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Master Nutrition et Sécurité des Aliments

Détection des nutriments par I’axe intestin-cerveau
« the gut feeling »

Communication bi-directionnelle
intestin-cerveau




Le tractus digestif : un systeme remarquable en physiologie

« entérocentrisme »

Surface d’échange
la plus grande de I'organisme :
(vs 2 m? pour la peau)

Systeme endocrine

le plus vaste de
I'organisme (cellules
entéroendocrines)

Systéme nerveux
- Systeme nerveux central :

1012 neurones

- Systeme nerveux
entérique : 102 neurones et
1012 synapses

Systeme immunitaire
le plus important en taille
(Gut Associated Lymphoid

Tissue)

Microbiote
Homme = Holobionte
» Microbiote : 10 « germes », 1000 especes bactériennes, 1-2 kg
> 3.10° génes dans le microbiome humain vs 23000 genes chez ’homme




Dysfonctions axe gut-brain

Microbiota—Gut-Brain
Axis

Addiction

Multiple
Sclerosis

Parkinson's




Axe gut-brain: quels acteurs?



Intestin: muscles, muqueuse (replis) , systeme nerveux, vaisseaux sanguins

Vaisseaux
sanguins

Systéme nerveux
entérigue

_Lumigre —
intestinale Muscle circulaire
Muscle longitudinal

Muqueuse

Villosité

Lumiére

INFOORAMMES: BETTYLASON



1. Systeme nerveux entérique

Considéré comme le « deuxiéme cerveau » (Gershon, 2002)

- Fonctionne de fagon autonome: neurones sensitifs, moteurs et interneurones

Neurons

Extrinsic
nerves

Glial cells

Ganglion

~ Myenteric
plexus

Submucosal
plexus

\
Mucosal
plexus

- Coordonne les fonctions intestinales
- Communication avec le cerveau:
- neurotransmetteurs: Ach, NA, Adr, GABA...
- neuropeptides: substance P, neuropeptide Y et opioides



2. Les relais nerveux extrinseques vers le cerveau

Branches parasympathiques du systeme nerveux autonome : afférences vagales
et spinales

Brainstem Spinal cord

DRG

1 Splanchnic nerve
ede Pelvic nerve

Intrinsic r"_:l* Prevertebral
primary affereni neuwrons ™ --..*-'; ganglia

LM

T MP
1] IIIIIIIIIiIIIIIIII LTI o

SMP

* * 1
* » b
' ' !
1 1 ! Mucosn
- - .

Fig. [. Innervation of the Gl rect by minrsic and extrinsic sensory nearons. The two populations of inmsic
primary afferent neurons ongmate in the submucosal plexos (53P) and mventenic plexss (MF), respectvely.
The rad popukilses of catimEic semmory seurom an: vagal &lferents originaling rom the sodose  panglia
(MG) and spinal afferents ongineting from the dorsal root ganglin (DRG], CM, circular cvascle; LM,

longiludinal muscle.
Holzer, 2001




Voie vagale: Communication réciproque intestin/cerveau

Régulation de la PA a court-terme (satiété) et homeéostasie E

Hedonic inputs

Vistatin - » sioonectin

f

M—» Resistin

b"
" NLeptln

Ad:pose tlssue

Insulin

alr )
Incretin 4~ G- < /
Pancreas% ( ’
Amylin

Extrait de Badman et Flier, 2005

Meal timing
Meal size
Energy expenditure

Reproductive
competence

Infos sur la disponibilité en
- aliments ingestibles (SNC)
- aliments digestibles
- énergie/métabolites
circulants (voie sanguine)
- énergie stockée (TA, foie)



3. Le systeme endocrine

Villosités intestinales |
\

Epithélium . £ |

Lamina propria -

Muqueuse Canal vasculaire et lymphatique « |
Glandes interstitielles -~

Musculaire de la muqueuse 4

Sous-muqueuse - __________ _-,- ‘

Musculaire | Fibres circulaires et —----- =

longitudinales .
Sous-séreuse ____
Séreuse -——--—-- :
Lumen

) ' Opioid

F Mucus o Qé —.release .

