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ABSTRACT

Our laboratory uses experimental mo-
dels such as the C57B1/6 wild-type mouse
to study the possible neurotoxic impact
of chemical substances ingested chroni-
cally, such as pesticides or nanomaterials
(NM). They are suspected to participate
in the occurrence of some neurodegenera-
tive diseases. More precisely, to verify the
hypothesis of a first impact of these chemi-
cals on the enteric nervous system present
in the gut, we have set up a protocol for
glial and neuronal basic detection using
immunohistochemistry. Here we report
how it is possible to use this approach to
evaluate the impact of chronically ingested
chemicals on the enteric nervous system,
by introducing quantitative measurements
of these neuronal and glial markers.
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RESUME

Pour évaluer le rdle de substances
chimiques potentiellement neurotoxiques,
comme les pesticides ou certains nano-
matériaux (NM), dans les maladies neu-
rodégénératives humaines associées a
I’a-synucléine (maladie de Parkinson,
démence a corps de Lewy, atrophie mul-
ti-systématisée), notre laboratoire s’appuie
sur I’étude d’expositions réalistes notam-
ment par voie alimentaire, menées sur des
analogues expérimentaux tels que la sou-
ris C57Bl/6. En effet, dans les hypotheses
les plus récentes du développement de ces
maladies, un déclenchement précoce d’un
processus neurodégénératif a été suggéré
dans le systeme nerveux présent dans le
tube digestif, représentant le premier com-
partiment nerveux avec lequel les subs-



tances chimiques ingérées pourraient inte-
ragir et exercer un potentiel neurotoxique.
Dans ce contexte, il convient en premier
lieu de caractériser le systéeme nerveux en-
térique (SNE) dans sa composition gliale
et neuronale. Ainsi, nous rapportons ici la
mise en place des protocoles de détection
immunohistochimique des astrocytes et
des neurones, ainsi que la démarche quan-
titative développée pour permettre d’étu-
dier un impact neurotoxique dans le SNE.

INTRODUCTION

La maladie de Parkinson (MP) est une
maladie neurodégénérative progressive
d’origine multifactorielle. Elle est caracté-
risée par une longue période préclinique,
c’est-a-dire sans les symptomes moteurs
classiques, au cours de laquelle cependant
des modifications cellulaires et molécu-
laires se produisent et se propagent dans le
cerveau. En revanche certains symptomes
non moteurs comme les dysfonctionne-
ments gastro-intestinaux se produisent
dans les premiers stades de la maladie et
de facon remarquable, a ce stade précoce,
des agrégats d’alpha-synucléine (ASYN),
marqueur classique de la maladie de Par-
kinson, ont été décrits dans le systeme
nerveux entérique (SNE) du tube digestif
des patients (2). Ces études histologiques
suggerent que le processus pathologique
progresse selon un mode spatio-tempo-
rel, du SNE vers le cerveau (6). Dans ce
contexte, notre laboratoire étudie le role
de substances chimiques potentiellement
neurotoxiques, comme les pesticides (12)
ou certains nanomatériaux (NM), dans les
maladies neurodégénératives humaines
associées a 1’a-synucléine (maladie de
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Parkinson, démence a corps de Lewy,
atrophie multi-systématisée). Nos travaux
s’appuient sur I’étude d’expositions réa-
listes notamment par voie alimentaire, me-
nées sur des analogues expérimentaux telle
que la souris C57B1/6. Pour tester 1’hypo-
these d’une réponse neurotoxique au sein
du SNE il convient d’étudier de fagon sys-
tématique 1’histologie du tube digestif des
souris et en particulier le compartiment
nerveux. Dans ce but, nous avons établi
un référentiel d’expression de marqueurs
neuronaux et gliaux, a 1’aide d’anticorps
spécifiques des cellules gliales (GFAP) et
neuronales (NeulN). Nous rapportons ici
la possibilité d’utiliser ce référentiel pour
étudier 1I’impact possible d’une exposition
a des agents chimiques sur le comparti-
ment du SNE par immunohistochimie, en
appliquant une méthode de quantification
assistée par ordinateur.

