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Introduction: rappels

Présentation du systeme endocrine intestinal
Fonctions

— Digestion

— Régulation prise alimentaire

— Régulation homéostasie énergétique

— Qut sensing
Interactions avec les autres systemes
— Axe neuro-endocrine
— Axe immuno-endocrine
* Pathologies; Cible thérapeutique?
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Prise alimentaire

Sécrétion acide, enzymes (pepsine) / |
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Activité microbienne
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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 : 104 « germes », 1000 especes bactériennes, 1-2 kg
> 3.10° génes dans le microbiome humain vs 23000 genes chez ’homme




Histologie de lI'intestin
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* Présentation du systeme endocrine intestinal




Le lignage intestinal
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Les fonctions des cellules épithéliales intestinales

cellule tuft
cellule
enteroendocrine

The Intestine’'s
Eifth Element -

enterocyte cellule a cellule de

mucus Paneth
| | | J
Cellules Cellules sécrétrices

absorptives

D’aprés Cours Guillemeau 2012, «  canismes culaires et cellulaires de renouvellement des cellules liales intestinales. »



L es cellules entéroendocrines

Crypts

Lumen 2
& _, Opioid
° @
Mucus T e release )
secretion Pt Enteroendocrine cells
Villus
Nutrient
absorption
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® release
...

Paneth cells

Stem cells
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Absorptive enterocytes
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Les cellules endocrines et leur(s) sécrétion(s)

A Pancréas Glucagon
B Pancréas Insuline
EC Pancréas, tube digestif Sérotonine, Substance P
ECL Estomac (fundus) Histamine
D Pancréas, tube digestif Somatostatine
G Estomac, duodénum Gastrine
I Duodénum, jéjunum Cholécystokinine (CCK)
K Duodénum, jéjunum Glucose-dependant insulino peptide (GIP)
L Iléon, Cblon Glucagon-like peptidel1&2 (Glp1&2), PYY
M Duodénum, jéjunum Motiline
N Intestin gréle et colon Neurotensine
PP Duodénum Polypeptide Pancréatique
S Duodénum, jéjunum Sécrétine

A-like Estomac, duodénum Ghréline



Les cellules endocrines et leur(s) sécrétion(s)

Jusqu’aux années 2000, « dogme »:
- une sous-populations de cellules = un peptide*

- distinction EC et ECL qui sécretent des amines des EEC qui sécretent des
peptides

- localisation des sous-populations selon peptide sécrété.

Ex: cellules | sécrétrices de CCK dans le duodénum (et pas dans le colon)

* Sauf cellules L : GLP-1 (jéjunume-iléon) et PYY (iléon-c6lon)



Les cellules entérochromaffines

- Connues depuis tres longtemps: étude des tumeurs endocrines
- identification des cellules chromaffines (EC) dans I’intestin en 1870 par Hindenahain
- Kulchisky leur donne son nom en 1887
- Propriétés de réduction par les sels d’argent (argentaffinité) en 1914 (Gosset et Masson)

- Appartiennent au Systeme APUD: amine precursor uptake and decarboxylation :
stockage d’amines aprés capture ou synthése a partir de précurseur, propriété commune
avec d’autres cellules endocrines de I'organisme : hypophyse, médullosurrénale, ...

Ex de la synthése de sérotonine

L-amino acid Synthese indépendante

TPH décarboxvlase TPH1: intestin, rate
L-Trp , 5-HTP LA T TPH2: cerveau

- Propriétés communes avec les neurones: appellation « neuroendocrine » liée aux
sécrétions communes mais aucunement a une origine embryonnaire commune

EC = EEC productrices de sérotonine

Co-localisation avec sécrétine et/ou CCK




Evolution de la nomenclature : méthodes d’étude

1 a 3 % des cellules épithéliales: études difficiles

Marquages
- Colorations argentaffines (vésicules de sécrétions)
- Microscopie electronique
- IHC: chromogranine A, peptides spécifiques

Lignées issues de tumeurs neuroendocrines
chez 'homme (NCI-H716) et la souris (GLUTag, STC-1)

Modeles murins transgeniques de Kl, systemes Cre/Lox,
ablation cellulaire




Colorations argyrophiles
(vésicules de sécrétions au pdle basal)




Microscopie électronique

Y, gl B
1. ._w("}:
- e

Cellule de type fermée

Cellule de type ouvert

http://www.isto.ucl.ac.be/safe/endo3.htm



« vieux » schéma classique des cours d’endocrinologie digestive

Lumiere intestinale Stimulus

U i iy ve ryrr,

’Stimulus\

(5

Vaisseau Terminaison nerveuse

http://www.isto.ucl.ac.be/safe/endo3.htm

La cellule entéroendocrine
«ouverte »

est stimulée au pole apical
et sécrete en basolatéral
S’en suivent des actions
paracrines, endocrines...

