gated Na + channels, N-type voltage-gated Ca>* channels, and
purinergic P2 receptors (Hao et al., 2011, 2012, 2017). Further
studies are required to characterize the mechanisms and impact
of spontaneous electrical activity on network formation in our
culture model.

In conclusion, this study describes a novel in vitro model
of enteric neurons in rats. A major innovation of this model
is its high enteric neuronal purity, which can form a complex and
functional network. Moreover, its applicability to MEA
represents a novel approach for studying the cell-autonomous
mechanisms involved in the establishment and maintenance of
enteric neuron networks.
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Summary

The neural network of the enteric nervous system (ENS) underlies gastrointestinal functions. However,
the molecular mechanisms involved in enteric neuronal connectivity are poorly characterized. Here,
we studied the role of semaphorin 5A (Sema5A), previously characterized in the central nervous
system, on ENS neuronal connectivity. Sema5A is linked to autism spectrum disorder (ASD), a
neurodevelopmental disorder frequently associated with gastrointestinal comorbidities, and
potentially associated with ENS impairments. This study investigated the role of Sema5A in axonal
patterning and synaptic functions in enteric neurons and explored the impact of ASD-associated
mutations on Sema5A activity. Our findings demonstrated that Sema5A promoted axonal complexity
and reduced synaptic vesicle exocytosis through regulation of synapsin 1 phosphorylation. Strikingly,
the ASD-associated mutation S956G in Sema5SA abolished these effects. This study highlights the
importance of exploring ASD-associated molecules on ENS functions to better understand
gastrointestinal symptoms in autism.
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Introduction

The enteric nervous system (ENS) consists of an intricately network of neurons and glial cells

independently regulating gastrointestinal functions *

. ENS neural network requires not only the
assembly of neurons into ganglia, but also appropriate growth, orientation and connectivity of axons
and dendrites. The precise mechanisms governing enteric neuronal connectivity as well as molecules
involved in these processes remain poorly characterized. However, different classes of molecules,
including transcription factors 2, planar cell polarity pathways 3 and axonal guidance molecules *°> have

been shown to regulate ENS connectivity.

The axonal guidance molecules semaphorins are key molecules for development, maturation and
function of the central nervous system (CNS) . Semaphorins are a family of membrane-bound and
secreted proteins that are divided, in vertebrates, into five subfamilies from Sema3 to Sema7 ’.
Semaphorins signal predominantly through receptor proteins of the plexin and neuropilin families and
are implicated in numerous neuronal wiring events in the central and peripheral nervous system %7,
but little is known on their potential roles in the regulation of ENS neuronal network in health and

diseases.

ASD is a neurodevelopmental disorder characterized by impaired social interaction and restricted
activity and interest. Among the most prevalent comorbidities in ASD are gastrointestinal (Gl)
symptoms which are 4.4 times more frequent than in neurotypical individuals 8 The causes of Gl
symptoms are still unknown but might result from abnormalities of enteric neuronal connectivity
following a similar principle as impaired CNS neuronal connectivity results in altered behavior.
Interestingly, ASD genetic mice models showed gut dysmotility associated with changes in ENS
structure regarding enteric neuron number, proportion of neuronal subpopulations and density of
interganglionic fibers 2, Several links have been reported between the semaphorin family member
Sema5A and ASD. In human, mutations on the SEMAS5A gene are associated to severe developmental
delay and autism 3 but the consequences of these mutations at the cellular levels in the central and
enteric nervous system have never been explored. Moreover, mice invalidated for Sema5A exhibit
ASD-like behaviors, a phenotype that might be related to the reported functions of Sema5A and its
receptors Plexin Al and Plexin A2 in brain axonal patterning and synaptogenesis *7. Interestingly,
SemabSA deficiency in mice induced increased defecation suggesting the implication of Sema5A in gut

functions potentially through modulation of ENS activity .

In this context, Sema5A represents an interesting candidate potentially involved in the molecular
mechanisms regulating the connectivity of enteric neurons. However, the expression and the role of
Sema5A in the ENS have never been studied. In this study, we aim to (1) investigate the role of Sema5A
in axonal patterning and synaptic functions of enteric neurons, and (2) assess the impact of ASD-
associated mutations on Semab5A activity. Our findings demonstrated that Sema5A promoted axonal
complexity and reduced synaptic vesicle exocytosis in enteric neurons. Strikingly, we observed that the
ASD-associated S956G mutation in Sema5A resulted in a complete loss of these activities. Alongside

identifying Sema5A involvement in ENS connectivity, this study highlights the importance of exploring
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the potential contribution of ASD-associated molecule on ENS functions to gain deeper insights into

gastrointestinal symptoms in autism.

Materials and Methods
Animals

Pregnant Sprague-Dawley rats were purchased on gestational day 15 (G15) (Janvier Labs, Le Genest
Saint-Isle, France). Rats were individually housed in cages on a 12/12-h light/dark cycle with free access
to food and water. Mothers and their pups (10-14 pups/litter) were maintained in the same conditions
throughout the protocol. At postnatal day 14 (P14), P35 (adolescence) and P60 (adulthood) of the
progeny, rats were anesthetized with isoflurane (5 min; Abbot) and euthanized by cervical dislocation.
For primary cell culture, G15 pregnant rats were anesthetized by isoflurane, euthanized by cervical
dislocation and the embryos (E15) were collected to proceed to cell culture. All protocols were carried
out in accordance with French standard ethical guidelines for laboratory animals (Agreement #
02476.01).

Western blot

Tissue. Rat distal colon samples collected at P14 and P60 were lysed in 50 mM Tris, 100 mM NaCl, 1%
Triton X-100, 1 mM EGTA and protease inhibitors (Complete; Roche, France) solution, pH 7.4, with a
tissue homogenizer (Precellys 24, Bertin Technologies, France) and sonicated three times for 5 sec. For
brain samples, used as a positive control for comparison, forebrains of P60 rats were homogenized in
RIPA lysis buffer containing protease inhibitor cocktail and centrifuged at 20,000 g for 20 min to collect
the supernatant. Protein concentration was quantified using the BCA protein assay (Thermo Fisher

Scientific, Cillebon sur Yvette, France).

Enteric neuron cultures. Cells were gently scrapped in 50 pL RIPA buffer containing protease inhibitor
cocktail, 2 mM orthovanadate (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and phosphatase

inhibitor cocktail 3 (Sigma-Aldrich), and were sonicated.

Gut explant. For gut explants cocultured with COS-7 cells, the matrigel dots containing COS cells were
first carefully removed from the culture well and the explants were scrapped in RIPA and prepared as

described above.

Electrophoresis, transfer and antibody incubation. Samples were further prepared for electrophoresis
by adding adjusted volume of NUPAGE LDS Sample Buffer 4X (NPO007 Thermo Fisher Scientific) and
NuPAGE™ Sample Reducing Agent 10X (NP0O009 Thermo Fisher Scientific) and were then heated at
95°C for 5 min and loaded onto a NUPAGE 4-12% Bis-Tris Acrylamide gel (NP0322BOX Thermo Fisher
Scientific) with MES SDS Running Buffer (NP0O002 Thermo Fisher Scientific). Loading were 15 ug of

proteins for colon and brain tissues and 1/10 of culture well for cell cultures and gut explants.
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Electrophoretic transfer to nitrocellulose membrane was performed with iBlot Nitrocellulose Transfer
stack mini (IB23002 Thermo Fisher Scientific) for 7 minutes at 20 V in an iBlot dry transfer apparatus
(IB21001 Thermo Fisher Scientific). Membranes were incubated for 1h in blocking solution composed
of Tris-buffered saline (TBS), 0.1% (v/v) Tween-20 and 5% (w/v) non-fat powder milk and were then
incubated overnight at 4°C in primary antibodies as follows: rabbit polyclonal anti-Sema5A (1:500, #
NBP2-20291 Novus Biologicals; 1:200, #4460-MG R&D Systems), rabbit polyclonal anti-Plexin Al
(1:500, # APR-081 Alomone), goat polyclonal anti-Plexin A2 (1:500, # AF5486 R&D Systems), rabbit
monoclonal anti-synapsin 1 (1:1000, # 5297 Cell Signaling), mouse monoclonal anti—3-tubulin
(1:1000, # T8660 Sigma-Aldrich), rabbit polyclonal anti-phospho-synapsin 1 (Ser62/67) (1:1000, #
11583501 Thermo Fisher Scientific), rabbit polyclonal anti-phospho-synapsin 1 (Ser603) (1:1000, #
PA1-4604 Thermo Fisher Scientific), rabbit polyclonal anti-phospho-synapsin 1 (Ser9) (1:1000, #
CST2311 Cell Signaling), rabbit polyclonal anti-p44/42 MAPK (Erk1/2) (1:1000, #9102 Cell Signaling),
rabbit polyclonal anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (1:1000; # 9101 Cell Signaling),
mouse monoclonal anti-CaMKIl alpha (1:1000, # MA1-048 Invitrogen), rabbit monoclonal anti-
phospho-CaMKII (Thr286) (D21E4) (1:1000, # 12716 Cell Signaling) and mouse monoclonal anti-B-Actin
(1:5000, # A5441 Sigma-Aldrich). Membranes were washed thoroughly with TBS and incubated for 1h
with the appropriate secondary antibody coupled to horseradish peroxidase (HRP) diluted in TBS + 5%
non-fat powder milk. Proteins were detected by chemiluminescence with Clarity Western reagents
(1705061, Bio-Rad, Marnes la coquette, France) using a ChemiDoc XRS+ system (1708265, Bio-Rad).
The ubiquitous protein B-Actin was revealed and used as reference proteins for loading control and
normalizing factor for each deposit. For quantification, the relevant immunoreactive bands were
selected and quantified with Image Lab software version 5.0 (Bio-Rad). Data are expressed as relative

values to B-Actin normalized to the control mean.

Immunofluorescence staining

Tissue. Segments of distal colon from P35 rats were fixed in 0.1 M phosphate-buffered saline (PBS)
containing 4% paraformaldehyde (PFA) at room temperature (RT) for 3 h. Whole mounts of
longitudinal muscle and myenteric plexus were obtained by microdissection and were permeabilized
in 10% BSA, 0.5% Triton X-100 and 0.01 % sodium azide diluted in PBS for 2h at RT. Tissues were then
incubated with the following primary antibodies: rabbit anti-Sema5A (Novus Biologicals, 1:1000),
mouse anti-B3-tubulin (B3-tubulin, clone 6G7, DSHB, 1:1000), mouse anti-S1008 (Abnova, 1:500),
human anti-Hu * (gift from the CHU of Nantes, France, 1:5000), rabbit anti-plexin A1 (Alomone labs,
1:500) and goat anti-plexin A2 (R&D systems, 1:500) diluted in PBS containing 3% BSA, 0.25 % Triton
X-100 and 0.01 % sodium azide overnight at RT. After two washes with PBS, tissues were incubated for
2h at RT with the appropriate Alexa 488-, Cy3-, Cy5- or Alexa 647-conjugated secondary antibodies
(Jackson ImmunoResearch) and mounted with ProLong Gold Antifade Reagents (ThermoFisher

Scientific).
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Cell culture and gut explant. ENS, enteric neuron cultures and gut explants were fixed with 4% PFA for
5 min and permeabilized in PBS containing 0.25% TritonX-100 for 5 min. After washings, the samples
were incubated in PBS containing 10% BSA for 30 min to block non-specific sites and were then
incubated overnight at RT with primary antibodies diluted in PBS containing 3% BSA and 0.01% sodium
azide: rabbit anti-Sema5A, rabbit anti-plexin Al, goat anti-plexin A2, goat anti-HuC/D (1:500; Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), mouse anti-B3-tubulin (B3-tubulin, 1:500, Sigma-Aldrich)
and rabbit anti-synapsin-1 (1:1000, Cell Signaling). After washings, cells or gut explants were incubated
for 2h RT with the appropriate conjugated secondary antibodies diluted in PBS containing 3% BSA and
0.02% azide.

Sholl analyses. For Sholl analyses, pictures of B3-tubulin-labeled axons were acquired with an Axio
observer Zeiss microscope using Zen software and a x10 objective. A template of concentric circles
distant from 60 and 100 um from the ganglion center was overlaid on the ganglion using Fiji software.
The number of axons crossing each circle was counted for 8 ganglia per culture well. In total, 6 culture

wells from 3 experiments were analyzed.

Plasmid constructs

Plasmids encoding rat full-length Sema5A (6xMyc C-terminal-tagged Sema5A), rat extracellular domain
of Sema5A (amino acid residues 1-961) fused at the C-terminus with a Fc fragment of human IgG
(Sema5A-Fc) and Fc fragment alone as control (Fc) in pcDNA3.0 were provided by A. Kolodkin (Johns
Hopkins University, Baltimore, USA). The Sema5A-Fc, corresponding to a soluble protein containing
the extracellular domain of Sema5A has previously been shown to be fully functional **%°, The Sema5A
mutations described in ASD, S951C and S956G 3, were generated in Sema5A-Fc with the QuikChange
Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (210519, Agilent Technologies, les Ulis, France) according to

manufacturer’s instructions and were verified by sequencing.

Cell cultures

COS-7 cell culture and transfection. COS cells were grown in DMEM containing 10% fetal calf serum
(FCS) and antibiotics. Transfections with plasmids encoding Fc or Sema5A constructs were performed
using the Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen, Cillebon sur Yvette, France). After 1 day of
transfection, COS cells were gently scrapped and homogenized in Matrigel Matrix Growth Factor
Reduced (Corning, Darmstadt, Germany) at a concentration of 50,000 cells/uL to subsequently
coculture them with ENS cultures and gut explants. For COS cells and enteric neurons cocultures,
transfected COS cells were resuspended in enteric glia-conditioned DMEM culture medium and plated
in Transwell inserts (Costar ® 6,5 mm Transwell ®, 0.4 um Pore Polyester membrane inserts) at a
concentration of 64,000 cells/100 uL
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ENS culture. Rat ENS cultures were prepared from E15 rat embryo intestines as previously described
20, Briefly, intestines were removed and diced into small pieces in Hank's buffered salt solution (HBSS).
The tissue fragments were then mechanically triturated with a scalpel and incubated with 0.25%
trypsin (Sigma, # T1426) for 15 minutes and with 0.1% DNase | (Sigma, Cat# DN25) for 10 minutes. The
dissociated cells were plated in 24-well plates previously coated with 0.5% gelatin (Sigma, Cat# G6144)
at a density of 2.4 x 10° cells/cm? in DMEM/F12 containing antibiotics and 10% FCS. After 24 h, the
medium was replaced with DMEM/F12 containing 1% of N-2 supplement (Life Technologies, Cat#
17502-048).

ENS-COS-7 cells coculture: For coculture with Sema5A-Fc-expressing COS cells, 3 uL of transfected COS
cells suspended in matrigel were deposited in the center of the culture well 3h after the plating of gut
dissociated cells. To assess the activity of full-length Sema5A on enteric neuron development and allow
for cell-cell contact between enteric neurons and COS cells, gut dissociated cells were plated in a
culture well containing transfected COS cells (400,000 cells/well). For these two procedures, cells were
fixed 4 days after plating. The quantifications from ENS-COS cells coculture were performed around
the Matrigel dot at a distance between 0 and 900 um from the edge of the Matrigel using Axio observer
Zeiss microscope using Zen software (Zeiss, Germany) and a x10 objective. The number of Hu-
immunoreactive neurons per ganglion in ENS cultures was scored on 20 ganglia from 4 experiments

using Axio observer Zeiss microscope.

Gut explants. The intestine of E15 rat embryos was cut into 6 equal pieces and each piece was placed
in a well of a 24-well plate previously coated with collagen (0.05 mg/mL in 20 mM acetic acid) in DMEM
high glucose (Gibco, Cillebon sur Yvette, France) containing 50 ng/ml GDNF, 10% FCS, 2 mM glutamine
and antibiotics as previously described °. The next day, 3 uL of transfected COS cells suspended in
matrigel (50,000 cells/ul) were placed 5 mm away from the explant. The coculture is maintained for 3
days before fixation for immunostaining or lysis for Western blot. To determine the number and size
of synapsin 1 clusters, axonal arborization surrounding gut explants were exhaustively imaged with a
x40 objective and the number and size of synapsin 1 clusters were quantified using Fiji software. To
define synapsin 1 clusters, a threshold was set to be two times higher than the underlying fluorescence
intensity in the axonal processes. The size and number of synapsin 1 clusters were determined using
the Fiji particle analysis tool with a cut off particle size of 0.2 pm?2. The number of synapsin 1 clusters

was normalized to B3-tubulin area.

Enteric neuron culture. Primary culture of rat enteric neuron was performed as previously described
21 Briefly, the intestine of E15 rat embryos were cut into 8 pieces of equal length and placed in a well
of a 24-well culture plate previously coated with collagen type | (354236, Corning). After 5 days of
culture in enteric glia-conditioned DMEM medium containing GDNF (50 ng/mL) (R&D Systems - bio-
techne), the explants were delicately removed and the cells having migrated out of the explants were
detached with Accutase (07920, StemCell technologies, Saint-Egreve, France). Accutase is then
inhibited in DMEM medium, the cells centrifuged (1200rpm, 5 min at RT) and the pellet suspended in
enteric glia-conditioned DMEM medium + GDNF (50 ng/mL). Cells were then plated (day 0) either in
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Ibidi 24-well plates (ibidi, Grafelfing, Germany) for FM1-43 imaging or in 24-well plastic culture plates
for Western blot analyses. The next day (D1), the antimitotic agent cytosine arabinoside (ARA-C at
5uM) was added to prevent proliferation of glial and muscle cells. Two days after plating (D2),
Transwell inserts previously plated with transfected COS cells were placed above enteric neurons that
were further incubated for 3 days (to D5). To assess synapsin 1 phosphorylation state in stimulated
conditions elicited by K*-induced depolarization, D5 enteric neurons were stimulated for 60 sec in
stimulation buffer (cf. FM1-43) and rested for 15 min in Ca?*-free washing buffer before collection in
RIPA lysis buffer.