" secretion o) Enteroendocrine cells

Villus
/’
Nutrient
absorption
“ o 388 — Gut hormone
: e release
— ] ..
= B Paneth cells
O stem cells
W Goblet cells
Crypts [ Enteroendocrine cells

[1 Absorptive enterocytes
W Tufts cells




Les fonctions des cellules épithéliales intestinales

cellule tuft
cellule
enteroendocrine

The Intestine’'s
Fifth Element -

enterocyte cellule a cellule de

mucus Paneth
[ | | J
Cellules Cellules sécrétrices

absorptives

D’aprés Cours Guillemeau 2012, « Mécanismes moléculaires et cellulaires de renouvellement des cellules épithéliales intestinales. »



3. Le systeme endocrine

CEE: Gut chemosensing
Les récepteurs aux « nutriments »

j[.! e

Luminal side
Glucose Fatty acids Fatty acids . Amino acids
Al .
(LCFA) mino acids (LCFA) ScFA| LCFA
Amino acids
i Gmcosec;a R GPR40 SWeettate l GPR40
\S LT /[gg:};g \GPR93? GPR120? receptors? [GPR119
. 0 e

@ 9
e e, %%eele
=] [ ] [ ]
GIP release CCK release GLP-1, GLP-2 and PYY release
K cell | cell L cell
Proximal intestine Distal intestine and colon

Moran-Ramos et al. 2012

Représentation schématique du « sensing » nutritionnel de 3 sous-types
cellulaires entéroendocrines



3. Le systeme endocrine

Les cellules entéro-endocrines: cellules sensorielles du TD

CEE sécretent des « hormones » régulatrices
(peptides gastro-intestinaux)

Réle dans
Seécrétion Pancreas Intestin la prise
alimentaire

Type de Estoma

cellules

“ insuline +

glucagon +

— CCK + duo-jéju 2
GIP + duo-jéju )
GLP-1 et PYY + Jeju " )

iléon
Seérotonine + + +
ECL Histamine +
ghréline + + duo 0



3. Le systeme endocrine

Effet des peptides/hormones sur cerveau:
- prise alimentaire
- homéostasie E
- rythmes circadiens
- activité sexuelle
- éveil et anxiété

Exemple 1

Sérotonine (5-HT) : amine (cellules EC et SNE) = neurotransmetteur

Tube digestif : 95% de la 5-HT produite

Régule les sécrétions Gl, la motricité et la perception de la douleur + Régulation
humeur et cognition.

Exemple 2

Ghréline : peptide (cellules A/X gastriques), stimule la prise alimentaire
Réponse HPA au stress : réduirait les comportements de type anxieux et
dépressifs (Schellekens et al. 2012)




3. Le systeme endocrine
Exemple 3
Sécrétion de GLP-1 et de PYY par les cellules L sur la régulation de la prise
alimentaire

Higher Brain Centres Food
(Hedonic mediators)
PVN
ARC )
NPY
A
N~ o Gut
v hormones Nutrient sensing G-protein
e.g. PYY;. receptor, e.g. GPR 119
TFood Intake | Food Intake GLP-1

A.H. Sam et al. / Neuropharmacology 63 (2012) 46—56



3. Le systeme endocrine

To Brain

Vagal afferents

Nutrients

T Paracrine signaling

Spinal afferents

Systemic
circulation

Endocrine signaling




+ microbiote

Nutrients

3. Le systeme endocrine

ENS
neurons

N

To Brain

Vagal afferents

T Paracrine signaling

Spinal afferents

Systemic
circulation

Endocrine signaling




4. Interactions Systeme endocrine/SNE

Le «gut connectome» : relais des signaux gastro-intestinaux pour une action
locale et vers le cerveau

Lumen Cellules entéroendocrines
- peptides régulateurs de la prise alimentaire)

Systeme Nerveux Entérique

Nerf vague afférent
- integre les signaux neuroendocrines

Bohorquez et al, 2015 l

SNC



4. Interactions Systeme endocrine/SNE

Le «gut connectome» : relais des signaux gastro-intestinaux pour une action
locale et vers le cerveau

Lumen Cellules entéroendocrines
R - peptides régulateurs de la prise alimentaire)

XA O | VA VU TN 1 DIV T A

Systeme Nerveux Entérique

—— ,
(‘ Nerf vague afférent
/ﬂ - integre les signaux neuroendocrines
Bohorquez et al, 2015 l
SNC

Quel type de message? Neurohormonal? Synapse? Quel neurotransmetteur?