La cellule entéroendocrine
« fermée »

est stimulée au pole
basolatéral par des
métabolites circulants et
les efférences nerveuses
(nerf vague et systeme
nerveux entérique)

S’en suivent des actions
paracrines, endocrines...



Mode d’action des peptides

i Neuroc.rine . | N v PARACRINE : Stimulation locale (Somatostatine, Neurotensing,
- Endocrine & lorigine du peptide est différente Entéroglucagon)
- Paracrine

» NEUROCRINE : Qrigine du peptide est nerveuse (VIP, Somatostatine, SP)

l

0 nerf -
.H

0 ‘

» ENDOCRINE : Peptide sécrété par cellule endocrine et véhiculé par sang

(Gastrine, CCK, Sécrétine)
sang
.



Evolution de la nomenclature : méthodes d’étude

1 a 3 % des cellules épithéliales: études difficiles

Marquages
- Colorations argentaffines (vésicules de sécrétions)
- Microscopie electronique
- IHC: chromogranine A, peptides spécifiques

Lignées issues de tumeurs neuroendocrines
chez 'homme (NCI-H716) et la souris (GLUTag, STC-1)

Modeles murins transgeniques de Kl, systemes Cre/Lox,
ablation cellulaire




Les mécanismes de sécrétion des CEE

(lignées et cellules natives)

Ex du glucose sur cellules « L » sécrétrices de Glp-1

Cabohyorate
£

Tolhurst et al. 2009



Evolution de la nomenclature : méthodes d’étude

1 a 3 % des cellules épithéliales: études difficiles

Marquages
- Colorations argentaffines (vésicules de sécrétions)
- Microscopie electronique
- IHC: chromogranine A, peptides spécifiques

Lignées issues de tumeurs neuroendocrines
chez 'homme (NCI-H716) et la souris (GLUTag, STC-1)

Modeles murins transgeniques de Kl, systemes Cre/Lox,
ablation cellulaire




Modele de rat transgenique Kl

. H ’
Ex: Construction d’une cassette pCCK-GFP
Rosa26
TALEN or CRISPR/Cas9
800 bp l 800 bp
Rosa26 locus @ c —~ : E—
- .
BstEll \, ROSAZ6-Revl ROSA26-F3~__\ BstEll
X 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
ROSA26-Revl oy, > <€ @ 0SA26Fw1
Knock-in
> -« o <«
ROSA26-50utFor 5CCKpRev 3BGHpA-Up2 ROSA26-3outRev
1273 bp 1367 bp

Plateforme Trip, Nantes



Duodénum (X20) Duodénum (x40)

Jéjunum (x40) Colon proximal (x40)

Marquage chromogranine A (rouge)



Cellules |
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Remise en question du
dogme une cellule = un
peptide

(nombreux recouvrements)
et de la restriction de leur
localisation dans le tube
digestif

[<2]
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Relative Expression (%)
'S
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o
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o
Il

GL NTS TAC PYY SECR GIP PPY

Analyse transcriptomique des cellules |

Samuel BS et al, PNAS, 2008



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

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

- Prolifération/différenciation
- Sécrétion

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

c

Petersen et al, Diabetes, 2014



La lignée endocrine intestinale
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La lignée endocrine intestinale
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La lignée endocrine intestinale
e
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La lignée endocrine intestinale
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* Fonctions
— Régulation prise alimentaire




Régulation de la prise alimentaire: gut-brain axis

Higher Brain Centres Food
(Hedonic mediators)
PVN
s - N/
ARC |
NPY
[ AgRP ] [POMC] !f;
- ! Gut
hormones _ Intestinal | £5) Nutrient sensing G-protein
v v e.g. PYY;.3 L-cell 7 receptor, e.g. GPR 119
TFood Intake | Food Intake GLP-1

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



e Fonctions

— Digestion




- vidange gastrique
- sécrétion pancréatique exocrine
- contraction de la vésicule biliaire

- motricité intestinale...