SemabA acute treatment on enteric neurons cultures:

Enteric neurons culture (at D5) were treated for 5 or 30 min with 30 uM of recombinant mouse
semaphorin 5A Fc Chimera (R&D systems ref: 6584-S5-025) or 30 uM recombinant Mouse IgGa FC
(R&D systems ref:4460-MG-100) as control. Neurons were lysed in RIPA buffer for Western blot

analysis.

FM1-43 imaging

Enteric neurons were incubated for 60 sec at 37°C with 5 ug/mL of FM 1-43 (Molecular Probes) diluted
in stimulation buffer composed of 31.5 mM NaCl, 90 mM KCI, 2 mM MgCI2, 2 mM CacCl,, 25 mM HEPES,
30 mM glucose, pH 7.4. Enteric neurons were then washed for 15 min at 37°C in Ca?*-free washing
buffer (119 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 4 mM MgCl;, 25 mM HEPES, and 30 mM glucose, pH 7.4). Dynamic
acquisition was performed using a scanning confocal microscope NIKON A1 RSi (Nikon, Tokyo, Japan)
with an oil-immersion objective (x63, NA, 1.40). Preparations were imaged during 4 min in stimulation
buffer using Galvano mode at 1 fps (excitation :48nm, emission: 530 +/- 20 nm) by NIS-Element
software. The fluorescence intensity of FM1-43 clusters was analyzed using the Fiji software. The
destaining fraction after 4 min was calculated for each cluster using the formula: 1-(Fluo at 4min/Fluo
at 0s).

Statistical analysis

GraphPad Prism 8 was used for conducting the statistical analysis and data interpretation. Data are
presented as mean + SEM. Group comparisons were executed by first, assessing normal distribution
and deploying, accordingly, the t-test or one-way ANOVA or parametric tests or the Mann-Whitney
test or Kruskal-Wallis test supplemented by Dunn’s post-hoc test for non-parametric tests. Statistical
significance thresholds were set as “ns” (non-significant) for p-value > 0.05, * for p-value <0.05, ** for

p-value <0.01 and
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Results
Semab5A and the Plexin Al and A2 receptors are expressed in enteric neurons of rat distal colon

First, we assessed by western blots the protein expression of Sema5A and its receptors Plexin Al and
Plexin A2 in the rat distal colon and brain lysates, the latter being used as a positive control. Regarding
SemabSA, we found a band at ~140 kDa in both colon and brain samples with additional bands of lower
molecular weights likely resulting from protein degradation or ectodomain shedding as previously
described %223 (Fig. 1A). Regarding the receptors, Plexin A1 and A2 antibodies yielded a band at 220
and 200 kDa respectively in rat brain and colon preparations (Fig. 1B). Next, the cellular distribution of
Sema5A and Plexin A1/A2 receptors was studied in rat gut. Whole mount myenteric plexus of distal
colon were immunolabeled for Sema5A, Plexin Al or Plexin A2 in combination with markers of
neuronal cell bodies (Hu), axonal fibers (B3-tubulin) and glial cells (S51003). Sema5A immunolabeling
was observed in a subset of neuronal cell bodies and processes as shown by respective overlap with
Hu and (3-tubulin immunolabeling (Fig. 2A,A’,B,B’). By contrast, Sema5A was not detected in enteric
glial cells as shown by a lack of overlap of Sema5A and S100p immunolabeling (Fig. 2C,C’,D,D’). Plexin
A1l receptors were observed in neuronal cell bodies and axonal fibers (Fig. 2E,E’). Of note, Plexin Al
was notably found at the periphery of the neuronal cell bodies, suggesting a cell surface localization
(Fig. 2F,F’). Plexin A2 showed an intense immunofluorescence intensity in a subset of neuronal cell
bodies corresponding to large neurons and was also observed at the border of small-size enteric
neurons and in a few axonal processes (Fig. 2G,G’). Immunolabelings for Plexin A1 and A2 were not
found in glial cells (not shown). These results support a selective neuronal expression of Sema5A and

the receptors Plexin A1/A2 in the rat distal colon.

With the aim of studying the effects of Sema5A on enteric neuronal connectivity using in vitro ENS
culture models, we first validated the expression of Sema5A, PlexinA1/A2 in an ENS culture model
derived from embryonic rat gut previously used for cellular studies on enteric neuron connectivity *°.
We found that Sema5A and Plexin A1/A2 were present in neurons, associated with both neuronal cell
bodies and axonal processes, but not in glial cells, as observed in rat colon (Fig. 3A, B, C). These results
indicated that the cellular expression and distribution of Sema5A and PlexinA1/A2 in ENS in vitro model

derived from embryonic rat gut were similar to gut tissue.

Sema5A enhances axonal complexity of enteric neurons that is abolished by ASD-associated

mutation.

To study the effects of Sema5A and its ASD-associated mutant forms on the expression of Plexin A1/A2
receptors and B3-tubulin, as a key axonal structural element, transfected COS cells were used to
produce soluble Sema5A-Fc fusion protein, Sema5A-Fc with the mutation S951G and S956G, and a
control molecule corresponding to the Fc fragment alone. We first verified by Western blot that wild-
type and mutant Sema5A proteins were successfully expressed and secreted by transfected COS cells

in an equivalent amount (Supplemental data, Fig. S1). Then, transfected COS cells were suspended in
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matrigel and were cocultured with embryonic rat gut explants (Fig. 4A), a model previously shown to
rapidly develop a profuse axonal arbor within 3 days after plating ®, which is appropriate with the
transient expression of SemaS5A fusion proteins by COS cells. Western blots performed from gut
explants after 3 days of coculture indicated that Sema5A-Fc induced a reduction of Plexin Al receptor
expression level compared to the Fc control condition (Fig. 4B; p<0.001 Kruskal-Wallis test with Dunn’s
post-test). This effect was retained with the Sema5A mutations S951C and S956G (Fig. 4B). The
expression of Plexin A2 receptor remained unaffected by Sema5A-Fc or its mutants (Fig. 4B). Regarding
the expression of B3-tubulin, no change was observed between groups (Fig. 4C). To go further in the
investigation of axonal structure, we examined the impact of Sema5A on the enteric neuronal network
architecture by a method based on Sholl analysis as previously described in a model of ENS culture .
Transfected COS cells suspended in matrigel were added to ENS cultures and were cocultured for 4
days to analyze the axonal complexity surrounding enteric ganglia by Sholl analysis (Fig. 6D,E).
Measurements performed in the axonal arbor at a distance of 60 um from the center of the ganglion
showed no difference between the constructs (Fig. 4E,F). By contrast, measurements performed in a
more distal portion of the axonal arbor (160 um from the center of the ganglion) showed an increased
axonal complexity in the presence of COS cells expressing Sema5A-Fc compared to Fc control condition
(n=6 from 3 independent experiments; p<0.016, two-way ANOVA with Turkey post-test; Fig. 4E,F). No
difference was observed between the control Fc and the Sema5A mutants, S951C or S956G, at both
60 and 160 um from the center of the ganglion (Fig. 4F). The same results were obtained with the
membrane-associated full-length Sema5A (Supplemental data Fig. S2). Because the extent of axonal
arborization also depends on the number of neuronal cell bodies per ganglion, we counted the number
of neurons per ganglion and found no difference between groups (n=7 culture wells from 3

independent experiments; p=0.256 Kruskal-Wallis; Fig. 4G).

SemabA regulates synapsin 1 clustering and phosphorylation which is abolished by the ASD-linked
S$956G mutation.

Given that axonal branching and complexity are intricately linked to synapse formation/stabilization
%5 we investigated the impact of Sema5A and its mutant forms on synapses as assessed by protein
expression and cluster distribution of synapsin 1, a central presynaptic protein. Embryonic rat gut
explants were cocultured for 3 days with transfected COS cells for Fc, Sema5A-Fc or Sema5A-Fc mutant
forms placed in matrigel (Fig. 4A). Western blot performed on gut explants showed no change in
synapsin 1 protein level between groups (Fig. 5A). The number of synapsin 1 clusters was measured
on gut explants immunolabeled for 33-tubulin and synapsin 1. Gut explants cultured with Sema5A-Fc-
transfected COS cells showed an enhanced density of synaptic clusters compared to explants cultured
with Fc-transfected cells (Fig. 5B,D; p=0.039, ANOVA with Dunn’s post-test). While the mutation S951C
had no impact on the promoting effect of Sema5A-Fc on synapse density, the mutation S956G inhibited
the ability of Sema5A-Fc to enhance synapse density (Fig. 5B,D; p=0.005, ANOVA with Dunn’s post-

test). Sema5A-Fc showed no effect on the size of synapsin 1 clusters (Fig. 5C). The subcellular
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localization and function of synapsin 1 is highly regulated by its phosphorylation state. As a first
attempt, we examined whether Sema5A might affect synapsin 1 phosphorylation at Ser603, one of the
pivotal sites regulating synapsin 1 function and its dissociation from synaptic vesicles 262%, We found
that Seam5A-Fc induced an increased level of phosphorylated synapsin 1 at Ser603 compared to the
control Fc condition (Supplemental data Fig. S3). These results suggest that Sema5A could act on
enteric neurons by regulating synapsin 1 clustering and phosphorylation. To further investigate the
direct response of enteric neurons to Sema5A stimulation on synapsin 1 phosphorylation, we used a
culture model highly purified in enteric neurons 2. COS cells transfected with Fc, Sema5A-Fc or
SemaS5A-Fc-S956G constructs were plated on Transwell inserts deposited above enteric neurons to
allow the Fc and Sema5A proteins to diffuse from COS cells to enteric neurons. Using site-specific
phospho synapsin 1 antibodies, we analyzed by Western blot the levels of synapsin 1 phosphorylation
at Ser603 and Ser9, involved in synapsin 1 dissociation from synaptic vesicles 6?7, and at Ser62/67,
involved in synapsin 1 dissociation from actin filaments %*. We found that Sema5A-Fc, but not the
mutant form S956G, induced in enteric neurons an increased level of phosphorylated synapsin 1 at site
Ser603 compared to the control Fc condition (Fig. 6). The other phosphorylation sites Ser9 and
Ser62/67 were unaffected by Sema5A-Fc treatment (Fig. 6).

SemabA decreases synaptic vesicle exocytosis and the ASD-linked S956G mutation abrogated these

effects.

Phosphorylation of synapsin 1 at Ser603 acts as a molecular trigger, leading to the dissociation of
synapsin 1 from synaptic vesicles. This mechanism plays a crucial role in synaptic vesicle release at the
active zone 2?8, Thus, we investigated the impact of Sema5A on synaptic vesicle exocytosis by imaging
the presynaptic release of the dye FM1-43 as previously described in central and enteric neurons 213031,
After FM1-43 loading in neurons within synaptic vesicles, enteric neurons were stimulated by KCl-
induced depolarization for 4 min and the fluorescence decrease was recorded. The decrease of FM1-
43 fluorescence intensity corresponds to the fusion of synaptic vesicles with the plasma membrane
and the release of the dye, therefore providing an indicator of the synaptic vesicle exocytosis activity
(Fig. 7A). Measurements of the fluorescence intensity of FM1-43 clusters over the 4 min of recording
showed that the loss of fluorescence was reduced when enteric neurons were cocultured with COS
cells transfected with Sema5A-Fc compared to control Fc or the mutant Sema5A-Fc-S956G (Fig. 7B).
Quantification performed at 4 min after the addition of KCl indicated that the destaining fraction was
significantly lower in the presence of Sema5A-Fc than control Fc or the mutant Sema5A-S956G-Fc
suggesting that Sema5A reduced synaptic vesicle release induced by KCl depolarization and lost this
activity with the S956G mutation (Fig. 7C). In parallel, we examined the effects of Sema5A-Fc on
synapsin 1 phosphorylation upon neuronal depolarization induced by KCl. Sema5A-Fc induced a
reduced phosphorylation level at Ser603 and Ser9 compared to neurons cocultured with COS cells
expressing the control Fc (Fig. 7D). Moreover, the reduced level of synapsin 1 phosphorylation at

Ser603 was not observed in neurons cocultured with COS cells expressing Sema5A-S956G-Fc (Fig. 7D).
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No change for the phosphorylation site Ser62/67 was observed between groups (Fig. 7D). Previous
studies indicate that Ser603 and Ser9 are phosphorylated by Ca*/calmodulin-dependent protein
kinase Il (CaMKIl) and CaMKII/ protein kinase A respectively while Ser62/67 is phosphorylated by
extracellular signal-regulated kinase (ERK) %%?°. Therefore, we asked whether Sema5a could induce
CaMKIl or ERK activation by examining their level of phosphorylation at Tyr286 and Thr202/Tyr204,
respectively. Enteric neurons exposed to SemaS5A for 5 min showed an increased CaMKII
phosphorylation while ERK phosphorylation was unaffected (Fig. 8A,B). In addition, the Sema5A-
induced increase of CaMKIl phosphorylation was associated with an increased level of synapsin 1
phosphorylation at Ser603 (Fig. 8C). Altogether, these results suggest that Sema5A modulate synapsin
1 phosphorylation potentially through the activation of CaMKII.

Discussion

In this study, we provide evidence that Sema5A, encoded by the SEMAS5A susceptibility gene for
autism, is expressed by enteric neurons and regulates their functional connectivity. Our data showed
that Sema5A increased axonal complexity and synapse density of enteric neurons. At the synaptic level,
we found that Sema5A exerts a bidirectional control of synapsin 1 phosphorylation depending on
neuronal depolarization and reduces synaptic vesicle exocytosis. Remarkably, these Sema5A-induced
effects were abolished by the ASD-linked S956G mutation. Altogether, our data suggest that an ASD-
linked mutation disables Sema5A activity on enteric neuron function that could contribute to

gastrointestinal disorders associated with ASD pathophysiology.

First, we showed that sema5A and its related receptors PlexinAl and Plexin A2 were selectively
expressed by enteric neurons in rat colon. Western blot analysis for Sema5A showed a band at 140
kDa in brain and gut-derived samples, consistent with the reported molecular weight in various tissues
and cell lines 23233, We also observed Sema5A-immunoreactive bands at molecular weight lower
than 140 kDa, notably in the range of 90-110 kDa, corresponding to the molecular weight of a soluble
form of Semab5A resulting from proteolytic cleavage of the extracellular domain shown to be released
by various cell lines 234, Therefore, the 90-110 kDa forms detected in brain and colon might represent
a secreted form of Sema5A. At the cellular level in rat colon and ENS cultures, Sema5A, Plexin Al and
A2 receptors were selectively expressed by enteric neurons but not by enteric glial cells. The identity
of the receptors mediating Sema5A activity in enteric neurons has not been addressed in this study.
Both Plexin Al and Plexin A2 represent attractive candidate receptors giving their cellular distribution
in enteric neurons and their reported involvement in Sema5A signaling in other contexts including
central neurons and cancer cell lines 4. Moreover, we found that treatment of gut explants with
SemabSA for 3 days induced a reduction of Plexin Al protein expression level without affecting Plexin
A2. Changes in protein level of neuroreceptors are common consequences of their agonist-induced
activation 3. Therefore, the downregulation of Plexin A1 upon Sema5A stimulation might be regarded

as a clue for a preferential involvement of Plexin Al in mediating Sema5A activity in enteric neurons.
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The patterning of axonal arbor and synaptic connections underlie neuronal connectivity that drives
coordinated functions of the ENS. In this study we identified Sema5A as a molecular signal controlling
these processes by promoting axonal complexity and limiting presynaptic activity. The methodology
used to assess the extent of axonal arbor was based on Sholl analysis that integrates both the length
and the number of axonal fibers. The fact that a facilitating effect was observed at distance, but not
close, from the ganglion suggests that Sema5A would mostly regulate the terminal arborization but
not the number of primary axons emerging from neuronal cell bodies. This interpretation is supported
by protein expression level of the axonal protein 33-tubulin, unaffected by Sema5A stimulation. These
results suggest that the main axonal fibers were preserved but that Sema5A would regulate fine distal
axonal branching, containing low level of B3-tubulin, therefore marginally contributing to the total
amount of B3-tubulin. The Sema5A-induced promoting effect on axonal arbor extension of enteric
neurons is consistent with previous studies reporting a permissive activity of Sema5A on axon
elongation of dorsal root ganglia and in the diencephalon 22, In addition, we found that Sema5A
enhanced the number of synapses, defined as synapsin 1 clusters, and the level of synapsin 1
phosphorylation at Ser603. Phosphorylation at Ser603 represents a molecular signal for synapsin 1
dissociation from synaptic vesicles, resulting in dispersion of synapsin 1 from presynaptic terminals to
axonal regions 2. It is thus expected that an increased synaptic clustering of synapsin 1 would be
associated with a decreased level of Ser603 phosphorylation, which is not the case in our study. It is
therefore unlikely that the mechanism underlying the Sema5A-induced clustering of synapsin 1 relies
on the ability of Sema5A to increase synapsin 1 phosphorylation level at Ser603. The presynaptic
targeting of synapsin 1 has been shown to be regulated by O-glycosylation at several Ser residues 3°
and by multiple molecular interactions between different domains constituting synapsin 1 and
between synapsin 1 isoforms ¥’. Whether Sema5A-induced synapsin 1 clustering in enteric neurons is
achieved through regulation of O-glycosylation or homo- and heterodimerization of synapsin 1 remains
to be studied.