Le systeme nerveux entérique (SNE)
L’ensemble des fonctions intestinales
sont régulées grice au systeme nerveux
entérique. Il est composé de deux types
d’innervations. L’innervation extrinseque,
en rouge sur la figure 1, qui désigne les
prolongements axonaux provenant des
neurones du systetme nerveux central
(SNC) (innervation sympathique et para-
sympathique) et se projetant sur les neu-
rones du SNE. Une innervation intrin-
seque, la plus abondante, qui consiste en
des prolongements nerveux issus des neu-
rones interconnectés, en bleu sur la figure
1, formant un réseau dense appelé plexus
nerveux. L’intestin comporte deux plexus,
le plexus myentérique (PM) et le plexus
sous muqueux (PSM). Le PM (ou plexus



Plexus

Myentériqu%;

Plexus sous ¥ ;'-ﬂi-

muqueux/ «{_‘iﬁv '_
f"f_:’l:""i;}'.‘- ':#\:'-\'f:?\\}'&

---Ganglions
-

Lumiére
digestive

luqueuse
Sous-mugqueuse

Musculeuse

Figure 1 : Schéma d’une coupe transversale de tube
digestif présentant I’organisation du systéme nerveux
entérique d’aprés Rescigno Mucosal Immunology
2008.

d’Auerback), localisé entre les couches
musculaires longitudinales et circulaires de
la musculeuse, est responsable du controle
moteur. Le PSM (ou plexus de Meissner),
situé entre la couche musculaire circulaire
et la sous muqueuse intervient dans la ré-
gulation des sécrétions gastro-intestinales
et du débit sanguin local. Le PM et le PSM
se présentent comme un maillage serré de
faisceaux de fibres nerveuses présents en
continu sur I’ensemble du tractus digestif.
Les ganglions du PM sont en général plus
volumineux et possedent plus de neurones
que ceux du PSM. Ce tissu nerveux est
individualisé au sein de la paroi du tube
digestif, par une lame basale et une enve-
loppe inconstante de cellules interstitielles
et conjonctives permettant aux neuromé-
diateurs et aux hormones d’agir sur le tissu
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nerveux de facon paracrine. D’ailleurs,
beaucoup de neuromédiateurs entériques
sont des molécules de petite taille, comme
la noradrénaline, I’acétylcholine (ACh), la
sérotonine (SHT), des peptides (substance
P, neurokinine A, vasointestinal peptide
(VIP), calcitonine gene-related peptide
(CGRP), la somatostatine (Som)), des
bases puriques (adénosine, adénosine tri-
phosphate (ATP)) voire des gaz (protoxyde
d’azote (NO)).

Les cellules neuronales

Chez ’'Homme, au sein du SNE, le
nombre total de neurones est estimé jusqu’a
200 millions (3). Quatre types neuronaux
sont décrits et expriment un ou plusieurs
neuromédiateurs. Les neurones sensoriels
répondant aux stimuli mécaniques (dé-
formation de la muqueuse) et chimiques
(variation du pH intraluminal) sont le
plus souvent cholinergiques et expriment
¢galement le CGRP. Les interneurones
modulateurs ascendants et descendants
de la muqueuse sont complexes et expri-
ment plusieurs neuromédiateurs ACh/SHT
voire ACh/NO/VIP/Som. Les neurones
sécrétomoteurs agissent sur les artérioles
et modulent 1’activité glandulaire parié-
tale du tube digestif, les neurones moteurs
agissent sur la musculeuse circulaire ou sur
la musculeuse longitudinale. Ces motoneu-
rones sont soit excitateurs (cholinergiques)
ou inhibiteurs (nitrergiques) et peuvent
exprimer également le VIP ou I’ ATP. Chez
I’Homme, 90 % des neurones sont choli-
nergiques ou nitrergiques ; identifiables
par immunohistochimie a I’aide d’anti-
corps dirigés contre I’enzyme de synthese
de I’acétylcholine (choline acetyltransfe-



rase, ChAT) et de I’oxyde nitrique (nitric
oxide synthase, NOS), il semblerait qu’une
minorité de neurones co-expriment ces 2
marqueurs. De fagon notable la proportion
de neurones cholinergiques décroit de 1’es-
tomac vers le colon, et inversement pour la
proportion de neurones nitrergiques. Dans
I’intestin gréle, il y aurait environ 60 %
de neurones cholinergiques pour environ
30 % de neurones nitrergiques. Ces 2 types
de neurones peuvent co-exprimer par ail-
leurs le VIP identifié par immunohistochi-
mie (IHC) a I’aide d’anticorps anti-VIP.
De facon beaucoup moins présente, cer-
tains neurones du SNE identifiés a I’aide
d’un anticorps anti-tyrosine hydroxylase
(TH), identifiant I’enzyme de synthese
des catécholamines (noradrénaline, adré-
naline, dopamine), sont dopaminergiques.
De facon notable, la nature neurochimique
des neurones et leur proportion varie en
fonction des especes. Ainsi le VIP est tres
peu présent au sein des neurones du SNE
de la souris. En conséquence la mise en
place d’un moyen simple mais sensible
d’identifier un impact neurotoxique sur ce
compartiment neuronal est difficile. C’est
pourquoi pour contourner cette spécificité,
nous avons opté pour mettre en évidence
les neurones du SNE par IHC a I'aide de
marqueurs neuronaux plus génériques. Le
plus souvent, les anticorps utilisés sont
dirigés contre des marqueurs métaboliques
ou constitutionnels des neurones comme
par exemple le NSE (Neuron Specific Eno-
lase), le NF (Neurofilament), ou le NeuN
(Neuronal nucleus). Dans notre étude nous
avons retenu en premiere intention, 1 uti-
lisation de I’anticorps NeuN, en espérant
faciliter le comptage des neurones sur la
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base des noyaux marqués spécifiquement.