..:"'.‘ '.; T _'I'_""
:b_glence Publication Kaelberer et al. 2018. Science 361, 1219

Hypothese: les CEE « font synapses » avec le nerf
Sonce vague pour transmettre un message sensoriel (type
1 Sentember 2005 présence de nutriment) de l'intestin au cerveau

Argumentation:

- Les CEE partagent des points communs avec d’autres systemes épithéliaux de
transduction de signaux sensoriels
- Récepteurs du golt (Hofer et al, 1996; Samuel et al., 2007), olfactifs (Braun et
al, 2007), mécanorécepteurs (Samuel et al, 2007, Jang et al. 2007)
- Cellules excitables: canaux ioniques voltage-dépendants (Reimann et al. 2007;
Rogers et al. 2011)

- 2/3 des CEE forment des contacts avec des neurones sensoriels (Pgp9,5) (Borhorquez et
al. 2015)

- Déja montré pour les cellules entérochromaffines (sérotonine) et les neurones sensoriels
du cblon (Bellono et al. 2017)


http://science.sciencemag.org/content/361/6408

Quelles questions pour répondre a I’hypothese?
Stratégie: cheminement scientifique

1. Les CEE sont-elles équipées pour « faire synapse »? Expression de marqueurs
présynaptiques?
- Vésicules de sécrétion; adhésion..

2. Les CEE font-elles synapse avec les neurones sensoriels et notamment les fibres du
nerf vague?

3. Les CEE transmettent-elles un signal nutritionnel aux neurones afférents du nerf vague?

4. Quel est le neurotransmetteur?



Comment? Quel modele? Quelles méthodes?
(Stratégie: matériel et méthodes)

Objectif 1 : recherche d’expression de marqueurs présynaptiques
- Vésicules de sécrétion; adhésion..

- Comment étudier les CEE qui ne représentent que 1 a 3 % des cellules épithéliales totales?

Lignées issues de tumeurs neuroendocrines (STC-1, GLUTaG...)

- Cultures primaires de CEE: les isoler du tissu ou d’organoides, si besoin les
maintenir en culture (tri sur la base d’un marqueur fluorescent)

- Modeéles transgéniques exprimant des protéines fluorescentes reportrices de
I’expression des neuropeptides (CCK, PYY...) (Talen; CRE/Lox; ...)



Culture d’organoides (« mini-gut ») en Matrigel

A partir de cryptes dans le
jéjunum (marquage IHC GLP-
1)

- Proliféeration/différenciation
- Sécrétion

Figure 1—A: Mouse organods embadded in Matigel and cultused for 4 days. 8: Human organoids in Matrigal, cultured for 10 days.
L cele in vilius (C) and arypt region (D) of mouse organads and in human omganoids (£ ) are identified by GLP-1 mmunostaning (green).
Scale bars: 20 um.

=

Petersen et al, Diabetes, 2014



Comment? Quel modele? Quelles méthodes?
(Stratégie: matériel et méthodes)

Objectif 1 : recherche d’expression de marqueurs présynaptiques
- Vésicules de sécrétion; adhésion..

- Comment étudier les CEE qui ne représentent que 1 a 3 % des cellules épithéliales totales?

Lignées issues de tumeurs neuroendocrines (STC-1, GLUTaG...)

- Cultures primaires de CEE: les isoler du tissu ou d’organoides, si besoin les
maintenir en culture (tri sur la base d’un marqueur fluorescent)

- Modeéles transgéniques exprimant des protéines fluorescentes reportrices de
I’expression des neuropeptides (CCK, PYY...) (Talen; CRE/Lox; ...)



Modele de rat transgenique Kl

Ex: Construction d’une cassette pCCK-GFFR

)
Rosa26
TALEN or CRISPR/Cas9
800 bp l 800 bp
- .
BstEll \ ROSAZ6-Rev1 ROSA26-F3__\ BstEll
A Sl *
Targeting vector 5'HA BGH| 3’HA
rRosa pA rRosa
800 bp 3878 bp 800 bp
1296bp
313 bp GFP Up-Lo3 242 bp
ROSAZ6-Revi g, > < 4ROSA26-Fwi
Knock-in
, BGH ,
[T <-E = <«
ROSA26-50utFor 5CCKpRev 3BGHpA-Up2 ROSA26-30utRev
1273 bp 1367 bp

Plateforme Trip, Nantes



Duodénum (X20) Duodénum (x40)

Jéjunum (x40) Coélon proximal (x40)

Marquage chromogranine A (rouge)



Modele de souris transgenlque qui exprime a la fois CCK-GFP et Pgp 9.5-GFP

- Visualisation des CEE CCK et des neurones sensitifs PgP 9.5
- Proximité, contact pour 20% des CEE-CCK