Interestingly, we found that Sema5SA exerts a bidirectional control of synapsin 1 phosphorylation
depending on neuronal depolarization. Under resting condition, Sema5A increased phosphorylation at
Ser603 while no modification of phosphorylation was observed at Ser9 and Ser62/67. The
phosphorylation at Ser603 and Ser9, achieved by Ca?'/calmodulin-dependent protein kinase Il
(CaMKIl) and CaMKlIl/protein kinase A respectively, promotes the dissociation of synapsin 1 from
synaptic vesicles, resulting in the transition of the synaptic vesicles from a reserve pool to a readily-
releasable pool as a mechanism enabling sustained synaptic transmission 3. Phosphorylation at
Ser62/67, achieved by ERK, reduces the interaction between synapsin 1 and actin cytoskeleton
contributing also to the docking of synaptic vesicles in the readily-releasable pool %. By showing a
selective increase of Ser603 phosphorylation induced by Sema5A, compared to Ser9 and Ser62/67, our
data suggest that Sema5A would preferentially decrease tethering of synapsin 1 to synaptic vesicles
through CaMKIl activation. In agreement with this hypothesis, we found that Sema5A increased the
phosphorylation of CaMKII at Tyr-286, but not that of ERK. Another possibility is that Sema5A could
inhibit the activity of the protein phosphatase A2 shown to be involved in the dephosphorylation of
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synapsin 1 at Ser603 . Using FM1-43-based imaging, we found that Sema5A reduced synaptic vesicle
release induced by KCl depolarization. This inhibitory activity of Sema5A on synaptic strength is
consistent with previous studies showing that Sema5A inhibited synaptic transmission in hippocampal
dendate granule cells *. It is well-established that depolarization-driven phospho-signaling targets
several phosphorylation sites on synapsin 1 that promotes the availability of synaptic vesicles at the
active zone for exocytosis. We found that pretreatment of enteric with Sema5A reduced
phosphorylation at Ser603 and Ser9 compared to neurons pre-treated with Fc upon neuronal
depolarization. Our data suggest that upon depolarization, Sema5A negatively regulated synaptic
vesicle exocytosis through the inhibition of synapsin 1 phosphorylation at Ser603 and Ser9. Altogether,
our results identify Sema5A as a bifunctional regulator of synapsin 1 phosphorylation in an activity-
dependent manner. Under resting condition, by facilitating synapsin 1 phosphorylation at Ser603,
Sema5A would promote the translocation of synaptic vesicle to the readily-releasing pool, while upon
neuronal depolarization, Sema5A reduces synapsin 1 phosphorylation at Ser603 and Ser9, thus
restraining synaptic vesicle exocytosis. The ability of Sema5A to exert bifunctional activity depending
on the environmental context is in accordance with previous studies showing in the central nervous
system that Semab5A can exhibit facilitating or inhibitory activity on axonal guidance according to the
molecular composition of the extracellular matrix 22. Whether this dual activity of Sema5A relies also
on its molecular form as a membrane-bound or secreted proteolytic-cleaved protein, as shown for

Sema5B on synapse elimination *° remains to be determined.

We also investigated the impact of a Sema5A ASD-linked mutation (S956G) on Sema5A enteric neuron
connectivity and presynaptic activity. We observed that this mutation abolished Sema5A-induced
effects on axonal arborization, synapsin 1 cluster density and presynaptic functions. The mutation
S956G is a missense variant affecting a conserved amino-acid located just before the first
thrombospondin domain 3. The thrombospondin repeats of Sema5A have been shown to play a critical
role in the interaction with the extracellular matrix, influencing Sema5A activity on central neurons
connectivity 22, Therefore, S956G mutation could limit Sema5A ability to interact with component of
the extracellular matrix or other binding partners yet to be characterized. The S951C mutation located
in the same Sema5A molecular domain than the S956G mutation preserved Sema5A activity. This
result is unclear, but suggests that this mutation likely maintained the molecular conformation of
SemabA required to exert its activity on the studied parameters. The loss of function of Sema5A
induced by the S956G mutation on its inhibitory activity on synaptic vesicle exocytosis suggests that
impaired synaptic vesicle dynamics of enteric neurons could be associated with autism. In agreement
with this, mutations found in synapsin 1 and associated with ASD induce defects in synaptic vesicle
availability or exocytosis **2. By showing that Sema5A-associated ASD mutation disrupted Sema5A
activity on synapsin 1 phosphorylation and synaptic vesicle dynamic, our study supports the

importance of impaired presynaptic mechanisms in ASD.

In conclusion, this study sheds light on the role of Sema5A in enteric neuron connectivity and synaptic
functions and demonstrated the impact of ASD-associated mutation on Sema5A activity that might

potentially contribute to ENS dysfunctions and gastrointestinal symptoms in ASD.
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Limitations of the study

One limitation of this study is the lack of in vivo evidence that Sema5A regulate enteric neuron
connectivity. Examination of enteric neuron network in the gut of Sema5A-/- mice in future studies
would enhance the physiological robustness of our findings. Furthermore, although we identified a
previously undescribed significance of the ASD-associated Sema5A mutation S956G on Semab5A
activity, validating these findings in in vivo models would require the future availability of transgenic

mouse lines that specifically express this Sema5A mutant form in enteric neurons.
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Fig. 1: Expression of Sema5A and its receptors Plexin Al and Plexin A2 in rat brain and colon. (A)
Western blot of Sema5A from rat brain and distal colon. For each sample, 10 ug of proteins were loaded
on a 4-12% LDS-NuPage and immunoblotted with Sema5A antibody. A band at ~140 kDa was detected as
well as additional bands with lower molecular weights. (B) Western blot of Plexin A1 and Plexin A2 from

rat brain and distal colon. In both samples, a band at 220 and 200 kDa was detected for Plexin Al and

Plexin A2 respectively.
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Fig. 2: Sema3A and its receptor Plexin Al and Plexin A2 are expressed in enteric neurons in the rat
distal colon. (A,A’,B,B’) Triple immunolabeling for Sema5A (green), Hu (marker of neuronal soma, red)
and B3-tubulin (marker of neuronal soma and axonal processes, blue) in the myenteric plexus of rat
distal colon. (B,B’) Higher magnification of the boxed regions in A,A’. (C,C’,D,D’) Triple immunolabeling
for Sema5A (green), Hu (red) and S100f (marker of glial cells, blue) in the myenteric plexus of rat distal
colon. (D,D’) Higher magnification of the boxed regions in C,C’.(E,E’,F,F’) Triple immunolabeling for
Plexin Al (green), Hu (red) and B3-tubulin (blue) in the myenteric plexus of rat distal colon. (F,F’) Higher
maghnification of the boxed regions in E,E illustrates the pericellular Plexin Al labeling. (G, G’) Double
immunolabeling for Plexin A2 (green), and Hu (red) in the myenteric plexus of rat distal colon. The
arrows point to small-size enteric neurons showing Plexin A2 at the cell border. Scale bars: A: 30 um;

C-G: 15 um.
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Plexin A1 Plexin A1 Plexin A2

Fig. 3: SemabA, Plexin Al and Plexin A2 are expressed in enteric neurons in primary cultures of
rat gut. (A) Triple immunolabeling for Sema5A (green), Hu (red) and B3-tubulin (blue) at 12 days of
culture. (B) Double labeling of Plexin Al (green) with Hu (red) at 12 days of culture. (C) Double
labeling of Plexin A2 (green) with Hu (red) at 12 days of culture. Sale bars: 30 um.
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Fig. 4: Sema5A regulates receptor plexin Al protein expression and stimulates axonal complexity in
enteric neurons. (A) Schematic illustrating gut explants cocultured with COS cells expressing Fc, Sema5A-Fc,
Sema5A-S951C-Fc or Sema5A-S956G-Fc. Transfected COS cells were placed in matrigel and a drop was
deposited in the culture well, next to the explant. 3 days later, explants were subjected to Western blot to
analyze the expression of receptors Plexin A1 and A2 (B) and axonal protein E3-tubulin (C). Data are mean +
SEM. (n=22 explants from 4 independent experiments); ns p>0.05, **p<0.01, ***p<0.001 Kruskal-Wallis
test, supplemented by Dunn’s post-hoc test. (D) To assess complexity of the axonal network, coculture of
ENS with transfected COS cells was performed. A drop of COS cells in matrigel is deposited in the center of
the ENS culture well and cocultured for 3 days before measuring axonal complexity using Sholl analysis. (E)
Schematic depicting Sholl analysis. Concentric circles were placed at 60 and 160 um from the ganglion centre
and the number of axonal intersections with each circle was counted. (F) Quantification of the number of
axonal intersections at 60 and 160 um from the centre of the ganglion. The number of axonal intersections
is increased in the presence of Sema5A-Fc as compared to control Fc without affecting the number of
neurons per ganglion (G) (*p<0.05, two-way ANOVA with Turkey post-hoc test; n=6 culture wells from 3

independent experiments).
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Fig. 5: SemabA enhances the density of synapsin 1 clusters without affecting synapsin 1 protein
expression. (A) Western-blot analysis of explants cocultured with transfected COS show no modulation
of pre-synaptic protein synapsin 1. To go further, explants were immunolabeled for synapsin 1 and
Tull to assess the density of synapsin 1 clusters, as a relevant marker of synapse density. (B, C)
Quantification of the number of synapsin 1 clusters per 100 um? of Tuj1 labeling (B) and average size
of synapsin 1 clusters (C). (D) After 3 days of coculture, the axonal network has spread out of the
explants and is accessible for IHC. Representative images of axonal network immunolabeled for
synapsin 1. Synapsin 1 clusters are shown by white arrows. Data are mean + SEM. (Western-blot
analysis (A): n=22 explants from 4 independent experiments, IHC (B, C) n=18-23 explants from 6
independent experiments); *p<0.05,**p<0.01, Kruskal-Wallis test, supplemented by Dunn’s post-hoc

test.
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Fig. 6: Semab5A increases enteric neurons synapsin 1 phosphorylation at site Ser-603. Western
blot analysis of synapsin 1 phosphorylation at site Ser603, Ser9 and Ser62/67 from enteric neuron
cultures treated with Sema5A for 3 days. *p<0.05 Kruskal-Wallis test, supplemented by Dunn’s

post-hoc test. Data are mean +SEM, n=8 cultures from 2 independent experiments.
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Fig. 7: KCl-induced synaptic vesicle exocytosis is reduced by Sema5A in association with a decrease in
synapsin 1 phosphorylation at site Ser-603 and Ser-9. (A) From left to right, merged picture of FM1-43
fluorescence and brightfield microscopy at t0s. Representative images of enteric neurons labeled with
FM1-43 at t0s and t4 min after 90 mM KCI stimulation. (B) FM1-43 fluorescence decreases over 4 min
exposure to 90 mM KCI. (C) Remaining fluorescence was measured as destaining fraction, after 4 min
exposure to KCl. Destaining fraction of FM1-43 fluorescence is expressed as 1-(Fluo t4 min/Fluo at t0).
Data are mean + SEM. (n=60 clusters per culture well, from 12 culture wells from 4 independent
experiments); ***p<0.001, One-way ANOVA with Tukey's multiple comparisons test. (D) Neurons were
depolarized by 1 min exposure to 90 mM KCl and collected for Western blot analysis and assessment of
synapsin 1 phosphorylation at site Ser-603, Ser-9 and Ser-62/67. *p<0.05 Kruskal-Wallis test,
supplemented by Dunn’s post-hoc test. Data are mean *SEM, n=8 cultures from 2 independent

experiments.
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Fig. 8: Enteric neurons exposed to Sema5A for 5 min show increased CaMKII phosphorylation and

synapsin 1 phosphorylation at site Ser603. Enteric neurons were treated for 5 min or 30 min with

Fc fragment or Sema5A-Fc (4.5 uM). Western blot for phosphorylated CaMKIl at Tyr286 (A),

phosphorylated ERK at Thr202/Tyr204 (B) and synapsin 1 at Ser-603 (C). *p<0.05 Mann—Whitney

test for each time group. Data are mean *SEM, n=12 to 16 cultures from 3 to 4 independent

experiments
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Fig. S1: Fc, Sema5A-Fc and its mutant forms are
expressed and secreted in an equivalent amount
by transfected COS cells. Western blot of cell
culture medium collected from transfected COS
cells. For each sample, 13 ul of culture medium was
loaded on the electrophoresis gel and

immunoblotted with anti-human IgG Fc antibody.
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Fig. S2: Full-length membrane-bound form of Sema5A stimulates axonal complexity in enteric neurons.

(A) Schematic summarizing the procedure to favour cell-cell contacts between enteric neurons and COS

cells. A first layer of transfected COS cells placed in matrigel is deposited on the well before ENS precursor

are seeded to obtain a coculture COS cells -ENS (B) Schematic depicting Sholl analysis. Concentric circles

were placed at 60 and 160 um from the ganglion centre and the number of axonal intersections with each

circle was counted. (C) Quantification of the number of axonal intersections at 60 and 160 um from the

centre of the ganglion. The number of axonal intersections is increased in the presence of the full-length

membrane-associated form of Sema5A as compared to mGFP at 160 um from the centre of the ganglion

(*p<0.05, two-way ANOVA with Turkey post-hoc test; n=8 culture wells from 3 independent experiments).
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Fig. S3: Sema5A increases synapsin 1 phosphorylation on site Ser-603 in a rat gut explant model.
Western-blot analysis of explants cocultured for 4 days with transfected COS cells expressing Fc
or Sema5A-Fc. *p<0.05 Mann-Whitney test. Data are mean *SEM, n=11 explants from 2

independent experiments.
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Summary

Autism spectrum disorders (ASD) are neuro-developmental disorders defined by lack of
social skills, repetitive behaviors and restricted interests. Beside behavioral symptoms, ASD is
highly associated with gastrointestinal (Gl) symptoms. As a key regulator of Gl functions, the
enteric nervous system (ENS) might be a prime target in ASD that remains however
understudied in the context of ASD. Moreover, gut microbiota dysbiosis is an important
cofactor in ASD raising the hypothesis that microbiota-derived metabolites could contribute
to the pathophysiology of ASD. In this study, we analyzed the fecal content of secondary bile
acids in adult ASD individuals compared to NT adults and studied the role of selected
secondary bile acids on enteric neuron functions. Our findings demonstrated a striking
elevated concentration of DCA and HDCA in fecal samples from females with ASD, but not
males, compared to NT group. Further studies on the role of DCA on rat enteric neurons in
culture indicated that this microbiota-derived metabolite impact spontaneous neuronal
activity and increased stimulated synaptic vesicle exocytosis. This study highlights the
potential importance of DCA in ENS functions that might connect microbiota dysbiosis and Gl

symptoms in autism.
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INTRODUCTION

Autism spectrum disorders (ASD) are neuro-developmental disorders defined by lack of
social skills, repetitive behaviors and restricted interests. The prevalence of ASD continues to
increase in the world, rising from 0.02% in 1975 to the present value of 1.2 % (Zeidan et al.,
2022). Despite increasing world awareness, there are no specific drugs available to treat the
core symptoms of ASD and major gaps remain in our understanding of pathophysiological
mechanisms underlying ASD, which involve both genetic and environmental factors. Beside
behavioral symptoms, ASD is associated with a wide range of comorbidities including seizure,
sleep disorders, intellectual disability and gastrointestinal (Gl) symptoms. These later, mostly
diarrhea, constipation, abdominal discomfort and bloating, are particularly prominent in ASD
with a frequency shown to be 4.4 times more elevated in ASD children than neurotypical (NT)
children (McElhanon et al., 2014). Further highlighting the importance of the gut in ASD is the
correlation between the severity of ASD-related behavior and of Gl symptoms (Adams et al.,
2011), suggesting that common mechanisms could contribute to gut and brain dysfunctions.
As a key regulator of Gl functions, the enteric nervous system (ENS) might be a prime target
in ASD. The ENS is distributed throughout the digestive tract and is composed of a complex
network of enteric neurons and glial cells. The establishment of enteric neuronal activity and
connectivity during development underlies the maturation of ENS functions (de Vries et al.,
2010; Gonzales et al., 2020; Le Berre-Scoul et al., 2017; Li et al., 2019) and defects in neuronal
connectivity are associated with gut disorders, as shown for instance in irritable bowel
syndrome and Hirschsprung’s disease (Dothel et al., 2015; Gonzales et al., 2020; Sasselli et al.,
2013). Regarding ASD, genetic animal models of ASD pointed to structural alterations of the
enteric neuronal network, such as changes in the number of enteric neurons, the proportion
of specific neuronal populations and the pattern of neuronal network (Bernier et al., 2014;
Golubeva et al., 2017; Hosie et al., 2019; Leembruggen et al., 2020; Margolis et al., 2016).

Accumulating evidence unveiled dysbiosis of the gut microbiota as an important cofactor
in ASD. Changes in the composition of fecal microbiota have been reported in children and
adults with ASD compared to NT individuals and transfer into mice of fecal supernatant or of
gut microbiota from people with ASD induced behavioral alterations and gut dysfunctions
relevant to ASD-associated symptoms (Gonzales et al., 2021; Sharon et al., 2019; Xiao et al.,
2021). However, the mechanisms of gut microbiota-mediated effects on gut and brain are still
largely unknown, but might involve microbiota-derived metabolites. In particular, increased
fecal concentration of several bacterial metabolites, including short chain fatty acids (SCFAs)

(Wang et al., 2012), indole and its derivatives (De Angelis et al., 2013) and para-cresol (De
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Angelis et al., 2013) have been described in children with ASD, making them potential
microbiota-host mediators in ASD. However, another class of bacterial metabolites, the
secondary bile acids, has been little explored in human fluids in the context of ASD although
several evidences point to a potential role of this class of compounds in ASD. Secondary bile
acids are produced by gut microbiota upon biotransformation of primary bile acids,
themselves synthesized through cholesterol metabolism in the liver. Bile acids are implicated
in the solubilization of dietary lipids but are also regarded as signaling molecules through
activation of bile acid receptors such as farnesoid X receptor (FXR) and TGR5 (Monteiro-
Cardoso et al., 2021). As such, secondary bile acids have been proposed as modulators of the
microbiota-gut-brain axis. The BTBR mouse model of idiopathic ASD showed modifications of
the fecal content of several bile acids, including secondary bile acids (Golubeva et al., 2017).
Moreover, the administration of a FXR agonist alters microbiota composition and alleviates
autism-associated behaviors (Liu et al., 2022). On the other hand, it is worth noting that the
studies in human aiming in the characterization of microbial metabolites in ASD all focused on
pediatric or adolescent populations raising the need to move forward to also consider adult
ASD individuals.