Les cellules gliales entériques (CGE)

Les cellules gliales ont €té décrites des
1891 par Dogiel (9), qui a noté la présence
de cellules satellites nucléées a proximité
des neurones entériques. Ces cellules,
considérées comme les astrocytes du tube
digestif, sont reconnaissables par leur
forme étoilée et leurs extensions. Elles
peuvent &tre mises en évidence par IHC a
I’aide d’un anticorps anti-Glial Fibrillary
Acidic Protein (GFAP). Quatre fois plus
nombreuses que les neurones, elles sont
localisées le long des fibres nerveuses, en
périphérie des corps cellulaires neuronaux
ainsi qu’au contact intime avec le pdle ba-
sal de I’épithélium digestif comme avec les
vaisseaux de la sous muqueuse comme il-
lustré en violet dans la figure 1. [l n’y a que
peu de travaux décrivant précis€ément ces
cellules et leurs fonctions. Cependant il est
admis qu’elles exercent des fonctions phy-
siologiques équivalentes a celles présentes
au sein du SNC : fonctions trophiques, de
soutien mécanique, cytoprotection, régu-
lation de I’activité neuronale en assurant
notamment la synthese des précurseurs de
neuromédiateurs (7). Si les CGE liées aux
plexus nerveux participent a la régulation
de la neurotransmission, les autres CGE
jouent un rdle prépondérant dans le main-
tien de la barriecre muqueuse épithéliale
comme |I’a montré un modele de souris
transgénique ne présentant plus de cellules
gliales dans le SNE (14). Enfin, les CGE
participent a la réponse inflammatoire (en
sécrétant des cytokines) comme a la diffé-
renciation des cellules souches en entéro-
cytes. Nous avons choisi d’utiliser cet anti-



corps anti-GFAP pour mettre en évidence
les CGE dans le SNE de la souris.

Les nanomatériaux manufacturés (NM)
Les nanomatériaux  manufacturés
(NM) sont produits intentionnellement
pour leurs propriétés particulicres, dans
le cadre des nanotechnologies. Les NM
constitués d’une tres grande diversité de
nanoparticules, - en taille, forme, nature
des atomes qui les constituent -, montrent
en effet a cette échelle de dimension (entre
I et 100nm) des propriét€s physico-
chimiques spécifiques offrant des applica-
tions nouvelles dans des secteurs d’activité
variés : électrique, catalytique, mécanique,
optique, biologique... Ces potentialités
nouvelles sont ainsi susceptibles de lever
des verrous technologiques aussi bien dans
le secteur de la santé, de 1’énergie, de 1’en-
vironnement, du transport ou de la com-
munication, et en conséquence ont suscité
I’enthousiasme des industriels pour ces
produits. L’essor considérable des nano-
technologies peut se mesurer par les nom-
breux produits aujourd’hui commercialisés
dans divers secteurs tels que le batiment,
I’automobile, 1’emballage, la chimie,
I’environnement, 1’énergie, le bien-€tre, la
cosmétologie, I’alimentation, issues du dé-
veloppement de I’usage de nanomatériaux
; sans oublier les applications médicales,
en particulier dans le diagnostic, le traite-
ment des cancers, I’imagerie moléculaire,
la chirurgie, les dispositifs médicaux et
I’ingénierie tissulaire. En France, le recen-
sement annuel obligatoire (R-nano) des
NM permet d’identifier que les plus cou-
rants sont composés de carbone (nanotube,
fullerene), de dioxyde de silice, carbonate
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de calcium, dioxyde de titane et d’oxyde
d’aluminium (5). En parallele de cet es-
sor, les nanotechnologies soulevent aussi
des interrogations d’ordre scientifiques et
sanitaires notamment sur leur impact sur
la santé et I’environnement. [’usage des
nanomatériaux dans les produits courants
cités ci-dessus conduit 2 une exposition
humaine par inhalation, ingestion, contact
cutané ou encore une combinaison de ces
voies. Si plusieurs travaux ont déja pu iden-
tifier une atteinte possible des voies respi-
ratoires ou cardio-vasculaires, en revanche
tres peu d’€tudes se sont intéressées a une
atteinte possible du cerveau en dépit du
fait qu’il soit une cible potentielle vis-a-vis
d’un effet nanotoxique (4, 5). C’est dans
ce contexte que I’unité maladies neurodé-
génératives (MND) de I’ANSES de Lyon
a initié une série d’expositions a des NP
dans des modeles in vivo, en vue d’étudier
plus précisément I’impact possible de ces
NM sur les compartiments nerveux.