Somatostatine

Gastrine, ghréline

Sécrétine, CCK, GIP, gastrine

Neurotensine, CCK, GIP,
motiline,

GLP-1, GLP-2, PYY

GLP-1, GLP-2, PYY, VIP
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Effets locaux : progression bol

alimentaire, abso

rption

d’eau, motricité intestinale, flux
sanguin

Somatostatine

Gastrine, ghréline

Séecrétine, CCK, GIP, gastrine

Neurotensine, CCK, GIP,
motiline,

GLP-1, GLP-2, PYY

GLP-1, GLP-2, PYY, VIP

. ‘}P-’.

e

e

Rectum

Estomac Sécrétion acide

Sécrétion pancréatique

Duodénum | exocrine d’eau et
bicarbonate

- Sécrétion pancréatique
Duo, Jéju .,
exocrine d’enzymes
digestives et bile
| Cdlon



e Fonctions

— Régulation homéostasie énergétique
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Bagger et al, J Clin Endocrinol Metab, 2011

Effet dG au GLP-1 et GIP des cellules L et K (effet décrit et connu depuis 1964)

Cibles thérapeutiques DT2:

- les peptides : augmenter leur demi-vie et/ou
- les cellules : augmenter leur densité dans l'intestin, stimuler leur production




e Fonctions

— Qut sensing




Les cellules entéro-endocrines: cellules sensorielles du TD?

1- Les récepteurs aux nutriments et aux meétabolites bactériens
au pole apical

Luminal side
Glucose Fatty acids Fatty acids A eRckS
. ' (LCFA) Amino acids (LCFA) scFA/| LCFA
Amino acids [ GPRAD Glucosec & GP(O Sweet taste l [ GPR40
Nean [\ G g, e fude )| (S0

1) &

$ . ° : o’o’.o.. % : :..: :
GIP release CCK release GLP-1, GLP-2 and PYY release
Kcell | cell L cell
Proximal intestine Distal intestine and colon

Moran-Ramos et al. 2012

Représentation schématique du « sensing » nutritionnel de 3 sous-types d’'EEC



Les cellules entéro-endocrines: cellules sensorielles du TD?

2- Les recepteurs du godt au pole apical

Fat
pepide/in (Omam) (SwesD
<

l MCFA/LCFA
Aromatic FFAR1/ /
AA N GPR120 Di-tripeptides
a TASIR1-  TAS1R2- SCFA g Glucose > LCFA
Basic TASIR3  TASIR3 ¥ 1)

== 8
= t “afaats | | seun | [MCT-I ]4— SCFA
_;3&5;9,’::\0{1/

AA  Monosaccharide chylomicrons

Blood vessel

Vagus nerve

TRENDS in Endocrinology & Metabolism




* Interactions avec les autres systemes
— Axe neuro-endocrine




Axe neuroendocrine

- Type ouvert: prolongements cytoplasmiques

Pseudopode, neuropode

Contacts avec SNE et Vague

Interactions réciproques neurone et CEE

Bohorquez & Liddle, JCI 2015

- Récepteurs aux PGl sur neurones : voie afférente vagale

- Communication de type synaptique entre neurones et CEE (Bellono et al, Cell, 2017)



Apres le « sensing », la transmission du signal

aux neurones

Etudes sur les EEC sécrétrices de sérotonine

Electrophysiologie sur culture primaire ou organoides
obtenus a partir de souris ChgA-GFP (co-localisation
avec 5-HT)

- EC excitables et expriment des

canaux ioniques voltage-dépendants

- Récepteur sensoriel de type olfactif

- Libération de 5-HT dépend du flux
calcique

- Récepteurs a la 5-HT sur les
neurones a proximité

- - Connections synaptiques: 5-HT
neurotransmetteur




* Interactions avec les autres systemes

— Axe immuno-endocrine




Axe immuno-endocrine

Exemple de la sérotonine: activation immunitaire et inflammation

Khan WI and Ghia JE, Clinical&Experimental Immunology, 2010



Exemple de la sérotonine

Activation immunitaire

Présence de récepteurs a la sérotonine sur les lymphocytes, monocytes, macrophages et
cellules dendritiques

Proximité de localisation entre EC et LT; modulation EC par cytokines CD4+

Activation de LT par 5-HT (prolifération in vitro; inhibition apoptose, recrutement des LT);
stimulation production de cytokine (Il-1b) par macrophages (Souris).

Sérotonine et inflammation intestinale

Modeles murins d’inflammation:

- augmentation du taux plasmatique de 5-HT

- Antagoniste des récepteurs 5-HT: amélioration des dommages coliques
Induction d’une inflammation chez des souris C: diminution sévérité de la colite;
DC produisent moins d’IL12 (restauration par 5-HT)

5-HT impliquée dans la pathogénese de I'inflammation et production de cytokines
proinflammatoires (dans ces modeles)




— Pathologies; Cible thérapeutique?