In this study, we first analyzed the fecal content of secondary bile acids in adult ASD
individuals compared to NT adults and studied the role of selected secondary bile acids on
enteric neuron functions. Our findings demonstrated a striking elevated concentration of DCA
and HDCA in fecal samples from females with ASD, but not males, compared to NT group.
Further studies on the role of DCA on rat enteric neurons in culture indicated that this
microbiota-derived metabolite impact spontaneous neuronal activity and increased
stimulated synaptic vesicle exocytosis. This study highlights the potential importance of DCA

in ENS functions that might connect microbiota dysbiosis and Gl symptoms in autism.
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MATERIALS AND METHODS
Participants, fecal samples collection and analyses of secondary bile acids

Participants were recruited through the Autism Expert Center, FondaMental foundation
(Chenevier-Mondor Hospital in Créteil, France) according to the approval from the French
Ethical Committee for Biomedical Research (Comité de Protection des Personnes lle de France
V) as of 02/02/2016 through the protocole 2013-A01286-39 registered under no. 16113 with
the collection code DC 2009-930. Adults with ASD and without intellectual disability were
diagnosed according to the Diagnostic and Statistical Manual of Mental-4-revised (DSM-IV R)
criteria and the Autism Diagnostic Observation Schedule (ADQOS) scores. Subjects were not
eligible for the study if they had been on antibiotics or antifungal agents within the preceding
eight weeks. Fecal samples were collected by individuals at home with the GENboxanaer kit
(ref 96124, Biomérieux, France), stored immediately at 4°C, and brought to the Centre
d’Investigation Clinique of Créteil hospital in less than 24 h. Each sample was aliquoted to 1g
per tube and stored at -80°C before use. For this study, fecal samples were collected from 19
neurotypical adults aged 18 to 50 years of age (9 females, 10 males) and 42 adults with ASD
without intellectual disabilities aged 18 to 50 years of age (15 females, 27 males).

The fecal content of the primary bile acids cholic acid (CA) and chenodeoxycholic acid (CDCA)
as well as the secondary bile acids deoxycholic acid (DCA), lithocholic acid (LCA),
hyodeoxycholic acid (HDCA) and ursodeoxycholic acid (UDCA) were analyzed by ultra-
performance liquid chromatography—-tandem mass spectrophotometer (UPLC-MS/MS;

Platform B2R, Hopital Saint Antoine, Paris, France).

Animals.

Pregnant Sprague-Dawley rats were purchased on gestational day 15 (Janvier Labs, Le Genest
Saint-Isle, France). Dams were anesthetized by isoflurane, euthanized by cervical dislocation
and the embryos (at embryonic day 15, E15) were collected to proceed to cell culture. All
protocols were carried out in accordance with French standard ethical guidelines for

laboratory animals (Agreement # 02476.01).

Enteric neuron culture.

Primary culture of rat enteric neuron was performed as previously described in Caillaud et al.,
2023. Briefly, the intestine of E15 rat embryos were cut into 8 pieces of equal length and
placed in a well of a 24-well culture plate previously coated with collagen type | (354236,

Corning). After 5 days of culture in enteric glia-conditioned DMEM medium containing GDNF
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(50 ng/mL) (R&D Systems - bio-techne), the explants were delicately removed and the cells
having migrated out of the explants were detached with Accutase (07920, StemcCell
technologies, Saint-Egreve, France). Accutase is then inhibited in DMEM medium, the cells
centrifuged (1200rpm, 5 min at RT) and the pellet suspended in enteric glia-conditioned
DMEM medium + GDNF (50 ng/mL). Cells were then plated (day 0) either in Ibidi 24-well plates
(ibidi, Grafelfing, Germany) for FM1-43 and Cal520 imaging or in 24-well plastic culture plates
for western blot analyses. The next day (D1), the antimitotic agent cytosine arabinoside (ARA-

C at 5uM) was added to prevent proliferation of glial and muscle cells.

Secondary bile acids preparation.

Bile acids solutions were prepared from powder dissolved in DMSO. 25 mM solution of DCA
(30960, Sigma-Aldrich), HDCA (H3878-5G, Sigma-Aldrich), LCA (L6250-10G, Sigma-Aldrich) and
UDCA (U5127-1G, Sigma-Aldrich) were prepared in DMSO (D2650, Sigma-Aldrich) then diluted
to 100uM in HBSS. Bile acids solution in HBSS were filtered in 0,22 um syringe filter (514-1263,
Avantor). Ina 1 mL P24 well, 10 pL of the 100 uM solution was added in the culture well (1 mL

in 24 wells plates) to achieve a final concentration of 1uM in the culture well.

Cells treatments.

Secondary bile acids: Neurons were treated with 1uM of DCA, HDCA, LCA, UDCA or 0.4%
DMSO (vehicle) two days after plating (D2), and five days after plating (D5). On day 6, neurons
were used for the different experiments. For acute exposition to secondary bile acids, neurons
were treated at D6 with 1 uM of DCA, HDCA, LCA, UDCA or the vehicle for 5 min before

collection in RIPA lysis buffer for western-blotting analysis

KCl: To assess synapsin 1 phosphorylation state of enteric neurons in stimulated conditions
elicited by KCl-induced depolarization, D6 enteric neurons chronically exposed to bile acids,
were stimulated for 60 sec in stimulation buffer, containing 90 mM KCl (cf. FM1-43) and rested
for 5 min in Ca?*-free washing buffer before collection in RIPA lysis buffer for western-blotting

analysis.

166



Résultats

Western blot.

Protein collection: Cells were gently scrapped in 50 pyL RIPA buffer containing protease
inhibitor cocktail, 2 mM orthovanadate (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and

phosphatase inhibitor cocktail 3 (Sigma-Aldrich), and were sonicated.

Electrophoresis, transfer and antibody incubation. Samples were further prepared for
electrophoresis by adding adjusted volume of NUPAGE LDS Sample Buffer 4X (NPO007 Thermo
Fisher Scientific) and NUPAGE™ Sample Reducing Agent 10X (NPO009 Thermo Fisher Scientific)
and were then heated at 95°C for 5 min and loaded onto a NuPAGE 4-12% Bis-Tris Acrylamide
gel (NP0322BOX Thermo Fisher Scientific) with MES SDS Running Buffer (NPOO02 Thermo
Fisher Scientific). Loading was 1/10 of culture well. Electrophoretic transfer to nitrocellulose
membrane was performed with iBlot Nitrocellulose Transfer stack mini (IB23002 Thermo
Fisher Scientific) for 7 minutes at 20 V in an iBlot dry transfer apparatus (IB21001 Thermo
Fisher Scientific). Membranes were incubated for 1h in blocking solution composed of Tris-
buffered saline (TBS), 0.1% (v/v) Tween-20 and 5% (w/v) non-fat powder milk and were then
incubated overnight at 4°C in primary antibodies as follows: rabbit monoclonal anti-synapsin
1 (1:1000, # 5297 Cell Signaling), mouse monoclonal anti-beta-3-tubulin (1:1000, # T8660
Sigma-Aldrich), rabbit polyclonal anti-phospho-synapsin 1 (Ser62/67) (1:1000, # 11583501
Thermo Fisher Scientific), rabbit polyclonal anti-phospho-synapsin 1 (Ser603) (1:1000, # PA1-
4604 Thermo Fisher Scientific), rabbit polyclonal anti-phospho-synapsin 1 (Ser9) (1:1000, #
CST2311 Cell Signaling), mouse monoclonal anti-PGP 9.5 (1:1,000, MA1-83428, Thermo Fisher
Scientific), mouse monoclonal anti-PSD95 (1:1000, ref: MA1-045, ThermoFisher), rabbit
monoclonal anti-CREB (1:1000, # 9197S Cell Signaling), rabbit monoclonal anti-Phospho-CREB
(Ser133) (1:1000, # 9198S Cell Signaling), mouse monoclonal anti-Synaptophysin (1:1000, #
12270S Cell Signaling), mouse monoclonal anti-nNOS (1:1000, #6103308, BD Biosciences) and
mouse monoclonal anti-B-Actin (1:5000, # A5441 Sigma-Aldrich). Membranes were washed
thoroughly with TBS and incubated for 1h with the appropriate secondary antibody coupled
to horseradish peroxidase (HRP) diluted in TBS + 5% non-fat powder milk. Proteins were
detected by chemiluminescence with Clarity Western reagents (1705061, Bio-Rad, Marnes la
coquette, France) using a ChemiDoc XRS+ system (1708265, Bio-Rad). The ubiquitous protein
B-Actin was revealed and used as reference proteins for loading control and normalizing factor
for each deposit. For quantification, the relevant immunoreactive bands were selected and
guantified with Image Lab software version 5.0 (Bio-Rad). Data are expressed as relative

values to B-Actin normalized to the control mean.
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FM1-43 imaging

Enteric neurons were incubated for 60 sec at 37°C with 5 ug/mL of FM 1-43 (Molecular Probes)
diluted in stimulation buffer composed of 31.5 mM NacCl, 90 mM KCI, 2 mM MgCI2, 2 mM
CaCly, 25 mM HEPES, 30 mM glucose, pH 7.4. Enteric neurons were then washed for 15 min
at 37°C in Ca?*-free washing buffer (119 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 4 mM MgCl,, 25 mM HEPES,
and 30 mM glucose, pH 7.4). Dynamic acquisition was performed using a scanning confocal
microscope NIKON A1l RSi (Nikon, Tokyo, Japan) with an oil-immersion objective (x63, NA,
1.40). Preparations were imaged during 4 min in stimulation buffer using Galvano mode at 1
fps (excitation :48nm, emission: 530 +/- 20 nm) by NIS-Element software. The fluorescence
intensity of FM1-43 clusters was analyzed using the Fiji software. The destaining fraction after

4 min was calculated for each cluster using the formula: 1-(Fluo at 4min/Fluo at 0s).
Calcium imaging

Calcium imaging was performed as described in Caillaud et al., 2023, using Cal-520, AM dye
(Abcam, Cambridge, UK) in Ibidi 24-well plates (u-Slide 24 Well, Grafelfing, Germany). Neurons
were loaded into glia-conditioned medium supplemented with Cal-520 AM dye (5 uM) for 60
min at 37°C in a cell culture incubator. High-frame-rate (60 fps) images were recorded using a
resonant scanning NIKON A1l RSi confocal microscope (Nikon Instruments, Champigny sur
Marne, France) with a dedicated oil immersion objective (x63, NA, 1.40) and a temperature
(37°C)/CO2 (5%) controller. The dye was excited by a laser source at 488 nm and the
fluorescence signal was recorded at 520 nm. Video acquisition was performed using the Nikon
imaging software NIS-Elements. We analyzed the images using the Imagel) software. The
fluorescence intensity was measured in region of interest (ROI) delimitating neuronal cell
bodies for spontaneous activity and upon pharmacological stimulations. Data were
represented as changes in fluorescence intensity according to the formula 1F = F/FO, where
FO is the minimum fluorescence intensity. Amplitude and frequency of calcium transients were
identified using an Excel macro specifically designed for calcium imaging spontaneous activity

analysis and created by Magalie Feyeux at the Plateforme MicroPICell in Nantes
Statistical analysis

GraphPad Prism 8 was used for conducting the statistical analysis and data interpretation.
Data are presented as mean £ SEM. Group comparisons were executed by first, assessing
normal distribution and deploying, accordingly, the t-test or one-way ANOVA or parametric
tests or the Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis test supplemented by Dunn’s post-hoc test
for non-parametric tests. Statistical significance thresholds were set as “ns” (non-significant)

for p-value > 0.05, * for p-value <0.05, ** for p-value <0.01 and *** for p-value <0.001.
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RESULTS

Fecal content of DCA and HDCA differs between NT and ASD only in females

Fecal samples from 19 NT adults and 42 adults with ASD were analyzed for primary (CA and
CDCA) and secondary bile acids DCA, HDCA, LTA and UDCA. No difference was observed
between the two groups for all the studied primary (not shown) and secondary bile acids
except for HDCA (Fig. 1A). Upon stratification for females and males, we found that the fecal
contents of DCA and HDCA were increased in female with ASD as compared to NT female,
while no difference was observed between NT and ASD males (Fig. 1B). Interestingly, when
considering NT individuals, fecal levels of DCA and HDCA were lower in females than males
whereas similar levels of DCA and HDCA were found between females with ASD and males,
regardless of being NT or ASD (Fig. 1B). These results suggest a female-specific increased of
DCA and HDCA fecal content in ASD.

DCA increases CREB phosphorylation and regulates the spontaneous activity of enteric
neurons

Given that gut disorders have been consistently reported in people with ASD, our findings
showing increased levels of DCA and HDCA in fecal samples from females with ASD prompted
us to study the impact of these secondary bile acids on the ENS, a key regulator of digestive
tract functions. It has been reported that enteric neurons express the bile acid receptor TGR5
(Poole 2010), and that TGR5 activation increases intracellular concentrations of cAMP leading
to PKA-dependent phosphorylation of the cAMP-response element-binding protein (CREB)
(Biagioli et al., 2017). To assess the ability of the secondary bile acids to induce CREB
phosphorylation in enteric neurons, cultured enteric neurons were treated with DCA, HDCA,
LCA and UDCA for 5 min to analyze by western blot the level of phospho-CREB at Ser133. We
found that DCA, but not HDCA, LCA or UDCA, promoted an increased phosphorylation of CREB
(Fig. 2). This selective effect of DCA on CREB phosphorylation, compared to the other
secondary bile acids, led us to further study the effects of DCA on enteric neuron functions.
CREB activation through phosphorylation play important roles on the regulation of neuronal
proteins expression (Lonze and Ginty, 2002). We thus examined in enteric neuron cultures the
effects of DCA treatment during 4 days, on several neuronal protein expression (Fig. 3A).
Synapsin 1 and synaptophysin, that are both key presynaptic proteins, were upregulated by
DCA compared to vehicle treatment (Fig. 3B). No change in the expression of the postsynaptic
protein PSD95 was observed between the two groups (Fig. 3B). We also analyzed the
expression of the axonal structural protein Beta-3-tubulin and found a decreased expression
in enteric neurons chronically treated with DCA (Fig. 3B). Regarding the expression of the

neuronal nitric oxide synthase (nNOS), producing the neurotransmitter NO and functionally
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linked to CREB activity (Riccio et al., 2006), no change was induced by DCA (Fig. 3B). Because
CREB activation through phosphorylation is stimulated by increased neuronal activity (Moore
et al., 1996), the effects of DCA on spontaneous neuronal activity was studied on cultured
enteric neurons by Ca?* imaging. Enteric neurons treated for 4 days with DCA exhibited an
enhanced frequency of Ca?* transients along with a decreased amplitude as compared to

neurons treated with vehicle (Fig. 4).

DCA affects synaptic functions of enteric neurons

The DCA-induced increase of presynaptic protein expression in enteric neurons led us to
further study the impact of DCA presynaptic mechanisms. To this aim, we studied the role of
DCA on synaptic vesicle exocytosis in enteric neurons by imaging-based approach using the
dye FM1-43 as previously described (Betz et al., 1996; Boesmans et al., 2008; Caillaud et al.,
2023). After loading the dye FM1-43 in synaptic vesicles, subsequent KCl-induced
depolarization of enteric neurons resulted in dye destaining as synaptic vesicles fused with
the plasma membrane of nerve terminals and released the dye (Fig. 5A). The loss of FM1-43
staining induced by neuronal depolarization during the 4 min of recording was increased in
enteric neurons that were pretreated by DCA as compared to control condition (Fig. 5B).
Measurements of the fluorescence intensity of FM1-43 clusters 4 min after the application of
KCl showed that the destaining fraction of FM1-43 was enhanced by DCA treatment (Fig. 5C).
Next, the level of synapsin 1 phosphorylation, one of the main molecular switch regulating
clustering and release of synaptic vesicles (Zhang and Augustine, 2021), was assessed in
enteric neurons chronically treated with DCA. Synapsin 1 phosphorylation was studied using
site-specific phospho synapsin 1 antibodies for phosphorylation at Ser603 and Ser9, shown to
trigger synapsin 1 dissociation from synaptic vesicles (Chi et al., 2001, 2003) and at Ser62/67,
implicated in synapsin 1 dissociation from actin filaments (Jovanovic et al., 1996). Treatments
for 4 days with DCA showed no effect on synapsin 1 phosphorylation levels at any of the
studied phosphorylation sites (not shown). Next, following the same DCA treatment for 4 days,
enteric neurons were stimulated by KCl-induced depolarization (1 min) to promote synaptic
activity, or PBS for control (Fig. 6). We found that neuronal depolarization performed on
neurons pretreated by DCA had no effect on synapsin 1 phosphorylation at Ser603 and Ser9,
but induced an increased level of phosphorylation at Ser62/67 compared to control (enteric
neurons pretreated with the vehicle). PBS-induced stimulation used as control did not induce
any synl phosphorylation in neurons pretreated with DCA or the vehicle. Phosphorylation at
sites 62/67 has been shown to weaken the binding of synapsin 1 to actin cytoskeleton, thereby
facilitating the turn-over of synaptic vesicles at the active zone (Jovanovic et al., 1996;
Matsubara et al., 1996). These results suggest that DCA enhanced synaptic vesicle exocytosis

upon neuronal stimulation potentially by promoting synapsin 1 phosphorylation at Ser62/67.
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DISCUSSION

In this study we found a sex-specific increase of the microbiota-derived metabolites DCA
and HDCA in females patients with ASD compared to NT groups and provide evidence that
DCA might directly impact enteric neuron activity and connectivity. Specifically, application of
DCA to enteric neuron cultures enhanced CREB phosphorylation, spontaneous neuronal
activity and synaptic vesicle exocytosis potentially through the regulation of synapsin 1
phosphorylation. Our results identified DCA as an ASD-associated bacterial metabolite that

might connect microbiota dysbiosis and Gl symptoms in ASD.