MATERIELS ET METHODES
Animaux
Des souris femelles de la lignée

C57BI1/6 (Laboratoire Charles River, L’ Ar-
bresle) (5 a 7 souris par groupe) ont été
exposées par voie orale en continu sur 18
mois a deux nanomatériaux, le dioxyde de
titane et le dioxyde de silice présents a une
concentration de 30ug/mL dans leur eau de
boisson quotidienne. Un groupe controle
consiste en des animaux expos€s a une
eau de boisson habituelle sans ajout de
NP. Les expérimentations ont ét€¢ menées
au sein de la plateforme d’expérimentation
de ’ANSES de Lyon, apres 1’obtention
d’un avis favorable du comité d’éthique



(ComEth Anses/ENV Maisons Alfort/
UPEC, N°11-0042) et dans le respect de la
réglementation francaise et européenne en
vigueur.

Nanomatériaux étudiés

Le dioxyde de titane (Ti02) (85% ana-
tase, 15 % rutile, 22nm) et le dioxyde de
silice (S10,) (5-35nm, stable a pH 7) ont
€té choisis pour leur usage courant dans
I’industrie alimentaire notamment comme
agent blanchissant pour le titane et comme
antiagglomérant pour la silice. Ces NP ont
¢été fournies dans le cadre d’un parrainage
de I’Organisation de coopération et de dé-
veloppement économiques (OCDE) et sont
exactement les mémes que celles utilisées
a I’échelle européenne dans le cadre d’une
action conjointe Nanogenotox (wWww.na-
nogenotox.eu) visant a étudier le potentiel
génotoxique de ces particules. Une solu-
tion mere est préparée selon un protocole
de référence établi par Nanogenotox. Les
solutions sont diluées au 1/20°™ dans une
solution d’albumine bovine sérique (BSA)
a 0,05 % filtrée, dispersés par I’application
de 3 cycles d’ultra-sons de 24 min a 5S00W
afin d’éviter la formation d’agrégats. Puis
la solution mere est diluée dans 1’eau du
robinet pour remplir les biberons des
souris d’une solution concentrée en NP a
30ug/mL.

Préparations histologiques

A Tissue des 18 mois d’exposition,
I’expérience est arrétée. Le cerveau et les
organes périphériques des animaux sont
prélevés puis fixés dans une solution tam-
ponnée de formol a 10%. Les intestins
sont prélevés entre le duodénum et 1’iléon

-50-

2). Soigneusement ouverts sur

Duodénum

Jéjunum

lléon

Figure 2 : Préparation des intestins de souris.

A. Repérages anatomiques,

B. Aspect d’un bloc de paraffine apres application de
la méthode du Swiss—roll. Clichés Anses Lyon.
toute leur longueur, le contenu est rincé a
I’aide de tampon phosphate (0.1M) salin
(0,09 %), puis l'intestin est enroulé sur
lui-méme selon la technique du Swiss-
roll (11) et mis a plat dans une cassette
d’inclusion. Apres 48h de fixation mini-
mum, les organes sont ensuite inclus en
paraffine selon un protocole de routine a
I’aide d’un automate. A partir des intestins
inclus en blocs de paraffine, des coupes de
Sum d’épaisseur sont recueillies sur lames
de verres chargées positivement (X-Tra,
Surgipath) puis séchées 1h a 37°C. Pour
les mises au point liées a cette étude, des
coupes de cerveau de souris ont été¢ éga-
lement utilisées comme tissu de référence
pour I’expression des marqueurs gliaux et
neuronaux.

Immunohistochimie

Avant d’étre colorées, les coupes histolo-
giques sont déparaffinées et réhydratées
a I’aide d’un automate selon un proto-
cole classique de routine. Les différents
anticorps primaires (Ac I) utilisés dans le
cadre de cette étude sont présentés dans le
tableau I. Un démasquage antigénique a été
nécessaire uniquement pour la détection de



Nildrjmagr aiirad

Lo e

T e TR o P T

OrAP | Pobuioaal e il

LA PIENE T
e R e A g : T
L

Tableau I : Récapitulatif et caractéristiques des Ac
utilisés dans cette étude.