Immunofluorescences synapsinl sur modele de
souris transgénique CCK-GFP

overlap 66.0%
SEM + 2.7%
200 cells / n

Nn=6

E Fold-Change Log(2 -44¢)
(a.u.)4 _HEEC mPresynaptic
B B qRT-PCR sur CEE-CCK isolées (FACS)
gjl"_'l [jﬂ

Y F IS L
QO < Q\eg COO 5\\\ <</ V& \,\‘C.’\&

AdheS|on



Objectif 2. Montrer une transmission synaptique entre CEE et neurones

Tragage des circuits neuroépithéliaux par stratégie d’infection virale

- Virus de la rage (RABV) : neurotrope, transport rétrograde (axone vers corps cellulaire),

propagation exclusivement synaptique

- Utilisation de variant modifié génétiquement: glycoprotéine d’enveloppe rabG remplacée
par GFP

A Wild-type rabies virus B Glycoprotein deletion — monosynaptic restriction

RABV genome RABV AG
L = o HEMEOXH L -
' 5’ 3 -/\* 5

Expression of protein X (e.g.
fluorescent marker, sensor,
silencer, activator etc.)

D infection of axon terminals — retrograde tracing

X

Accumulation de fluorescence dans les
neurones a proximité du site d’injection

e

S

Ginger et al, Frontiers in neural circuits, 2013



Objectif 2. Montrer une transmission synaptique entre CEE et neurones

Tracage des circuits neuroépithéliaux par stratégie d’infection virale

Infection virale des souris WT par enema (lavement) :

A AG-GFP rabies infects EECs of WT mice

7 q:;nys

-eGFP rabies in WT colon

Bohorquez D et al. JCI, 2015



Objectif 2. Montrer une transmission synaptique entre CEE et neurones
Tracage des circuits neuroépithéliaux par stratégie d’infection virale
Restauration de la capacité de RABV a se propager de facon trans-synpatique en faisant

exprimer rabG dans la cellule source (cellule infectée)

C AG-GFP rabies infects EECs and nerves in Pyy-rabG mice

LA
| W | Dans ce modele de souris
Pyy-ra Enema

Nerve Tg, seules les CEE-Pyy
5 -GFP rabies in DG PIANS expriment rabG (systeme
EEC_, i\ Pyy-rabG colon Cre-Lox)

i

e-Nerve

- 7j post enema : fluorescence verte dans les fibres nerveuses de la lamina propria du

colon distal (confirmée par IF Pgp9,5)
- Critique: la fluo verte est-elle due a infection virale des CEE ou des neurones rencontrés?
Bohorquez D et al. JCI, 2015



Objectif 2. Montrer une transmission synaptique entre CEE et neurones
Tracage des circuits neuroépithéliaux par stratégie d’infection virale
C RABV AG pseudotyping — cell-specific targeting

EnvA pseudotyped RABV AG

(RABV AG(EnvA))
',EnvA

m - Faire exprimer par les cellules

sources un récepteur type Tva
l (souris Tg PYY-CRE_rabG-Tva)
- Infection par RABV
E mono-trans-synaptic tracing « pseudotypé » qui va exprimer
EnvA ( glycoprotéine d’enveloppe
de virus aviaire qui se fixe sur Tva
exprimé a la surface des cellules)

~TVA




Objectif 2. Montrer une transmission synaptique entre CEE et neurones

Tracage des circuits neuroépithéliaux par stratégie d’infection virale

Cibler I'infection virale sur les CEE-PYY :

C  AG-rabies-GFP

rabG

synaptic spread

EnvA-AG-
rabies-GFP

souris Tg PyyCRE_rabG-Tva

PyyCRE_rabGTvA

y
S
g
12

EnvA AG;
rabies-GFP

Brain

E EnvA-AG- &

rabies-GFP

%

N i
e O

\NODOSE | PyyCRE_rabGTvA

Propagation du virus depuis la CEE-PYY au neurone adjacent et jusqu’au ganglion

plexiforme (nerf vague)



Objectif 3: montrer que les CEE transmettent un signal nutritionnel
aux neurones afférents du nerf vague

Effet d’une stimulation nutritionnelle (lumiére intestinale) sur ce circuit CEE-neurone