Regarding the concentration of bile acids in fecal samples, differences were observed for
the secondary bile acids DCA and HDCA between females and males. First, when considering
the NT population, females contained a lower concentration of DCA and HDCA than males as
previously described (Lampe et al.,, 1993). Sexual dimorphism in bile acid synthesis and
metabolism has also been reported in rodent and have been attributed to differences in gut
microbiota composition and sex hormone influence (Phelps et al., 2019). More importantly,
we found a higher concentration of DCA and HDCA in fecal samples from females with ASD
compared to NT females. These effects were selectively observed in females but not in males
who had similar fecal concentrations of these secondary bile acids in NT and ASD groups. The
increased of DCA and HDCA observed in female with ASD might be attributable to sex-specific
gut microbiota composition, as secondary bile acids derived from microbiota metabolism.
While distinct gut microbiota composition has been documented between male and female
individuals (Kim et al., 2020; Mueller et al., 2006), sex differences in ASD-associated
microbiota has been understudied. A recent meta-analysis of fecal microbiome in ASD
revealed sex-dependent differences in several bacterial taxa (Morton et al., 2023; West et al.,
2022). Moreover, mouse models of ASD showed sex-specific differences in fecal microbiota
and metabolites as shown in the valproic acid and BTBR models (Coretti et al., 2017; Gu et al.,
2021). Interestingly, in this later mouse model, it has been shown that the relative abundance
of the bile acid-metabolizing bacteria Bifidobacterium and Blautia was associated with altered
secondary bile acid content in plasma and feces (Golubeva et al., 2017). Therefore, the specific
increase of DCA and HDCA reported in our study in the female group with ASD might be a
consequence of a differential microbiota profile between females and males. Our results also

strengthen the importance to consider sex-specific subgroups in future studies on ASD.

As natural acting detergents, the role of bile acids have long be limited to fat absorption
during digestion. However, they are now recognized as important signaling molecules

participating in several Gl functions, including motor and sensory functions as well as intestinal
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barrier permeability. In this respect, we found that DCA was able to directly regulate the
spontaneous activity of enteric neurons as manifested by DCA-induced changes of Ca?*
transient pattern characterized by increased frequency and lower amplitude. Spontaneous
Ca?* transients have been detected previously in enteric neuron cultures (Caillaud et al., 2023)
and in myenteric ganglia from ex vivo preparation of mouse colon (Gould et al., 2019;
Margiotta et al., 2021). These Ca?* transients have been attributed to single action potentials
and even subthreshold membrane depolarization (Li et al., 2022) that could be elicited
through impulse-driven presynaptic activity and subsequent activation of postsynaptic
acetylcholin or serotonin receptors on cholinergic neurons (Margiotta et al., 2021). Our
results showing an increased frequency of Ca?* transients induced by DCA might therefore
arise from increased presynaptic activity. Accordingly, we found that DCA induced an increase
of synaptic vesicle exocytosis induced by KClI depolarization. The molecular mechanisms
regulating synaptic vesicle exocytosis involve a large array of protein-protein interactions,
assembly and disassembly of diverse molecular complexes. Among this molecular machinery,
synapsin 1, a primary component of synaptic vesicles, plays a central role. Through
phosphorylation-dependent interactions with synaptic vesicles and the actin cytoskeleton,
synapsin 1 regulate synaptic vesicle clustering at the active zone (Chi et al., 2003; Greengard
et al,, 1993). We found that DCA enhanced phosphorylation of synapsin 1 at site Ser62/67
without affecting the phosphorylation at sites Ser9 and Ser603. These three phosphorylation
sites promote the availability of synaptic vesicles at the active zone for exocytosis, although
through different mechanisms. Phosphorylation at Ser62/67, achieved by mitogen-activated
protein kinase, promotes the dissociation of synapsin 1 from actin cytoskeleton (Jovanovic et
al., 1996), thereby liberating synaptic vesicles for their exocytosis at presynaptic terminal. By
enhancing Ser62/67 phosphorylation, DCA might favor synaptic vesicle exocytosis by
specifically reducing the interactions between synapsin 1 and the actin cytoskeleton. The
effects of DCA on enteric neuron activity and synaptic strength might underlie some of the
previously reported DCA-induced regulation of intestinal permeability and motility.
Administration of DCA to rats or mice has been shown to increase intestinal epithelial barrier
permeability in colonic and jejunal tissues and to decrease spontaneous activity of ileum and
colonic tissues through neurally-mediated mechanisms (Forsgard et al., 2014; Poole et al.,
2010; Sun et al., 2004). Our results suggest that DCA could influence gut functions through its
modulation of enteric neuron activity and synaptic strength. Given the impact of DCA on gut
and enteric neuron functions, the selective increase of DCA in fecal samples of woman with
ASD shown in our study led to the hypothesis that Gl symptoms might be different between
females and males with ASD. In agreement with this hypothesis, female autistic children have

significantly higher odds of experiencing Gl disorders than their male counterparts (Angell et
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al., 2021). However, no studies were conducted so far to examine whether the types of Gl

symptoms associated to ASD are sex-specific.

Beyond its roles on gut and enteric neuron functions, DCA might also impact cerebral functions
and thereby potentially contribute to behavioral symptoms. Central neurons express the bile
acid receptors FXR and TGR5 (Mertens et al., 2017). Unconjugated bile acids, such as DCA, can
cross the blood brain barrier by passive diffusion (Kiriyama and Nochi, 2019) and, when
present in the bloodstream, may also affect the blood brain barrier permeability(Quinn et al.,
2014). Whether DCA might also affect synaptic functions in brain neurons similarly as enteric

neurons remains to be studied.
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Figure 1: Differences in fecal content of DCA and HDCA between NT and ASD individuals
are observed only in females. (A) Secondary bile acids (DCA, LCA, HDCA, and UDCA) were
measured in fecal samples from adult individuals with autism spectrum disorder (ASD) or
neurotypical (NT). (B) Stratification of secondary bile acids levels according to the biological
sex of individuals. Data are mean + SEM. Each circle represents an individual. N= 19 NT
individuals (9 women and 10 men) and 42 ASD individuals (15 women and 27 men). T-test
or Mann-Whitney test was used based on data normality. Significance levels are denoted as
“ns” (non-significant) for p-values > 0.05, * for p-values <0.05, ** for p-values <0.01, and ***
for p-values <0.001.
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Figure 2: DCA induces an increase in CREB phosphorylation. Enteric neurons were treated
with 1 uM of DCA, HDCA, LCA, UDCA, or the vehicle (0.4% DMSO) for 5 minutes. Following
treatment, cells were collected to measure the phosphorylation of the cAMP-response
element-binding protein (CREB) at Ser133 using western blot. DCA treatment resulted in a
significant increase in CREB phosphorylation. Statistical analysis was performed using the
Mann-Whitney test. Data are presented as mean + SEM. N=3 to 9 cultures from 3 independent
experiments. Significance levels are denoted as “ns” (non-significant) for p-values > 0.05, * for
p-values <0.05, ** for p-values <0.01, and *** for p-values <0.001.
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Figure 3: DCA modulates the expression of crucial synaptic proteins in enteric neurons.
(A) A schematic representation indicating the process of culturing enteric neurons and the
timeline for DCA treatments. Neurons were exposed to 1 uM of DCA or the vehicle (0.4%
DMSO) for 4 days before being collected for Western blot analysis. (B) DCA application
increased expression of the presynaptic proteins synapsin 1 (Syn1) and synaptophysin but
did not influence the postsynaptic protein PSD95. DCA reduced the expression of the axonal
structural protein Beta-3-tubulin. Mann-Whitney test. Data are mean * SEM with N = 8 to
9 cultures from 3 independent experiments. Levels of significance are indicated as “ns”
(non-significant) for p-values > 0.05, * for p-values <0.05, ** for p-values <0.01, and *** for

p-values <0.001.
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Figure 4: DCA modulates the spontaneous activity of enteric neurons. Spontaneous
neuronal activity is assessed using life calcium imaging (Cal520). (A) Representative
fluorescence microscopy image of enteric neurons. ROl (dotted circle) are neuronal cell
bodies from which calcium transients are measured. (B) Traces illustrating changes in
calcium signal intensity (F/F(baseline)) representative of calcium transients in neurons
treated with the vehicle (top) or DCA (bottom). (C) Quantification of the frequency,
amplitude, and area under the curve (AUC) of spontaneous calcium transients. Mann-
Whitney test. Data are mean + SEM with n=208 (vhcl) and 264 (DCA) neurons from two
independent cultures. Levels of significance are indicated as “ns” (non-significant) for p-
values > 0.05, * for p-values <0.05, ** for p-values <0.01, and *** for p-values <0.001.
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Figure 5: DCA increases synaptic vesicle exocytosis in enteric neurons. (A) Representative
images of enteric neurons labeled with FM1-43 at t0 and t 4 min. A merged picture of
fluorescence and reflection microscopy is shown at t0 on the left, the synaptic clusters are
labeled by the FM1-43 dye and are visible as red clusters. After 4 min post-stimulation, the
synaptic vesicles have been exocytosed and fluorescence intensity in clusters is reduced. (B)
[llustrative graph of FM1-43 fluorescence decline (represented as destaining fraction) induced
by a 1 min exposure of 90 mM KCI. Destaining fraction is calculated using the formula: 1-(Fluo
at 4min/Fluo at 0s). (C) Destaining fraction after 4 min post KCl stimulation. Mann-Whitney test.
Data are mean * SEM with n=655 clusters (vhcl) and 1055 clusters (DCA) from 6 independent
cultures and 3 independent experiments. Levels of significance are indicated as “ns” (non-
significant) for p-values > 0.05, * for p-values <0.05, ** for p-values <0.01, and *** for p-values
<0.001.

182



Résultats

Ser62-67 Ser9 Ser603
—_ * ns ns
= _ 300- 300
.-1":; 300 |—|.
SR ns e °
(%)
-~ c | | ns
.;-5 200 o 200- ns 200 — o @
> o ° | p— ° ~
o X ° 0 ]
T
S8 101 % %5 1001 & t% 100- %} %l o
o % [o] o] (o) Olo
f g (o] (<] o
[=]
S| I S— — 0-——— — 07— —
Vhel DCA  Vhel DCA .Vhd DCAI yhcl DCAI Vhel DCA Vhel DCA
Y I ‘ﬁ_‘ ‘_7_’
PBS KCl PBS KClI PBS KCl

Figure 6: Enteric neurons chronically exposed to DCA displayed an increase in synapsin 1
(Syn-1) phosphorylation at site Ser 62-67 upon 1 min KCI stimulation. Enteric neurons
pretreated with DCA (DCA) or the vehicle (vhcl) were stimulated for 1 min with 90 mM KCl
or PBS (control) and collected for Syn-1 phosphorylation analysis using western blot. Mann-
Whitney test. Data are mean + SEM with n= 7 to 8 cultures from 3 independent
experiments. Levels of significance are indicated as “ns” (non-significant) for p-values >
0.05, * for p-values <0.05, ** for p-values <0.01, and *** for p-values <0.001.
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Figure S1 : L’exposition chronique au DCA, augmenté dans I'autisme, modifie I’expression protéique
de la Sémaphorine 5A (Sema5A) et de son récepteur Plexin Al dans les neurones entériques. Des
cultures primaires de neurones entériques purifiées ont été traitées de maniere chronique avec 1 uM
de DCA ou le véhicule (Vhcl DMSO 0.4%), puis récupérées pour analyse protéique par western blot. (A)
L'exposition au DCA augmente significativement |'expression protéique de la protéine de guidage
axonale associée a I'autisme Semab5A, ainsi que I'un de ses récepteurs Plexin A1 mais n’impacte pas
I’expression du récepteur Plexin A2 (B). Données représentées en moyenne = SEM (n=8 puits de cultures
obtenus a partir de 3 cultures indépendantes). Mann-Whitney test *p<0.05, ** p<0.01

Ces résultats supplémentaires s'inscrivent dans I'exploration des interactions potentielles entre les
facteurs génétiques et environnementaux de I'autisme dans le SNE. Ici, nous montrons que I’exposition
chronique au DCA, augmenté dans |'autisme, modifie I’expression protéique de la Sema5A et de son
récepteur Plexin Al dans les neurones entériques. Bien que cette étude représente une premiere
étape expérimentale qui nécessite une exploration plus approfondie, elle met en évidence l'interaction
entre un facteur génétique et environnemental pertinent de l'autisme au sein des neurones

entériques.
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Discussion

Mes travaux de thése s'intégrent dans la compréhension des mécanismes
physiopathologiques impliqués dans les troubles Gl associés aux TSA. Dans cette optique, nous nous
sommes concentrés sur le SNE, un acteur essentiel de la physiologie digestive, et tout a la fois impliqué
dans l'axe intestin-cerveau. Notre étude s’est focalisée sur les mécanismes moléculaires de la
connectivité neuronale du SNE dans le contexte de I'autisme, en intégrant I'influence de facteurs

génétiques et environnementaux, en particulier le microbiote intestinal.

En effet, bien que le développement et |'activité du SNE soient essentiels aux fonctions
digestives, ils demeurent encore trop largement méconnus dans le contexte de I'autisme. Il est crucial
d'approfondir notre compréhension des dysfonctionnements entéro-neuronaux au sein de l'axe

microbiote-intestin-cerveau, pour mieux cerner la nature et I'origine des troubles Gl associés aux TSA.

Dans ce contexte général, mon travail de these s’est organisé en deux parties. L'une plus
fondamentale vise a caractériser le réle de la sémaphorine 5A (Sema5A) et I'une de ses mutations
retrouvées dans I'autisme, dans le développement, la connectivité neuronale et le fonctionnement du
SNE. L’autre plus translationnelle vise a caractériser I'impact de métabolites du microbiote intestinal,

altérés dans I'autisme sur le fonctionnement du SNE.

La sémaphorine 5A : un acteur moléculaire de la connectivité du SNE

La Sema5A est une molécule de guidage axonale, caractérisée dans le SNC ainsi que dans une
partie du SN périphérique comme jouant un réle bifonctionnel (permissif ou répulsif en fonction du
contexte) dans la mise en place des réseaux axonaux et dans la synaptogénese (Kantor et al., 2004 ;
Duan et al., 2014 ; Matsuoka et al., 2011 ; Masuda et al., 2014). Cependant, son role dans le SNE n’a

jamais été caractérisé.

Dans notre étude, nous avons mis en évidence une expression de la molécule Sema5A et de
ses récepteurs Plexin Al et A2 (Pasterkamp, 2012) au niveau des neurones entériques, dans le plexus
myentérique de rat. D’'un point de vue structurel, nous avons mis en évidence que la Sema5A avait un
effet facilitateur sur le réseau axonal entérique avec une augmentation de la complexité axonale
associée a une augmentation du nombre de synapses comme l'illustre I'augmentation du nombre de
clusters de la protéine pré-synaptique synapsine 1. D’un point de vue fonctionnel, la Sema5A impacte
I'activité synaptique des neurones entériques en exergant un contréle bidirectionnel de la

phosphorylation de synapsine 1 en fonction de la dépolarisation neuronale et réduit I'exocytose des
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vésicules synaptiques. De maniéere intéressante, ces effets induits par la Sema5A sont abolis par la

mutation S956G associée a I'autisme.

Ainsi, cette étude montre pour la premiere fois le réle de la protéine associée a |'autisme,
Semab5A, sur la connectivité du SNE. Cependant, nous ne connaissons pas le réle fonctionnel de la
SemabA sur la physiologie digestive dans un contexte plus intégré. Dans le cadre des révisions de
I'article actuellement soumis dans iScience (en révision favorable), nous avons entreprit de répondre
a cette question en étudiant I'impact de la Sema5A dans des conditions ex vivo sur la motricité
intestinale régulée par le SNE. Pour ce faire, la motricité intestinale ex vivo de segments de colon distal
de rat, préalablement incubés pendant 30 min avec la protéine Sema5A a 30 nM ou le fragment Fc
(controle), est évaluée en chambre d’organe isolé. Dans cette expérience, le segment d’intestin est
stimulé électriquement par EFS (Electrical Field Stimulation), un protocole connu pour stimuler
spécifiquement le SNE de maniére a induire une réponse neuromusculaire du segment intestinal
(Montgomery et al., 2015). Ce protocole sera appliqué avec ou sans antagonistes neurochimiques,

permettant ainsi de dresser un profil fonctionnel du SNE au sein de notre échantillon colique.

Ces résultats, encore trop préliminaires pour en dicuter ici, nous permetront d’étudier I'impact
possible de la Sema5A sur le SNE dans un modele ex-vivo plus intégré et nous permettront, dans un
second temps, d’explorer les mécanismes des effets induits par la Sema5A en recherchant I'identité
du récepteur impliqué. Les mémes expériences seront alors réalisées en présence d’anticorps
bloquants des récepteurs Plexin A1 ou A2 ce qui permettra de déterminer si ces récepteurs sont

impliqués dans la réponse du SNE a la Sema5A.