la protéine Rbfox3 par I’anticorps NeuN.
Il consiste en un traitement thermique au
four micro-ondes dans du tampon citrate
10mM (pH 6,2) (Smin puissance maxi-
mum puis Smin position décongélation).
La mise en ceuvre du protocole de détec-
tion par IHC est identique pour les 2 anti-
corps primaires et suit le principe appliqué
pour les coupes d’encéphales tels que déja
publié précédemment (8). En premier lieu
les peroxydases endogenes sont bloquées
dans un bain d’eau oxygénée a 3 %. Afin
de limiter les réactions non spécifiques,
une saturation est effectuée a 1’aide d’une
solution bloquante du commerce (Bloc-
king reagent, Roche) diluée selon les re-
commandations du fournisseur au 1/10°™
dans du tampon d’acide maléique (pH 7,5).
L’ Ac I dilué dans du tampon phosphate salin
(PBS 0,1 M et NaCl 0,09 %) et 0,1 %Triton
(X-100) est alors déposé et incubé une
nuit en chambre humide a température
ambiante (TA). En parallele, en guise de
controles, des coupes de tube digestif sont
exposées a un s€rum normal (SN) de lapin,
en lieu et place des Ac I, pour vérifier la
spécificité des signaux détectés. Apres une
nouvelle étape de saturation qui précede le
dépot d’Ac II (Ac anti-lapin biotinyl€) di-
lué au 1/200°™ dans du PBS 0,1 M et NaCl
0,09 % + 0,1% Triton X100, les lames sont
incubées 1 a 2h en chambre humide a TA.
Le complexe ABC (Vector) est utilisé afin
d’amplifier le signal ; il correspond au
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complexe Avidine-Biotine (ABC), pré-in-
cubé (30min a 1h) a TA dans I’obscurité,
puis déposé 30 min dans I’obscurité a TA.
L’avidine sur laquelle sont fixées les bio-
tines du complexe ABC se couple a la bio-
tine pour amplifier le signal. La présence
de HRP (horse radish peroxydase) dans le
complexe ABC permet la révélation de la
présence d’antigene par I’oxydation d’un
substrat de ’enzyme. Nous avons utilisé
la diaminobenzidine (DAB, peroxydase
substrate kit, Clinisciences) intensifiée
au chlorure de nickel (dépdts noiratres).
Apres un dernier ringage, 1’application
d’hématoxyline aqueuse permet la colora-
tion du tissu. Enfin apres déshydratation,
le montage des lames s’effectue a la résine
(Eukitt) a I’aide d’une colleuse de lames.
Apres séchage, les lames sont observées
a I’aide d’un microscope Olympus BX51
équipé d’une caméra numérique et couplé
a une station d’analyse d’image équipée
des logiciels Mosaic et Morpho Strider
(Explora Nova). Ces logiciels permettent
non seulement la capture d’images mais
aussi leur traitement en vue de quantifier
les immunomarquages observés.

Quantification des cellules gliales

Pour la quantification des cellules
gliales, nous avons d’abord appliqué une
approche visuelle, en faisant référence a
une €chelle semi-quantitative (figure 3A),
qui permet d’attribuer un score d’intensité
de marquage compris entre 1 (marquage
faible) et 4 (marquage tres fort). Le score
0 n’existe pas, la GFAP étant exprimée
a I’état basal dans I’ensemble du SNE
comme c’est le cas dans le cerveau. La
quantification de I’intensité des marquages
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Figure 3 :

A. : Echelle de score appliquée a la quantification
d’un immunomarquage a la GFAP dans le SNE.

B. : Mesure automatique de la surface (en rouge) cor-
respondant au marquage spécifique de la GFAP.

C. : Mesure automatique de la surface (en bleu) cor-
respondant au plexus nerveux identifié par le mar-
quage spécifique NeuN. Le comptage du nombre de
neurones reste manuel.

est effectuée sur la portion du jéjunum. Au
sein d’un méme groupe, les scores sont re-
cueillis pour chaque souris et le score rap-
porté par groupe représente une moyenne.
En parallele nous avons utilisé le logiciel
Morpho Strider en vue de standardiser et de
préciser I’approche quantitative. Pour cela,
la quantification est appliquée apres cap-
ture d’images a 1’objectif x10 de portions
de jéjunum représentatives. La surface de
la musculeuse est délimitée et sélectionnée
comme région d’intérét (pointillés rouges
sur la figure 3B). Au sein de ce comparti-
ment ainsi délimité, le logiciel permet de
sélectionner directement par segmentation
des couleurs les dépots colorés correspon-
dant au marquage que 1’on souhaite quan-
tifier (apparait en rouge dans la figure 3B).
Nous avons choisi de mesurer la surface
totale de ce marquage spécifique par rap-
port a la surface totale de la musculeuse
qui contient spécifiquement le compar-
timent du SNE. Le logiciel délivre un
tableau Excel distinguant la surface totale
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analysée de la surface du marquage. Ainsi
dans ce cas nous obtenons une proportion
de surfaces de marquage comparables
entre les groupes.