In vivo
A Recorp B Wild Type C . Wild Type D
TIMULATE A = act 4
Simu T G FiriNg RATE Ensure FiRinG Ff.ATE —er [ g
. Loz normalized normalize J y (a.u.)s.
Nutrients 7~ average d 4 maximum .
= 2 - , f‘/ : - » ® . =
! .“‘. :'; - : _.L T
o i sucrose +phl | \
=2 0 baseline ‘ n
' T 2 ‘ e %
Q Q,Q ‘ @\\(\0 Qe\)\e‘ (}o‘be' \)009 éoge’ C}O‘bi&}(\ - (§<Q C;(Q 00"0@
nz5 & F Y § 3§ n=3 & W0
TIME (s) 000001 ¢ Y ¥ 9 ‘:Q\ & &
Sglt1 expression

- Activité électrique vagale (électrodes externes sur nerf entier) augmentée par
solution nutritive (Ensure) et plus spécifiquement le glucose

- Effet bloqué par inhibiteur du transporteur de glucose Sgltl, exprimé par CEE
mais pas dans le ganglion plexiforme.



In vitro: culture de neurones de ganglion plexiforme seuls

IN VITRO VoLtage CLavp CURRENT CLAMP
nodose alone
I Saline Saline
e R e SR
Vagal nodose B ,M,
neuron 200pA 1+ 50mvV. 1 T
/ ' D-glucose [10mM D-glucose

In vitro: co-culture de neurones de ganglion plexiforme avec des CEE CCK-GFP

G IN vITRO H

co-culture Saline / Saline

Vagal nodose : : i :
neuron 1
D-glucose 1 | 1

-lia s D-glucose | Ak

A M A
Mt
I l I
b

AMPLITUDE FREQUENCY # ACTION POTENTIALS
@
[PA] & H] .

S

In co-
culture

100 pA|_. 10mv L

1s 18




Objectif 4. Identifier le neurotransmetteur

Hypothése glutamate comme de nombreux autres systemes de transduction de signaux
sensoriels

Les CEE liberent-elles du glutamate?

- Transfection stable d’une protéine « sniffeuse » iGIuSnFR : fluoresce en présence de

glutamate dans cellules de la lighée HEK (réponse au glutamate devient positive)
- Co-culture avec des CEE CCK-CRE_tdTomato

C iGIUSNFR - HEK cells

IN VITRO
iGluSnFR

D Gilutamate release
4 D-Glucose
AFIF
g <18
2.

|

0 30 60 90
TIME (SECONDS)

Le glutamate est-il le neurotransmetteur impliqué dans la synapse CEE-fibres vagales?



Objectif 4. Identifier le neurotransmetteur

Optogénétique: activation ou inhibition d’un type cellulaire par exposition
lumineuse

Co-culture de CEE CckCRE-ChR2-td Tomato (expression de channel rhodopsin2, canal ionique
excité par la lumiére (473 nm) et neurones du ganglion plexiforme

s F lonotropic transmission

ChR2 co-culture Tive peLay To EPSC
500.

L AT 400. ,° i
(MS) 300. e
200.
100. @ o
@} 0.
470nm

Vagal nodose
neuron

s o no response

: + =

KyNureNic Acip [3mM]

Mesure des courants postsynpatiques (EPSC) par patch clamp du neurone vagal

En présence ou absence d’acide kynurénique : bloque les récepteurs au glutamate



A gut brain neuroepithelial circuit

.
. .

s To brain
Nutrients |. . *.° Vagus nerve

S~

Afferent =




;o
AR
A
e e

Nutrients Satiety
Stretch Metabolism
Ve ., [rritants Inflammation
o Microbes Digestion
Gut stimuli
(lumen)
» . ‘ .
’

« Enteroendocrine cell

(glutamate, serotonin)
Slow neuropeptides (CCK, PYY)

Fast neurotransmitters J
«— Sensory
/ neuron

Perspectives

- Détection des métabolites microbiens:

meéme relais?

- Chemin pour les virus vers le SNC?

Communication bi-directionnelle
intestin-cerveau

Réle de cette transmission synaptique CEE-nerf
vague :

 Transmission temporelle précise des signaux
sensoriels de la lux du TD au SNC

e Régulation en feed-back et en temps réel de
fonctions digestives (motricité), les
sécrétions de peptides Gl agissant a plus
long terme (satiété)

* Plasticité selon les stimuli sensoriels qui
arrivent dans la lumiére intestinale (selon
type de CEE le long du TD)

Enjeux
- Pathologies intestinales
- Pathologies métaboliques