Ces résultats viennent renforcer le champ restreint mais grandissant de la recherche
s'intéressant au réle des molécules impliquées dans I'autisme sur le SNE (Hosie et al., 2019 ; Robinson
et al., 2023 ; Margolis et al., 2016; Bernier et al., 2014 ; ces études sont décrites en détails lors du
chapitre 2, page 70-72). Notre étude montre également que des mutations associées a I'autisme
impactent le role de ces molécules dans le SNE, avec des conséquences fonctionnelles, qui pourraient

contribuer aux troubles Gl associés a la physiopathologie de I'autisme.

La Sema5A dans I’autisme

La Sema5A est une protéine codée par le gene SEMASA. Ce géne est considéré comme un gene
de susceptibilité a I'autisme et des rares variants I'affectant ont été retrouvés chez des individus avec
TSA (Kim et al., 2017 ; Mosca-Boidron et al.,, 2016 ; Weiss et al.,, 2009 ; Cheng et al.,, 2013).
Additionnellement, SEMA5A a été retrouvée down-régulée chez des individus avec TSA (Melin et al.,
2006). Dans notre étude, nous montrons que la mutation S956G observée chez un gargon avec autisme
(Mosca-Boidron et al., 2016) abolit complétement les effets de la Sema5A sur la connectivité des

neurones entériques, pouvant alors entrainer des conséquences sur la physiologie digestive.
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A ce jour, aucune étude décrivant des mutations du géne SEMAS5A, dont celle de Mosca-
Boidron et collaborateurs, ne s’est intéressée au phénotype Gl des patients. Il est important de noter
que les variants chez SEMA5A donnent lieu a des phénotypes sévéeres, avec une large majorité de
déficiences intellectuelles et de retards développementaux globaux associés a de I'autisme. De ce fait,

les troubles Gl peuvent passer tout a fait inapercus face a la sévérité de ces symptdmes principaux.

Néanmoins, une étude approfondie des descriptions cliniques des patients porteurs d’une
mutation sur SEMAS5A, répertoriée sur la base de données DECIPHER (DECIPHER Firth et al., 2009),
nous permet d’identifier quelques patients avec des descriptions cliniques telles que des difficultés
d’alimentation durant I'enfance, des reflux gastro-cesophagiens et de la constipation. De plus, la
délétion de SEMAS5A est fréquemment retrouvée dans le syndrome du cri-du-chat, un syndrome
génétique causé par la délétion d'une partie plus ou moins grande du bras court du chromosome 5, ol
est localisée SEMA5A (Chen et al., 2013 ; Zhang et al., 2016), et associé a de graves retards

développementaux avec une constipation sévére observée chez certains patients (Ouldim et al., 2012).

De facon intéressante, des modeles souris invalidées pour le géne Sema5A existent et
présentent une altération des interactions sociales, réminiscences de |'autisme (Duan et al., 2014).
Cependant, les fonctions digestives et le SNE de ces modeéles n'ont jamais été caractérisés.
Néanmoins, une étude de Gunn et collaborateurs, rapportent une augmentation de la défécation chez
les souris exprimant une forme tronquée de la Sema5A comparées au contréle (Gunn et al., 2011,
Supplementary material). Cette observation laisse penser que d'éventuelles altérations du transit, et

de I'activité du SNE, existent chez les souris déficientes pour Sema5A.

Impact du microbiote intestinal sur la sema5A :

Lors de ce travail de thése, je me suis intéressée a un facteur génétique, SEMAS5A et un facteur
environnemental, le microbiote intestinal. Cependant, I'un n’évolue pas indépendamment de l'autre.
En effet, de nombreuses études montrent I'impact de la génétique de I’h6éte sur la composition du
microbiote intestinal (Rogel-Gaillard et al., 2023 ; Goodrich et al., 2015) et notamment dans I'autisme
avec des modeles génétiques des TSA présentant des différences dans la composition de leur
microbiote intestinal (ex : souris BTBR) (Coretti et al., 2017; Golubeva et al., 2017). L’inverse est vrai
puisque le microbiote intestinal est capable d’influencer I'épigénétique et I'expression génique de
I’'h6te (ex : Le butyrate comme inhibiteur des HDAC) (Cleophas et al., 2016 ; Gonzales et al., 2021 ;
Tremaroli & Backhed, 2012). Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés a I'action du DCA,
retrouvé augmenté dans l'autisme, sur I'expression de la Semab5A et ses récepteurs dans un modele
de culture primaire de neurones entériques (Résultats supplémentaires Figure S1 page 185). J’ai ainsi
mis en évidence une augmentation de I'expression de la Sema5A et de son récepteur Plexin A1 mais

pas de Plexin A2, chez les neurones entériques exposés de maniére chronique au DCA.
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Bien que constituant une premiére approche expérimentale qui mériterait une plus ample
investigation, ces résultats rappellent que génétique et environnement se cotoient et, dans le contexte
de l'autisme, des molécules de I’hdte associées aux TSA, ne sont pas imperméables a I'influence du
microbiote intestinal. Cela pourrait constituer un vaste champ de mécanismes au travers desquels le

microbiote intestinal peut contribuer et/ou entretenir les troubles Gl dans les TSA.

Etude du microbiote intestinal dans I’autisme

Lors de ma thése, j’ai pu participer a une étude portée par Dr. Justine Marchix, s'intéressant a
I'impact du transfert de microbiote fécal provenant d’individus adultes avec TSA sur le comportement
et les fonctions digestives des souris receveuses. Cette étude, toujours en cours, n’est pas présentée
dans ce manuscrit mais un abstract, que j’ai eu I'opportunité de présenter au congrés ESNM 2023, est

disponible en annexe page 197.

Cette étude utilise une cohorte d’individus avec TSA, femmes et hommes, avec ou sans
troubles Gl, sans déficience intellectuelle (individus a haut potentiel, type Asperger) et sans prise
d’antibiotique ou de médication 8 semaines avant la collection des échantillons fécaux. Une cohorte

d’individus controles neurotypiques, femmes et hommes sans troubles Gl est également incluse.

Durant cette étude, j'ai participé a la mise en place et a la caractérisation comportementale
des souris receveuses, utilisant une batterie de tests comportementaux pertinents des TSA. Je me suis
aussi intéressée a un potentiel remodelage du SNE dans les tissus intestinaux de ces souris (analyse
biochimique par WB de protéines neuronales dans le colon proximal et distal des souris, non présentée

dans ce manuscrit).

L'action du microbiote intestinal sur I’hote peut impliquer des composants des parois des
bactéries (peptidogycannes, LPS) ou des métabolites produits par le métabolisme des bactéries. De
grandes familles de métabolites bactériens sont connues et étudiées pour leur implication dans les
fonctions digestives comme les AGCC ou les sels biliaires capables de moduler la perméabilité et la
motricité intestinale (Alemi et al., 2013, Sun et al., 2004, Soret et al., 2010). Face a I'importance
fonctionnelle de ces composés, des dosages de différents métabolites bactériens ont été réalisés sur
les échantillons de selles de la cohorte des individus TSA et controle. Les acides biliaires primaires et
secondaires, provenant alors du métabolisme des acides biliaires primaires par les bactéries du Ml ont

également été dosés.
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Le role du DCA sur la connectivité et le fonctionnement du SNE

Les résultats, présentés dans l'article 2, montrent une augmentation spécifique des acides
biliaires DCA et HDCA, uniquement chez les femmes avec autisme. L’augmentation du DCA fécal
observée ici vient renforcer les observations de Gonzales et collaborateurs, indiquant une forte
tendance dans l'augmentation du DCA fécal chez les individus avec TSA comparé aux controles
neurotypiques (p-value 0.056) (Gonzales et al., 2021). Pour la premiére fois, notre étude montre

|"augmentation dans I'autisme d’un autre acide biliaire secondaire, I'acide hyodéoxycholique (HDCA).

Dans cet article n°2, nous avons décidé de nous concentrer sur le DCA uniqguement. Ce choix a
été motivé par les premiéres expériences préliminaires portant sur lidentification d’une voie
signalétique activée dans les neurones entériques sous l'action des acides biliaires. Les neurones
entériques exprimant le récepteur aux acides biliaires TGR5 (Poole et al., 2010), nous avons étudié la
voie signalétique CREB, celle-ci ayant été décrite dans d’autres modeles comme étant activée par les
acides biliaires via le récepteur TGR5. Nous avons observé que le DCA était le seul parmi les autres
acides biliaires secondaires étudiés (LCA, UDCA et HDCA) a induire une activation de CREB dans notre
modele de culture primaire de neurones entériques de rat. Additionnellement, le DCA bénéficie d’une
littérature naissante mais robuste sur son potentiel role dans I'autisme, porté par les articles de
Gonzales et al., 2021 et Golubeva et al 2017. Pour rappel, Golubeva et collaborateurs ont montré une
modification du métabolisme des acides biliaires secondaires dont le LCA et le DCA chez les souris

BTBR, modeéle d’autisme idiopathique.

Concernant I'HDCA, aucune étude ne le relie actuellement a I'autisme et son réle dans les
fonctions digestives souffre d’un grand manque de littérature scientifique. Un article de 2020 par Song
et collaborateurs indique qu’une supplémentation a de fortes doses d’"HDCA inhibe la prolifération des
cellules épithéliales intestinales, agissant de maniere directe sur le récepteur aux acides biliaires FXR
ce qui pourrait alors impacter les fonctions digestives (Song et al., 2020). D’autres articles indiquent
des effets protecteurs de ’'HDCA sur I'organisme par une action sur la régulation du cholestérol (Shen
et al., 2023), ainsi qu’un effet protecteur contre la colite dans un modéle murin de colite induite par le
DSS (Dextran Sulfate Sodium) (Watnabe et al., 2022). L'HDCA semble également présenter une action
anti-inflammatoire sur la microglie du cerveau dans un modele d’inflammation au LPS chez la souris
(Zhu et al.,2022). L'ensemble de ces données tres récentes souligne les actions complexes et multiples
de I’'HDCA dont les implications sur la physiologie de I'h6te restent encore a déterminer. L'HDCA n’est
cependant pas négligé dans nos recherches ; I'’étude de son impact sur le SNE a été amorcée au

laboratoire et des études futures pourraient explorer davantage son implication dans I'autisme.

Les résultats de I'article n°2 indiquent que I’'exposition chronique des neurones entériques au
DCA induit un remodelage du réseau neuronal, caractérisé par une diminution de I'expression de la

protéine Beta-3 tubulin, une protéine du cytosquelette et du réseau axonal, accompagnée d’une
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augmentation de I'expression des protéines pré-synaptiques synapsin 1 et synaptophysine. Au niveau
synaptique, le DCA induit une augmentation de I'exocytose des vésicules synaptiques aprés stimulation
au KCl. Cette augmentation de I'exocytose est associée a une augmentation de la phosphorylation de
la synapsin 1, un mécanisme pivot dans la libération des vésicules en pré-synaptique. Egalement, les
neurones exposés au DCA présentent une augmentation de leur activité calcique spontanée, avec une
augmentation de la fréquence des transitoires calciques associée a une diminution de leur amplitude.
Les mécanismes moléculaires et la nature neurochimique de ces altérations fonctionnelles du SNE par
le DCA restent encore a déterminer. Néanmoins, cette augmentation de I'activité neuronale pourrait
aller dans le sens des effets déja montrés du DCA sur ses capacités a accélérer le transit intestinal (Kim
et al., 2017 ; Shiff et al., 1982).

Afin de mieux caractériser l'implication du DCA dans les troubles digestifs observés dans
I'autisme, un traitement chronique chez des souris avec cet acide biliaire secondaire a des
concentrations similaires a celles observées dans les échantillons fécaux des femmes avec TSA
permettrait de mieux comprendre sa potentielle implication dans les troubles digestifs. Ces
expériences in vivo pourront étre mises en place dans les mois prochains (je me dois de préciser ici que
je bénéficie d’un prolongement de mon contrat de plusieurs mois me permettant de rester investie dans
cette prochaine étape de I’étude) et permettront également de prendre en compte I'influence du sexe

sur les effets du DCA avec |'utilisation de souris males ou femelles.

En effet, sur ce point réside une faiblesse de notre étude, puisque nous n’avons pas pris en
compte le sexe des embryons a partir desquels les cultures primaires de neurones entériques ont été
réalisées. Ce parametre est identifiable par génotypage des embryons pour le géne SRY associé au

chromosome Y (Su & Loch-Caruso, 2020), une méthode robuste mais trés chronophage.

Le DCA comme acteur de I’axe microbiote-intestin-cerveau dans les TSA

Les prochaines expériences programmeées in vivo pourront permettre d’étudier I'impact du
DCA au sein de I'axe microbiote-intestin-cerveau. En effet, le microbiote dans I'autisme est capable
d’influencer le comportement, et des approches thérapeutiques ciblant ce dernier permettent des
améliorations des symptomes Gl et comportementaux des TSA (Kang et al., 2017, 2019). Les
médiateurs de ces effets restent néanmoins largement incompris. Dans notre étude, nous étudierons
si le DCA, retrouvé augmenté dans les TSA, peut étre un médiateur pertinent dans I'autisme et

contribuer aux troubles comportementaux caractéristiques des TSA.

Le DCA, comme la majorité des acide biliaires, possede des propriétés hydrophobes, ce qui
permettrait a une portion d’entre eux, massivement réabsorbés dans la circulation systémique au

niveau du tractus digestif, de traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) par diffusion passive et
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d’atteindre le cerveau (Xing et al., 2023). En effet, le DCA ainsi que d’autres acides biliaires ont été
retrouvés et dosés dans le cerveau de rat, souris et d’humain. Le DCA a ainsi été mesuré a une
concentration de 0,37 + 0.11 nmol.g de tissus cérébral chez I'humain (Pan et al., 2017), 0,064 + 0.052
nmol.g chez le rat (Mano et al., 2004) et de 0,05 + 0.003 nmol.g chez la souris (Pan et al., 2017). De
plus, les niveaux de CA, CDCA et DCA cérébraux sont positivement corrélés avec les niveaux retrouvés
dans la circulation systémique. Enfin, le CA et le CDCA marqués au deutérium et injectés par voie
intrapéritonéale sont détectés dans le cerveau du rat, argument en faveur de la capacité de ces

derniers a traverser la BHE (Higashi et al., 2017)

Par ailleurs, les récepteurs FXR et TGR5 sont exprimés par les neurones centraux, chez ’humain
et la souris (Keitel et al., 2010 ; McMillin et al., 2016 ; Huang et al., 2016) et les souris KO pour le
récepteur FXR présentent des altérations mnésiques et motrices (Huang et al., 2015). Des altérations
comportementales sont également observées chez les souris invalidées pour le récepteur TGR5 avec
une augmentation de I'anxiété et de la dépression chez ces animaux (Tao et al., 2023). Cela laisse
penser que les acides biliaires pourraient présenter un réle dans les fonctions cérébrales et notamment

cognitives.

Ainsi, le DCA en concentration augmentée pourrait impacter les fonctions cérébrales et
contribuer aux troubles comportementaux dans I’autisme. L' utilisation de modele in vivo supplémenté
de maniére chronique au DCA permettrait d’explorer I'impact du DCA de maniére intégrée, au sein de
|’axe microbiote-intestin-cerveau, et d’étudier, non seulement son impact sur le SNE au sein du tractus

digestif, mais aussi son impact sur le comportement des animaux.
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Conclusion

Ce travail de these fut consacré a contribuer a une meilleure compréhension de I'origine
des troubles gastro-intestinaux dans I'autisme en visant le fonctionnement du SNE sous différents

facteurs, génétiques ou environnementaux, associés a |'autisme.

Dans ce travail de thése, nous avons mis en évidence I'implication de la protéine associée
a I'autisme, sémaphorine 5A, dans la connectivité et le fonctionnement du SNE. Nous avons aussi
montré qu’une forme mutée, retrouvée dans les TSA, de cette protéine Sema5A, abolit ses effets
sur le SNE. Ces résultats étayent le champ grandissant de la recherche s’intéressant au réle de
molécules affectées dans I'autisme sur le SNE et |la physiologie digestive. Un champ crucial pour

établir de robustes connaissances sur la physiopathologie de I'autisme.

Enfin, j'ai centré une partie de mon travail de thése sur un facteur environnemental
grandissant dans 'autisme, qui est le microbiote intestinal. En plus d’avoir eu I'opportunité de
participer a une étude de transfert de microbiote fécal provenant d’individus avec autisme chez
la souris, nous avons montré que le métabolite microbien, qu’est I'acide biliaire secondaire DCA
est augmenté dans les feces des femmes avec TSA comparées aux femmes neurotypiques. Nous
avons également montré que I'exposition chronique au DCA chez les neurones entériques induit
un remodelage du réseau axonal et synaptique, associé a des modifications fonctionnelles sur
I'activité synaptique et calciques de ces neurones. Ces résultats, qui seront complétés par une
approche in vivo, montrent I'impact du DCA sur le fonctionnement du SNE avec de potentielles

conséquences sur les fonctions digestives.