Quantification des cellules neuronales

La population neuronale présente au
sein du SNE a été estimée apres appli-
cation d’une THC pour la détection d’un
marqueur général des populations neu-
ronales, 1’anticorps NeuN. Cet anticorps
est dirigé contre une protéine nucléaire
exprimée seulement dans les neurones
(Rbfox3), et qui permet notamment d’esti-
mer la disparition des neurones et donc de
vérifier ’hypothese d’une mort neuronale.
Cette quantification s’appuie pour chaque
échantillon, sur 10 captures consécutives,
au grossissement x 20, de la musculeuse du
Jjéjunum. A nouveau la musculeuse est dé-
limitée comme région d’intérét (pointillés
verts sur la figure 3C). Puis les différents
plexus sont délimités afin d’estimer leur
surface (pointillés bleus figure 3C) et leur
nombre mis en évidence dans le champ
étudié, le choix de ces parametres ayant €té
inspiré d’une approche quantitative appli-
quée a I’exploration du SNE humain (1).
En revanche, le nombre de neurones est
évalué par un comptage manuel, le mar-
quage ne permettant pas de délimiter auto-
matiquement chaque cellule marquée. Les
résultats exprimés en surface et nombre
de plexus, nombre de neurones pour un
champ examiné sont ensuite comparés
entre les groupes disponibles.

Analyses statistiques
Toutes les données quantitatives
(score, surface, nombre) ont €té soumises



a des tests statistiques dans le but d’iden-
tifier I’existence de différences signifi-
catives entre les souris exposées et les
souris contr6les. En particulier un test
de Mann-Whitney pour des échantillons
indépendants et un test de Student ont
été appliqués a I’aide du logiciel en libre
acces (logiciel R). Un risque de 5 % étant
fixé, une différence significative entre les
moyennes sera confirmée avec une p-value
<0,05. Les barres d’erreur représentant
I’écart type ont été introduites dans chaque
histogramme.

RESULTATS
Caractérisation du SNE par IHC

L’ objectif de cette étude était de ca-
ractériser le SNE afin de pouvoir étudier
I’impact possible de différentes substances
chimiques absorbées par voie orale sur les
différents composants cellulaires du SNE.
Pour cela, nous avons utilisé des échantil-
lons biologiques représentatifs (cerveau et
tube digestif) issus de souris exposées ou
non a des nanomatériaux, en appliquant
une approche immunohistochimique a
I’aide de différents anticorps spécifiques
des cellules gliales (GFAP) et neuronales
(NeulN). Nous avons suivi un protocole
classique employé pour identifier ces types
cellulaires dans le cerveau. Aucun ajus-
tement du protocole en termes de démas-
quage antigénique ou de concentration
d’anticorps n’a été nécessaire, comme
nous I’a montré 1’usage de coupes de cer-
veau en parallele. La figure 4 illustre les
résultats obtenus. Le marquage NeuN est
moins intense dans le SNE que celui mis
en évidence dans le cerveau mais reflete
I’organisation de ce premier. Les neurones
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NeuN GFAP

Ent ] ]
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Cerveau contrdle sérum MM

- CMLc

o "L- [ e 5 i - i

CML.I

Neurones du cerveau Neurones Entériques Cellules Gliales Entériques

Figure 4 : Illustration de la caractérisation des cel-
lules gliales et neuronales entériques par IHC. Le
marquage spécifique apparait en brun/noir (DAB
intensifiée au chlorure de nickel). Les cellules gliales
sont associées étroitement a la localisation des neu-
rones des plexus myentériques et sous muqueux mais
aussi intimement liées aux entérocytes des villosités.
Ent : entérocytes, MM muscularis mucosa ; CMLc :
couche musculaire circulaire ; CMLI : couche muscu-
laire longitudinale.

sont en effet regroupés au sein de gan-
glions nerveux enchassés dans les couches
mésentériques et sous muqueuses. La
quantification de ces marquages indique
qu’en moyenne chez une souris t€émoin il y
a 4 neurones +/- 2 identifiables par plexus.
Les résultats d’analyse des cellules gliales
entériques identifiées par I’anticorps anti-
GFAP confirme leur présence en plus
grande quantité comparativement aux neu-
rones.

Recherche d’un impact
des nanomatériaux sur le SNE

Pour identifier un impact possible des
nanomatériaux sur le SNE, une quantifi-
cation des cellules gliales et neuronales a
¢té réalisée. Pour les cellules gliales, 1’ob-
servation attentive des lames a révélé une
surexpression de la GFAP dans les cellules
gliales entériques des souris exposées aux
nano-TiO, et SiO, comparativement aux
souris controles. Comme au sein du SNC,
cette surexpression suggere une multipli-



cation de ces cellules gliales entériques ac-
compagnée d’une multiplication de leurs
prolongements. La forte intensité de mar-
quage GFAP illustrée figure 5 est équiva-