Cette thése contribue a approfondir notre compréhension des troubles gastro-intestinaux
associés a I'autisme. Il est essentiel d'affiner la caractérisation du SNE dans le contexte des TSA,
en le considérant comme un organe pleinement intégré a I'axe microbiote-intestin-cerveau. Il est
alors primordial de tenir compte a la fois des facteurs génétiques de l'individu et des éléments
environnementaux clés, tels que le microbiote intestinal. Cette recherche est essentielle pour
identifier et développer des cibles thérapeutiques au sein de cet axe, dans le but d'atténuer

efficacement les troubles gastro-intestinaux des personnes atteintes de TSA.
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Abstract de I’étude de transfert de microbiote fécal d’individus TSA adultes chez la souris. Etude que
j’ai pu présenter (oral) au congrés Européen ESNM NeuroGastro 2023 a Bucarest - Roumanie
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Gastrointestinal (Gl) disorders appear as high prevalent comorbidi-
ties of ASD and correlate with behavioral symptom severity. Also,
changes of the gut bacteria are described in children with ASD.
However, alterations of the microbiota-gut-brain axis in adult with
ASD remains poorly investigated. Therefore, we evaluated the role
of gut microbiota of individuals with ASD with or without GI dis-
orders (ASD Gi- or ASD Gi+) on gut and brain functions. Methods:

Adult C57/Blé mice received the fecal microbiota of Control or ASD
(ASD Gi- or ASD Gi+} donors. Four weeks following fecal microbiota
transplantation (FMT), behavior and digestive functions were evalu-
ated. Fecal micrabiome and metabolomic profiles of recipient mice
were analyzed. Results: Shotgun analysis of the fecal murine micro-
biota allows to identify human bacteria up to five weeks following
transplantation. Changes in microbiome was associated with an al-
tered metabolomic profile, including short chain fatty acids. Mice
colonized with adult ASD microbiota did not showed major altera-
tions of their social interactions, however, changes in anxiety were
observed. We showed that FMT of ASD Gi- or ASD Gi+ individuals
altered digestive functions of the murine recipient. Specifically, the
mice colonized with ASD Gi+ microbiota display an altered transit
compared to Control microbiota. FMT of ASD Gi- and Gi+ individuals
also induced a region-specific decrease in paracellular permeability
compared to mice transplanted with the microbiota of control indi-
viduals. Conclusion: Altogether, these data support a role for the gut
microbiota in the gut-brain axis in ASD and call for further investiga-
tion in neurodevelopmental disorders in human adulthood.
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Neurogastroenterological disorders (NGDs) are highly prevalent and
substantially impact patients’ quality of life. Effective treatment of
NGDs depends on the competence and training of medical caregiv-
ers. Students’ perceived competence in neurogastroenterology and
its place in medical school curricula are assessed in this study.

A multi-center digital survey among medical students was con-
ducted at five universities. Self-ratings of competence regarding
basic mechanisms, diagnosis, and treatment of six chronic medical
conditions were assessed. These included irritable bowel syndrome
(IBS), gastroesophageal reflux disease, and achalasia. Ulcerative coli-
tis, hypertension, and migraine were included as references.

Of 231 participants, 38% remembered that neurogastroenterology
was covered in their curriculum. Highest competence ratings were
stated for hypertension and lowest for IBS. These findings were
identical for all institutions irrespective of their curricular model and
demographic parameters. Students who remembered neurogastro-

enterology as a part of their curriculum reported higher competence
ratings. According to 72% of students, NGDs should be highlighted
more prominently in the curriculum.

Despite its epidemiological relevance, neurogastroenterology is
only weakly represented in medical curricula. Students report low
levels of subjective competence in handling NGDs. In general, as-
sessing the learners’ perspective on an empirical basis may enrichen
the process of national standardization of medical school curricula.
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Courte revue sur le microbiote intestinal et ses implications sur la santé. Publiée dans Hépato-
Gastro&Oncologie Digestive en 2021
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EDITORIAL

Sept minutes pour
comprendre le microbiote
intestinal et son impact
sur la santé

Qu’est-ce qu’un microbiote intestinal ?

Le microbiote regroupe tous les micro-organismes présents et cohabitant
dans un environnement donné. Chez I'Homme, ces microorganismes sont
composés en grande partie de bactéries mais aussi d'archées, de virus,
d'eucaryotes unicellulaires et de mycetes, tapissant toutes les surfaces et
cavités en contact avec l'extérieur. Ainsi, notre espéce ne possede pas un,
mais plusieurs microbiotes propres a chaque partie du corps colonisée (peau,
bouche, poumon, vagin, etc.). L’'ensemble des micro-organismes résidant dans
notre tube digestif est appelé le microbiote intestinal.

#J Le microbiote intestinal regroupe I'ensemble des micro-orga-
nismes résidant dans notre tube digestif I

Le microbiote intestinal est le plus connu et le plus imposant. Et pour cause,
avec un poids réestimé a 0,2 kg, quelque 39 000 milliards de bactéries (soit a
peu prés autant que de cellules humaines) réparties sur un millier d’espéces et
regroupant alors plus de 600 000 génes (soit environ 25 fois plus que nos
23 000 génes d’"Homo sapiens), le microbiote intestinal apparait comme un
organe a part entiére. Ce géant microbien a I'interface entre I'environnement
extérieur (ou lumiére intestinale), et I’épithélium intestinal est fermement
inscrit dans la physiologie de son héte. Si I'existence du microbiote intestinal
est connue depuis des années (rappelons-nous des travaux de Theodor
Escherich en 1886 qui isola 19 bactéries différentes dont Escherichia Coli dans
les selles d'enfants), ce n‘est que depuis le début des années 2000 que la
richesse et la complexité des interactions entre la flore intestinale et son héte
sont activement étudiées.

On commence tout juste a effleurer la surface des implications et de
I'importance capitale de ces micro-compagnons de vie sur notre organisme.

L’'établissement du microbiote intestinal :
un ami de longue date

Si la présence d'une colonisation in utero par le microbiote placentaire est une
hypothése qui reste a confirmer, la transmission du microbiote vaginal
maternel lors de I'accouchement est la premiére et principale contribution a
I"établissement du microbiote du nouveau-né. Ce microbiote primordial ne
sera donc pas le méme suivant le mode de naissance (voie basse ou césarienne).
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Le tube digestif du nouveau-né étant un environnement aérobie, les
premiéres bactéries a s'installer sont aérobies et aérobie-facultatives.
Ces bactéries vont consommer le dioxygéne, générant progressivement un
environnement favorable a la croissance de bactéries anaérobies strictes entre
une et deux semaines de vie. Au cours des premiéres années de vie, la
composition du microbiote est instable et est impactée par le mode
d'alimentation du nourrisson (lait maternel vs. formule infantile, sevrage et
début de la diversification alimentaire), mais aussi par la génétique de
I'enfant, son environnement ou encore des traitements médicamenteux chez
le jeune ou la mére allaitante. Le microbiote s'enrichit progressivement en
diverses espéces pour aboutir, vers I'dge de deux a cing ans, a une composition
complexe et stable, similaire a celle de I'adulte (figure 1A).

# ¥ | e microbiote commence a s'établir a la naissance et se stabilise
vers I'dge de deux a cinqg ans FF

Au cours de la vie adulte, le microbiote reste tout de méme influencable par
I"'alimentation, le mode de vie (sportif/sédentaire), le lieu de vie (campagne/
ville), la physiologie de I'héte, la prise d’antibiotiques ou autres traitements ou

A) Période

Périnatale Enfance Adolescence & vie adulte Vieillissement
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\ g é
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B)

Dysbiose chronigue

Maladies chroniques _ﬁe durablement la mise en place du microbiote

Troubles développementawx (ex : TSA) oo m———— -
L \‘
[} Ry
- BT L.
0 YT N
I.‘ = v “h
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P T Objectifs des futures &tudes cliniques
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T de microbiote sain  frplissement d'un équilibre physiologique
TSA bénéfique pour le patient

Figure 1 * Modélisation de la composition du microbiote intestinal au cours de la vie. (A) Evolution du microbiote en condition physiologique et avec un évanement
perturbateur au cours de la vie. La résilience du microbiote permet un retour a la normale de la composition microbienne. (B) Les maladies chroniques sont associées
a une altération de la composition du microbiote intestinal, comme observé chez 'enfant (troubles du spectre de l'autisme, TSA) et chez l'adulte (maladie de Crohn).
(C) Des thérapies ciblant le microbiote visent & rétablir un équilibre physiologique entre le microbiote intestinal et son hote. Cette approche constitue un
objectif thérapeutique dans la prise en charge des TSA et ses troubles gastro-intestinaux associés, mais aussi dans le traitement d’autres maladies chroniques,
digestives ou non.
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encore certaines maladies. .. En somme, toute la vie de I'individu [1]. Malgré
ces influences, le microbiote posséde des propriétés de résilience qui le
rendent stable (un état basal de chaque individu). La résilience est la capacité
du microbiote a assimiler des modifications ponctuelles provenant de son
environnement (changement d’alimentation ponctuelle, médication sur une
courte période) et a revenir a un état de base stable (figure T1A).
Ce phénomeéne de résilience protege I'hdte contre des déséquilibres de la
composition ou du métabolisme du microbiote intestinal pouvant aboutir a
une baisse de la diversité (par disparition ou prédominance de certaines
espéces bactériennes).

M La capacité de résilience du microbiote permet de maintenir une
composition microbienne stable malgré les influences de la vie NI

Pour un microbiote sain, richesse et diversité
sont la clé

Comme une empreinte digitale, chague microbiote est unique et propre a son
hote. De ce fait, il est difficile d'établir une composition microbienne type
définissant un microbiote sain. On peut néanmoins distinguer deux
paramétres importants dans I'équilibre entre la flore intestinale et son
hoéte : richesse et diversité. La richesse représente le nombre d'espéces de
bactéries différentes au sein d'un échantillon et la diversité correspond a
I’'abondance relative de chaque espece.

Une diversité et une richesse importante des especes microbiennes dans les
différentes régions du tube digestif semblent étre associées a une meilleure
santé métabolique [1]. Cette diversité tend a diminuer avec I'age ou suite a des
stress physiologiques comme des maladies chroniques et métaboliques. Une
étude menée par Le Chatelier et al. s'intéressant au microbiote de personnes
souffrant d’obésité montre que les individus présentant le microbiote le plus
pauvre (380 000 génes en moyenne contre 600 000 attendus) sont aussi ceux
qui présentent I'adiposité la plus élevée ainsi qu’une résistance a I'insuline et
une dyslipémie les plus prononcées [2]. Cependant, la diversité bactérienne
n‘est pas uniquement associée a une bonne santé puisque dans certains
troubles digestifs, tels que la constipation, une augmentation de la diversité
microbienne est observée [1].

Les critéres de diversité et richesse bactérienne ont amené au concept de
dysbiose, définissant des altérations de composition du microbiote. Ces
dysbioses sont révélées par rapport a un état physiologique originel ou par
rapport a un groupe de population témoin considéré indemne de maladie.
Cette atteinte dans I'homéostasie modifie les trés nombreux dialogues
microbiote/héte et méne a des situations pathologiques digestives et
extradigestives, compromettant les fonctions physiologiques cruciales du
microbiote.

A J La dysbiose définit des altérations de composition du microbiote,
pouvant étre a I'origine de maladies digestives et extradigestives NI

Les fonctions du microbiote intestinal

Il existe une relation symbiotique entre le microbiote et son héte qui apporte
un bénéfice pour chacune des parties : le microbiote intestinal assure son
propre métabolisme en puisant dans nos aliments et parallélement, participe
au bien-étre de I'hote. En effet, il joue un réle direct dans la digestion et
I’assimilation des nutriments, régule 'homéostasie de la barriére intestinale et
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le transit. Cette contribution au métabolisme de I'"h6te est telle que les besoins
énergétiques des modéles animaux dépourvus de microbiote (axéniques) sont
20 a 30 % supérieurs a leurs congénéres colonisés [3]. Certains lipides et
protéines résiduels sont métabolisés par notre microbiote, participant a la
synthése de vitamines telles que la vitamine K, B8, B12 et B9. Les fibres
alimentaires, constituées de polysaccharides d’origine végétale et non
digestibles par I'Homme, sont hydrolysées et fermentées par notre flore
intestinale. Les produits ainsi générés sont majoritairement des acides gras a
chaines courtes dont font partie I'acétate, le propionate et le butyrate. Ces
métabolites bactériens agissent dans la régulation de nombreuses fonctions
digestives et extra-digestives.

#1 Le microbiote intestinal se nourrit des aliments de I'héte
et produit de nombreuses molécules contribuant a sa santé I

De concert avec le mucus intestinal qui tapisse la paroi du tube digestif, le
microbiote intestinal représente une véritable ligne de défense pour I'héte en
limitant considérablement I'installation de bactéries pathogénes dans le tube
digestif. Il impose une compétition pour les sites d'adhérence sur la paroi
intestinale et pour l'utilisation des nutriments, et peut méme produire des
substances antimicrobiennes (bactériocines ou peroxyde d'hydrogene), créant
ainsi un environnement hostile pour les bactéries pathogenes. La fonction
immunitaire du microbiote intestinal s’étend également a I’'éducation de notre
propre systéme immunitaire en contribuant a la formation de cellules
spécialisées de l'immunité innée (cellules lymphoides innées) et acquise
(lymphocyte T). Ainsi, sans microbiote, le développement et la maturation du
systeme immunitaire sont diminués comme cela a pu étre montré chez des
souris axéniques [4]. Chez I'Homme, des liens ont été mis en évidence entre
microbiote et plusieurs maladies liées a un déréglement du systéme
immunitaire, comme c'est le cas des maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI) regroupant la maladie de Crohn et la rectocolite hémorra-
gique. Les personnes avec MICI ont une composition bactérienne intestinale
moins riche et moins diverse que des personnes non atteintes mais on ignore
encore s'il s'agit d'une cause ou dune conséquence de ces maladies (figure 1B).
Certains éléments génétiques renforcent le lien entre MICI et microbiote.
Plusieurs mutations de génes identifiés chez les patients atteints de la maladie
de Crohn correspondent a des génes impliqués dans les interactions entre le
microbiote et les cellules de I'héte [5]. C'est notamment le cas du géne NODZ2
qui code pour un récepteur reconnaissant des peptidoglycanes produits par les
bactéries, et qui participe a I'arsenal de défense contre les micro-organismes
pathogénes. Ainsi, ces mutations impacteraient les mécanismes de recon-
naissance des bactéries par les cellules de I’hote, déclenchant des réactions
immunitaires non adaptées et des inflammations chroniques de I'intestin.

# ¥ Le microbiote intestinal forme une barriére écologique contre
les bactéries pathogénes et participe a I'éducation du systéme
immunitaire FF

#¥ L'implication du microbiote intestinal dans les MICI
est fortement suggérée NN

Outre ces fonctions digestives et immunitaires, le microbiote intestinal exerce
des actions sur bien d'autres systémes et organes, en particulier sur le systéme
nerveux. Le systéme nerveux le plus proche anatomiquement du microbiote
intestinal est le systéme nerveux entérique (SNE). Il est présent tout le long du
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tube digestif et régule les fonctions digestives. Il est également en lien avec le
cerveau par l'intermédiaire du nerf vague dont 80 % des fibres transmettent
des informations de I'intestin vers le cerveau. Plusieurs études menées chez la
souris montrent que le microbiote est essentiel a la maturation des neurones
entériques et des fonctions digestives. En effet, des souris axéniques ont moins
de neurones entériques et présentent une réduction de la motricité intestinale
[6]. Inversement, le SNE semble aussi moduler la composition du microbiote
intestinal mais les mécanismes restent a identifier.

Le microbiote intestinal agit également sur le fonctionnement du cerveau,
notamment en modulant I'expression de molécules neuroactives. Ainsi, des
souris dont le microbiote est altéré ou absent présentent une augmentation de
I"activité exploratoire associée a une diminution du comportement de type
anxieux, des déficits de mémoire et une détérioration des comportements
sociaux. Ces atteintes comportementales peuvent étre rétablies par I'inocula-
tion du microbiote de souris contréles [7]. Ces observations ont amené a
postuler I'existence d'un axe microbiote-intestin-cerveau, dont des dysfonc-
tions pourraient étre a I'origine, ou du moins participer, a certaines maladies
du cerveau.

Allant dans ce sens, I'analyse de groupes de patients atteints de maladies
neuropsychiatriques (dépression, schizophrénie, troubles du spectre de
I'autisme) montre que leur microbiote intestinal différe de celui présent chez
des personnes non atteintes. Les troubles du spectre de |'autisme (TSA)
semblent étre particulierement liés a une atteinte de I’axe microbiote-intestin-
cerveau. Les TSA sont des troubles neurodéveloppementaux caractérisés par
des déficits des interactions sociales ainsi que des comportements et intéréts
restreints et répétitifs. Environ 70 % des personnes avec TSA présentent des
troubles gastro-intestinaux (constipation, diarrhées, ballonnements).
Le premier lien établi entre microbiote intestinal et TSA provient d’'études
révélant une composition différente du microbiote fécal chez des enfants avec
TSA comparée au microbiote d'enfants neurotypiques (figure 7B). Pour
étudier les conséquences du microbiote altéré dans les TSA, le microbiote fécal
d'enfants avec TSA a été transféré chez la souris, ce qui a induit un
comportement de type autistique chez ces souris (augmentation d'un
comportement répétitif et diminution des interactions sociales). Ces résultats
suggérent que le microbiote altéré dans les TSA contribuerait aux symptémes
comportementaux [8]. De plus, des modeéles de souris de TSA induit par un
stress immunitaire ou nutritionnel montrent une amélioration des symp-
toémes comportementaux et gastro-intestinaux aprés transplantation de
microbiote provenant de souris témoins, ou aprés traitement par un
probiotique (bactéries vivantes exercant une action bénéfique sur la
physiologie de I’héte) [9].