Nano SiO, Eau

Nano TiO,

Jéjunum Duodénum

lléon

Figure 5 : Illustration représentative de 1’intensité
d’expression de la GFAP (en noir) dans le duodénum,
le jéjunum et I’iléon. La GFAP apparait surexprimée
chez les souris exposées aux nanomatériaux, quelle
que soit la section intestinale considérée.

lente dans le duodénum, jéjunum et iléon.
Nous avons donc choisi de quantifier les
cellules gliales que dans le jéjunum. Dans
un premier temps, a I’aide d’une échelle de
score allant de 1 a 4, I’analyse statistique
des scores moyens indique une différence
significative des groupes exposés par rap-
port au groupe contréle. L’ exposition au
titane induit une expression trois fois plus
importante par rapport au controle. De
méme, le groupe exposé aux nano-silice
exprime deux fois plus de GFAP que les
témoins. Dans un second temps nous avons
également voulu éprouver la possibilité de
quantifier les marquages a I’aide du logi-
ciel d’analyse d’images Morpho Strider.
Dans ce cas, la quantification se base sur

-54-

des mesures de surface du marquage par
rapport a la surface totale considérée qu’il
est possible de comparer entre les groupes.
La figure 6 illustre les résultats obtenus.

A B

Score Surface marquée/surface SNE x 100

® Ti0, ® S0, & Eau
Figure 6 :
A. Intensité moyenne de 1’expression GFAP dans le
jéjunum quantifié a I’aide d’une échelle de score de 1
a 4. n =7 pour chaque groupe. Test Mann Whitney -
différence significative,
**ap<0,01 *a p<0,05.
B. Densité d’expression de la GFAP dans le jéju-
num (surface marquage GFAP/surface totale du SNE
x100) n= 7 pour chaque groupe. Test Student - diffé-
rence significative *a p<0,05.

® Ti0, S0, ¥ Eau

L’analyse statistique confirme la surex-
pression significative de la GFAP dans
les groupes exposés comparativement aux
témoins.

L’analyse statistique du nombre de
ganglions et de neurones dans le jéjunum
quantifié a 1’aide du logiciel Morpho Stri-
der (figure 7) montre 1’absence d’effet
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Figure 7 :

A. Moyenne de la surface totale des plexus (um2)
B. Nombre de neurones par plexus, dans la méme
portion de jéjunum étudié. Test Student - différence
significative *a p<0,05



significatif sur la moyenne de la surface
totale des plexus étudiés dans le jéjunum.
En revanche le nombre moyen de neurones
par plexus myentérique est significative-
ment plus faible dans le groupe exposé au
titane comparativement au groupe témoin.

DISCUSSION

L’unit¢ MND étudie le lien possible
entre une exposition a des produits phy-
tosanitaires ou des nanomatériaux et le
déclenchement de processus neurodégéné-
ratifs en particulier. Pour cela des modeles
d’expositions chroniques sur la souris ont
été développés, tels que des groupes de
souris C57B1/6 exposées a 2 types de nano-
matériaux, (dioxyde de silice et dioxyde de
titane) délivrés pendant 18 mois par I’eau
de boisson comparativement a des sujets
non exposés. Au cours de cette exposition
qui mime une condition réaliste, il est pos-
sible que ces produits chimiques, avant
méme d’impacter le systeme nerveux cen-
tral, puissent induire diverses altérations
neurotoxiques au sein méme du compar-
timent nerveux du systeme digestif. Pour
cela, il est nécessaire d’étudier de facon
systématique 1’histologie du compartiment
nerveux du tube digestif de ces groupes de
souris. A cette fin, le jéjunum a été démon-
tré représentatif de I’ensemble de I’intestin
gréle.

Pour caractériser le SNE présent au
sein du tube digestif de ces souris, nous
avons validé I’identification des 2 princi-
paux types cellulaires du systeme nerveux,
les cellules gliales et neuronales en faisant
appel a des anticorps spécifiques utilisés
en routine dans I’étude du cerveau (anti-
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GFAP et anti-NeuN). Nous avons décrit
précisément la distribution de ces cellules
au sein du SNE. Le marquage neuronal
permet d’identifier ais€ment les plexus
nerveux myentériques et sous muqueux.
Nous avons estimé a 4 neurones plus ou
moins 2 le nombre moyen de neurones par
plexus chez les individus contrdles qui cor-
respond bien a la littérature rapportant chez
la souris 3 a 8 neurones par plexus (10).
Les variations s’expliquent par le plan de
coupe passant par le plexus. La description
des immunomarquages des cellules gliales
a ’aide de la GFAP est d’autant plus pré-
cieuse qu’elle n’est que tres peu rapportée
chez la souris. En effet, la protéine S10003
est plus fréquemment utilisée comme mar-
queur des cellules gliales. Elle fait partie
de la famille des protéines de liaison du
calcium intracytosolique et présente un
caractere spécifique de solubilité. Cette
protéine n’est donc pas constitutive de la
cellule comme I’est la GFAP qui recon-
nait des éléments du cytosquelette, ce qui
a suggéré de compléter ces travaux par
ce marqueur complémentaire des cellules
gliales entériques.

Pour pouvoir étudier I’'impact d’une
exposition chronique a ces nanomaté-
riaux, nous avons voulu quantifier I’inten-
sité des marquages observés a 1’aide de
la GFAP. En effet, il est quasi impossible
de compter les cellules individuellement,
en revanche le taux d’expression de cette
protéine fibrillaire peut étre directement
correlée a I’activation de ces cellules, et
ce critere est classiquement utilis€ comme
indicateur d’une réponse a une situation
pathologique. Dans la mesure ou une dif-



férence de niveau d’expression est apparue
de facon évidente entre les groupes expo-
sés et les témoins, nous avons privilégié
dans un premier temps une approche basée
sur I’attribution d’un score d’intensité que
nous avons défini par une échelle de réfé-
rence, concrétisée par une planche photo-
graphique (figure 3). Cette quantification
ciblée sur le compartiment du jéjunum,
nous a permis d’établir que I’exposition au
dioxyde de titane conduit a une expression
de GFAP 3 fois supérieure a la normale et
celle au dioxyde de silice a une expression
2 fois plus importante par rapport au té-
moin. Nous avons voulu conforter cette ob-
servation avec le recours au logiciel d’ana-
lyse d’images Morpho Strider. Dans ce
cas, la quantification repose sur I’étendue
du marquage spécifique de la GFAP rap-
portée a une surface étudiée correspondant
en ’occurrence au compartiment du SNE.
C’est une densité relative d’expression de
ce marqueur que nous avons comparé d’un
groupe a I’autre. Cette approche sous-en-
tend une quantification dans le jéjunum,
limitée a quelques champs successifs mais
sans chevauchement. En dépit d’une ap-
proche somme toute différente, nous avons
confirmé la surexpression de la GFAP dans
les groupes exposés par rapport au groupe
témoin. En routine, le scoring visuel est ef-
ficace et rapide, mais en cas de marquage
de faible intensité proche de la normale, le
recours a cette 2™ approche assistée par
ordinateur est a privilégier, pour mettre en
exergue des différences d’intensité plus
subtiles.

Pour mesurer I’impact sur le compar-
timent neuronal nous avons également
cherché a quantifier 'intensit¢é du mar-
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quage neuronal observé. En s’inspirant
d’une méthode de quantification appliquée
a I’exploration du SNE humain (1), nous
avons quantifié en parallele a la fois la sur-
face des plexus et le nombre de neurones
par plexus. Nos résultats suggerent un im-
pact modeste d’une exposition au dioxyde
de titane sur le nombre moyen de neurones
par plexus avec une perte d’un neurone
seulement par plexus, qui sera sans doute
a confirmer par I'usage d’un autre mar-
queur générique de neurones. Compte tenu
de I’absence de différence sur la surface
totale des plexus, il apparait d’emblée que
ces expositions qui conduisent a une perte
d’environ 25 % des neurones n’expliquent
pas l'intensité de la réaction gliale obser-
vée. Ainsi, au-dela de cette perte neuro-
nale, il est possible qu'un autre type de
souffrance neuronale puisse étre mise en
relation avec la surexpression de GFAP. En
particulier le niveau d’expression de cer-
tains neurotransmetteurs pourrait étre alté-
ré. Pour tester cette hypothese il convien-
drait d’étudier des marqueurs spécifiques
comme la ChAT, marqueur des neurones
cholinergiques majoritaires au sein du jé-
junum.

CONCLUSION

Nous avons déterminé les conditions
permettant d’étudier le SNE chez la sou-
ris, a I’aide de marqueurs des neurones et
des cellules gliales entériques. Nous avons
montré que plusieurs approches quantita-
tives sont possibles. De facon remarquable
nous avons mis en évidence un impact ma-
jeur sur les intestins des souris exposées
aux nanomatériaux. Cet impact se traduit
par une surexpression de la GFAP par les



cellules gliales entériques. Cette réaction
gliale suggere une réponse inflammatoire
qui n’apparait pas accompagnée d’une
forte perte neuronale, en particulier dans le
cas de I’exposition a la silice. Il convien-
drait de vérifier si d’autres altérations
neuronales ne pourraient pas &étre identi-
fiées notamment en ciblant les principales
classes neurochimiques présentes dans le
SNE. Des a présent, ce travail rapporte une
stratégie utile reposant sur 1’étude immu-
nohistochimique du SNE pour identifier
I’impact neurotoxique possible de produits
chimiques ingérés de fagon chronique.
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