M H Le microbiote intestinal est un régulateur de I'axe
intestin-cerveau, en agissant sur le systéme nerveux entérique
et le systéme nerveux central NN

A1 L’activité du microbiote intestinal pourrait contribuer
aux troubles du spectre de I'autisme NI

Cibler le microbiote : la médecine de demain

Les connaissances nouvellement acquises sur le microbiote intestinal ouvrent
de nouvelles perspectives, tant diagnostiques que thérapeutiques. La
modulation du microbiote intestinal par I'utilisation de probiotiques,
prébiotiques ou des deux combinés (symbiotiques) constitue un véritable
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espoir pour la médecine d’aujourd’hui et de demain. La transplantation de
microbiote fécal issu de sujets sains a d’ores et déja montré son efficacité pour
le traitement de la colite récurrente a Clostridium difficile et représente a ce
jour la seule indication validée pour la transplantation de microbiote fécal.
Dans les MICI, plusieurs études cliniques basées sur la transplantation de
microbiote fécal ont été conduites mais les résultats préliminaires montrent
une efficacité tres relative. Ce type d'approches a également été utilisé dans
les TSA. Les premiers résultats a partir d’études cliniques pilotes ont montré
une amélioration des troubles gastro-intestinaux et comportementaux chez
les enfants traités, et cela jusqu’a deux ans apreés le traitement (figure 1C) [10].
Moduler le microbiote pour soigner représente une approche thérapeutique
qui doit encore étre confirmé par d’autres études. D'autres stratégies
thérapeutiques ne ciblant qu'une ou quelques souches bactériennes pouvant
étre a l'origine de dysbiose chez les patients sont a I'étude. Par exemple,
l'utilisation de molécules agissant directement sur le métabolisme des
bactéries d’intéréts ou encore I'utilisation de virus bactériophages ciblant
une population dysbiosique de bactéries chez le patient sont des pistes
actuelles de recherche [1].

#J Le potentiel diagnostique et thérapeutique du microbiote
intestinal est en pleine émergence dans des maladies digestives
et cérébrales NN

Conclusion

Le microbiote intestinal constitue un organe a part entiére, au centre des
interactions entre notre organisme et I'environnement. Son action sur notre
santé et dans plusieurs maladies chez le jeune comme chez I'adulte, fait de lui
une cible thérapeutique innovante et prometteuse. Les recherches futures
devraient conduire a de nouvelles stratégies de traitement et de gestion de
notre microbiote pour améliorer la santé.

& Liens d'intéréts :
les auteurs déclarent n'avoir aucun lien d'intérét en rapport avec |'article.
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. L’axe intestin-cerveau

L’axe intestin-cerveau représente les interactions entre ces deux organes clefs, au cceur de la
survie des espéces animales et de leur santé. En effet, le tube digestif et le cerveau ont pour mission
premiere, conservée au cours de I'évolution des espéeces, de 1) fournir les nutriments nécessaires a la
croissance et a la survie des organismes et 2) favoriser 'adaptation des espéces aux changements
environnementaux rencontrés au cours de la vie. En particulier, les structures cérébrales primitives
conservées a travers I'évolution des espéces régulent des fonctions cérébrales mises en jeu dans la
recherche de nourriture (hippocampe-mémoire; amygdale-anxiété) et dans les comportements
alimentaires (circuit de la récompense — satiété). De plus, le tube digestif est le deuxieme organe
neurologique aprés le cerveau, renforcant ainsi les liens entre I'intestin et le cerveau (1). En effet, il
héberge, du tiers inférieur de I'cesophage jusqu’au rectum, un systéme nerveux intégratif et
autonome : le systeme nerveux entérique (SNE). Il régule, indépendamment du cerveau, les
principales fonctions digestives (motricité, absorption et transport des électrolytes/nutriments) et
immunitaires. De maniére intéressante, le SNE est issu des cellules de la plaque neurale, elle-méme a
I’origine du cerveau, qui vont coloniser 'ensemble du tube digestif tres précocement durant la période
embryonnaire (2). Cette similarité organisationnelle et moléculaire entre les deux systéemes nerveux
est aussi au coeur des comorbidités fréquentes entre ces deux organes au cours de leurs pathologies
respectives.

Les interactions entre l'intestin et le cerveau utilisent deux voies de communications
préférentielles. D’'une part, une voie humorale permettant aux médiateurs produits dans le cerveau
ou lintestin (nutriments, cytokines, lipides, composés bactériens, facteurs endocriniens) d’étre
transportés d’un organe vers l'autre et de réguler leurs fonctions respectives. D’autre part, une
innervation extrinseéque, parasympathique (vagale ou sacrée) ou sympathique (ganglion ceeliaque,
ganglion mésentérique supérieur ou inférieur) permettant a la fois une interaction plus rapide et aussi
plus ciblée entre les deux organes. Parmi les structures cellulaires jouant un réle central dans la
communication entre I'intestin et le cerveau figure un sous-type de cellules épithéliales, i.e. les cellules
entéroendocrines, dont I'organisation anatomique permet une fonction a la fois endocrine (via une
libération de médiateurs dans la circulation sanguine) et aussi via une probable voie ‘synaptique’
connectant le SNE et le nerf vague.

Enfin, cette communication homéostatique inter-organe entre I'intestin et le cerveau est aussi
modulée par de nombreux facteurs environnementaux auxquels le tube digestif est en particulier
exposé (nutriments, microbiote, toxines, polluants...). Parmi ces facteurs environnementaux, le
microbiote intestinal a attiré une attention particuliere ces 15 derniéres années pour son réle de plus
en plus reconnu comme acteur de la santé et des maladies digestives et du cerveau (3).

1. Le microbiote intestinal

Le microbiote intestinal correspond a I'ensemble des micro-organismes (bactéries, virus,
champignons, parasites...) présents dans le tractus digestif. Parmi les différents microbiotes présents
dans notre organisme, le microbiote intestinal est le plus densément peuplé, pouvant atteindre 10%*
bactéries. Au sein du tractus digestif, la densité bactérienne suit un gradient, avec de faibles
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concentrations au niveau de I'estomac et des concentrations plus importantes a partir de l'iléon
jusqu’au colon. Ce gradient répond a I'existence de différents écosystémes présents dans les segments
du tube digestif (oxygene, pH, peptides antimicrobiens...). |l existe une biogéographie longitudinale
mais aussi circulaire. On distingue le microbiote luminal, présent dans la lumiére du tube digestif, du
microbiote adhérent ou associé a la muqueuse (présent dans des biopsies) dont la composition differe

(4).

Le tube digestif est colonisé a la naissance par la transmission du microbiote maternel et des microbes
environnants. Le microbiote intestinal évolue au cours des premiéres années de vie, sous l'influence
de nombreux facteurs tels que I'alimentation, les antibiotiques ou encore la génétique de I’h6te. On
considere que chez I'adulte, le microbiote intestinal est relativement stable et résilient (5).

Le microbiote intestinal est composé de bactéries appartenant majoritairement aux phyla Firmicutes
et Bacteroidetes. Les 10% de bactéries restantes appartiennent notamment aux phyla Proteobacteria,
Actinobacteria, Verrucomicrobia ou encore Fusobacteria. Une étude a montré que le microbiote
intestinal humain pouvait étre classé selon trois profils distincts caractérisés par des genres bactériens
dominants, appelés entérotypes (6). On estime que le microbiote intestinal est composé d’environ un
millier d’espéces différentes mais dont seule une quinzaine d’espéces seraient communes entre tous
les individus. Le microbiote intestinal de I'adulte constitue ainsi une sorte de carte d’identité de
I'individu.

Il existe une relation symbiotique entre un microbiote sain et I'organisme qui I'abrite. Grace au
développement des outils de séquencage et de bio-informatiques, la composition et les réles du
microbiote intestinal dans la physiologie de I'h6te sont de mieux en mieux caractérisés (7). En
participant a la digestion et a la fermentation de substrats non digestibles par I'organisme (fibres
alimentaires) ainsi qu’a la biosynthése d’acides biliaires ou de vitamines, le microbiote intestinal
contribue a la régulation métabolique et énergétique de I'hote. Il participe également a la maturation
du systéme immunitaire et la protection contre des pathogénes.

M. Le role du microbiote intestinal dans la physiologie intestinale et cérébrale

Le microbiote intestinal intervient tout au long de la vie sur les fonctions de cet organe, mais également
sur d’autres organes plus distants, en particulier le cerveau.

Le microbiote régule les fonctions digestives et le systéme nerveux entérique

C'est essentiellement grace a des modeéles de souris dépourvues de micro-organismes suite a un
traitement antibiotique ou par élevage en milieu stérile (souris axéniques) que les effets du microbiote
sur la physiologie intestinale de I’h6te ont été découverts. Le microbiote intestinal joue un role majeur
dans I’'homéostasie intestinale. Il a ainsi été montré qu’il pouvait agir sur la structuration de la barriere
épithéliale et favoriser la maturation du tube digestif, notamment en promouvant le nombre de
neurones et de cellules gliales entériques du SNE et en facilitant la motricité intestinale (8,9). Il joue
également un role sur I'expression de neurotransmetteurs par les neurones entériques. Les signaux
produits par le microbiote intestinal et pouvant agir sur la physiologie intestinale incluent des
constituants de la paroi bactérienne (LPS) et des molécules produites par le métabolisme bactérien
comme les acides gras a chaine courte (AGCC) ou les acides biliaires secondaires (10).

Le cerveau sous I'influence du microbiote intestinal

Plusieurs éléments provenant d’études chez la souris indiquent que le microbiote intestinal maternel
régulerait le développement et le fonctionnement du cerveau du foetus. Par exemple, la barriere
hémato-encéphalique, une membrane controlant les échanges entre le cerveau et la circulation
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sanguine qui se construit au stade feetal, présente une perméabilité plus élevée chez des foetus de
meres sans microbiote (11). Le traitement de ces méres gestantes avec du butyrate, un métabolite
bactérien de la famille des AGCC, réduit ces altérations. La structuration du cerveau au stade foetal est
également soumise a I'action du microbiote maternel qui participe a la formation des axones, fibres
nerveuses permettant la connexion entre neurones. Sans microbiote maternel, des défauts de
communication entre régions cérébrales sont observées chez le nouveau-né et se traduisent par des
défauts de perception sensorielle a I'dge adulte (12). Ces effets peuvent étre partiellement
contrecarrés par une recolonisation des meres gestantes avec des bactéries Clostridia. Au stade adulte,
plusieurs études ont montré la contribution du microbiote intestinal dans les fonctions cérébrales
associées a des comportements de type cognitif et émotionnel, comme par exemple la mémoire et
I'anxiété (13). Les comportements sociaux semblent étre également dépendants du microbiote
intestinal. Ainsi, des souris sans microbiote présentent des altérations dans leurs interactions sociales
qui sont rétablies aprés un transfert de microbiote fécal issu de souris témoins (14). Les mécanismes
d’action de ce dialogue entre le microbiote et le cerveau incluent des voies humorales et nerveuses,
en particulier vagale.

V. Le microbiote intestinal en dysbiose et pathologies de I’intestin et du cerveau

Les altérations de la composition et des fonctions du microbiote, appelées dysbiose, impactent de
nombreux dialogues microbiote/héte et peuvent conduire a des troubles digestifs et extradigestifs.

Le systéme digestif, le premier touché par la dysbiose

Plusieurs maladies gastro-intestinales sont associées a une dysbiose du microbiote intestinal, telles
que le syndrome de l'intestin irritable (Sll) ou encore les maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI), regroupant la maladie de Crohn et la rectocolite hémorragique. Ces pathologies
digestives se caractérisent par de nombreux déreglements intestinaux (diarrhée, ballonnement, maux
de ventre intenses) et une réduction de la qualité de vie. L’altération du microbiote intestinal dans ces
pathologies représente un biomarqueur mais également une cible thérapeutique. De nombreuses
approches sont en développement pour prévenir ou restaurer ce microbiote altéré, telles que les
prébiotiques, probiotiques, postbiotiques ou encore la transplantation de microbiote fécal (TMF) (15).
En particulier, il a été montré que des combinaisons de souches probiotiques ou encore la souche
probiotique Bacillus coagulans sont capables d'améliorer les symptémes gastro-intestinaux ainsi que
la qualité de vie de patients atteints de SlIl (16). Néanmoins, la diversité des symptomes et les
mécanismes sous-jacents représentent encore un défi majeur dans le traitement de ces pathologies
digestives et nécessiteront le développement d’approches thérapeutiques plus personnalisées.

Dysbiose et troubles neurologiques

De plus en plus de troubles neurologiques sont étudiés sous le spectre du microbiote intestinal. Dans
les maladies neurodégénératives comme les maladies de Parkinson et Alzheimer, des atteintes
digestives et une altération de la composition du microbiote intestinal ont été montrées (17). Dans la
dépression, le transfert du microbiote intestinal de souris dépressives est capable de reproduire ces
symptomes chez les souris receveuses. Ces troubles dépressifs ont pu étre atténués par un traitement
avec la souche probiotique Lactobacilli genus combiné a une stimulation du systéeme
endocannabinoide (18). Dans les troubles neurodéveloppementaux comme les troubles du spectre de
I'autisme (TSA), de nombreuses études ont également mis en évidence une altération de la
composition du microbiote intestinal. On constate également que les troubles gastro-intestinaux
constituent une des principales comorbidités des TSA. Aussi, des traitements basés sur des
probiotiques ou la TMF sont également a I'étude dans le traitement de ces troubles (19). En particulier,
il a été montré que le transfert de microbiote fécal d'enfants neurotypiques chez des enfants avec TSA
induit des améliorations durables des troubles autistiques et également des atteintes gastro-
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intestinales (20). Les mécanismes par lesquels la dysbiose intestinale affecte ces différentes
pathologies digestives et neurologiques sont encore mal compris, mais des déséquilibres dans la
production de neurotransmetteurs et/ou de métabolites bactériens pourraient contribuer a ces
déséquilibres de I'axe microbiote-intestin-cerveau.

Conclusion

Ainsi, le microbiote intestinal peut moduler le développement et le fonctionnement de I'intestin et du
cerveau en agissant directement ou indirectement, a travers des facteurs et des mécanismes miroirs,
sur les deux systémes nerveux. Des altérations de la composition et/ou du métabolisme du microbiote
intestinal observées au cours de pathologies peuvent (co)contribuer aux dysfonctions de I’axe intestin-
cerveau, conduisant a des comorbidités digestives et comportementales. Ainsi, la restauration de la
fonctionnalité du microbiote intestinal devient un enjeu majeur dans la prévention ou prise en charge
thérapeutique des pathologies de I'intestin et du cerveau.
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Etude-dusystéme-nerveux entérique au sein de I'axe microbiote-intestin-cerveau dans les troubles du

speetie-de.lautisme

Mots clés : Systéme nerveux entérique, autisme, connectivité neuronale, sémaphorine 5A, microbiote intestinal, acides

biliaires

Résumé : Les troubles du spectre de l'autisme (TSA)
regroupent des  troubles  neurodéveloppementaux
caractérisés par des déficits dans les interactions sociales,
des intéréts restreints et des comportements stéréotypés.
Les TSA touchent environ 1 % de la population et résultent
de facteurs génétiques et environnementaux. Les troubles
gastro-intestinaux, tels que la constipation chronique et la
diarrhée, sont courants dans les TSA, affectant 70 % des
individus.

Le SNE est une composante essentielle des fonctions
digestives, et son altération entraine des troubles gastro-
intestinaux. Néanmoins, l'origine des troubles gastro-
intestinaux dans l'autisme reste mal comprise. Parmi les
facteurs et mécanismes capables de remodeler le SNE, le
microbiote intestinal, retrouvé modifié dans l'autisme,
pourrait jouer un r6le important. En effet, microbiote, SNE
et cerveau sont interconnectés, formant I'axe microbiote-
intestin-cerveau.

Study of the Enteric Nervous System within the Microbiota-Gut-Brain Axis in Autism Spectrum Disorders

INl Nantes

W7 Université

Ce travail de thése se découpe en deux projets
interconnectés étudiant la physiopathologie des troubles
gastro-intestinaux dans l'autisme via l'implication du SNE.

Le premier projet explore le rdle de la protéine de guidage
axonal Sémaphorine 5A (Sema5A) et de ses mutations
dans l'autisme sur la maturation et la connectivité du SNE.
Son géne SEMAS5A est un gene de susceptibilité a
lautisme et ses implications dans le SNE restent
largement inconnues. Nous avons montré que la Sema5A
régule la connectivité neuronale et leur activité synaptique
et une version mutée de la Sema5A, associée a l'autisme,
abolit ces effets.

Le deuxiéme projet se concentre sur l'impact des acides
biliaires secondaires dérivés du microbiote, augmentés
chez les femmes atteintes de TSA, sur la connectivité du
SNE. Cette recherche vise a explorer les liens potentiels
entre la dysbiose intestinale, le métabolisme altéré des
acides biliaires, et les dysfonctionnements gastro-
intestinaux dans l'autisme.

Keywords: Enteric nervous system, autism, neuronal connectivity, gut microbiota, bile acids

Abstract: Autism Spectrum Disorder (ASD) comprises
neurodevelopmental disorders characterized by deficits in
social interactions, restricted interests, and stereotyped
behaviors. ASD affects approximately 1% of the population
and results from genetic and environmental factors.
Gastrointestinal issues, such as chronic constipation and
diarrhea, are common in ASD, affecting 70% of individuals.

The Enteric Nervous System (ENS) is a vital component of

digestive functions, and its alteration leads to
gastrointestinal problems. However, the origin of
gastrointestinal issues in autism remains poorly

understood. Among the factors and mechanisms capable
of influencing the ENS, the intestinal microbiota, which is
found to be altered in autism, could play a significant role.
Indeed, the microbiota, ENS, and brain are interconnected,
forming the microbiota-gut-brain axis.

This thesis is divided into two interconnected projects that
study the pathophysiology of gastrointestinal disorders in
autism through the involvement of the ENS.The first project
explores the role of the axon guidance protein Semaphorin
5A (SemabA) and its mutations in autism on the maturation
and connectivity of the ENS. Its gene SEMABA is a
susceptibility gene for autism, and its implications in the
ENS remain largely unknown. We have shown that
SemabA regulates neuronal connectivity and synaptic
activity, and a mutated version of Sema5A, associated with
autism, abolishes these effects.The second project
focuses on the impact of microbiota-derived secondary bile
acids, which are elevated in women with ASD, on the
connectivity of the ENS. This research aims to explore
potential links between intestinal dysbiosis, altered bile
acid metabolism, and gastrointestinal dysfunction in
autism.
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