Cellules entéroendocrines

et physiopathologies métaboliques

Diabete de type 2

Cellules L sécrétrices de Glp-1 = incrétine
+++++ effet incrétine en utilisant des inhibiteurs de la dipeptidylpeptdidase

IV, enzyme inactivant le GLP-1)

DPP-1V Inhibitors: Physiologic Action

Gl tract Pancreas

Ingestion Release of flnsulm from B-cells
of Food Incretin Gut (GLP-1 and GIP )t § wc"”“'cw
Hormones muscles
,'.f}v.v\ ‘

3~C: )L B, P
= E ————— :‘g,;?: ,ﬁ%y

)
o

. Active 'i'c-;'.j‘.‘,,.(.-._
GLP-1 & GIP o \ :
| | oepav # Glucagon . by liver Ex: Sitagliptine

+ | Enzyme from a<cells
l (GLP-1) (Janumet...)

| pPpav
Inhibitor

Inactive GLP-1
and GIP




Cellules entéroendocrines

et physiopathologies métaboliques

Diabete de type 2
Cellules L sécrétrices de Glp-1: augmenter la sécrétion de GLP-17?

Expriment GPR120 = FFAR4, Free fatty acid receptor 4

- Libération de GLP-1 en réponse aux AG a chaines longues (C14-C22, y compris les omega3)
- Souris KO pour FFAR4: réduction de la libération GLP-1 en réponse aux AGCL

Un dysfonctionnement de ce récepteur serait impliqué dans I'obésité, I'intolérance au glucose
et la stéatose hépatique (Ichimura et al, Nature 2012)

Agoniste de FFAR4 ?

Utilisation de prébiotiques et/ou probiotiques pour favoriser la production d’AGCC (butyrate)
qui stimulent la libération de GLP-1 via FFRA3 (GPR43) (Travaux de P. Cani et N.Delzenne, Louvain)



Cellules entéroendocrines

et physiopathologies intestinales

Actuellement : simples relations entre densité d’EEC et/ou taux plasmatique de leur peptide ou
amine sécrété...mais pas de relations de causes a effets

Recherches souvent orientées sur sérotonine car impliquée dans la perception de la douleur

Maladie coeliague: le nombre d’EEC contenant de la sérotonine (par mm) est plus que doublé chez
les patients; le taux plasmatique postprandial de sérotonine est plus élevé; expression duodénale
de Tph1 est plus élevée.

Syndrome de l'intestin irritable: (prédominance D) augmentation du taux de sérotonine
plasmatique et diminution dans la prédominance C

Amélioration des symptomes avec des inhibiteurs de Tph1 ou des antagonistes des récepteurs
a la 5-HT (Antagonistes 5-HT3 (Alosetron)...mais complications)

Mais quelle sous-population d’EEC impliquée?



To be continued...

Merci pour votre attention!




Effet des peptides gastrointestinaux sur le cerveau

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)




https://www.istockphoto.com/fr/photos/terrain-tennis



La lignée endocrine intestinale

Enteroendocrine Cell Types

Intestinal specific pan-Gl-tract
! Satiety, Hunger, I Metabolism, Stop !
slow gastic emptying, Increase Gl motility secretion
incretin effect, etc. motility, etc. etc. etc.

A faire

, Point par point
Ghrelin/ Goblet . .
Motilin Cells en animation

Intestinal
EEC

Arx/ Pax4

EEC
Progenitor cells progenitor

Absorbtive Secretory
progenitor progenitor

Stem cell

Current Opinion in Pharmacology

Enteroendocrine cell types revisited
Engelstof MS et al., Current Opinion in Pharmacology, Volume 13, Issue 6, 2013, 912-921



EEC, microbiote et PA
EEC: cibles thérapeutiques dans le traitement de

'obésité?
MICfObiOta s Di@t S T Endovanilloid
tLPS ;scm\ o / THigh et compounds

Microbiota «—— Diet
LLPS \‘TSCFA ra
g @ CoR10

TPYY
TCCK 1 Ghrelin
LPS TGLP-1 | 1GIP
Blood ° v
Bloo °
| food intake |

| food intake |

- weightgain weight loss

Posovszky & Wabitsch, 2015
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1. Cellules polarisées
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Tube digestif = organe sensoriel

* « Gut chemosensing »

— Sensibilité « chimique » aux hormones, nutriments,
meécanique (étirement)

* Initie les processus de digestion

— Seécréetion enzymatique

— Motricite

— Seécretions hormonales (peptides)

— Activation voies nerveuses: SNE et nerf

== Prise alimentaire

+ Signaux « dangers » (pathogénes, toxines, etc)

Cellules sensorielles en contact avec la lumiere intestinale



Les cellules entéro-endocrines

- 1% des CEl totales Appartiennent au systéme CELLULES ENTEROCHROMAFFINES
endocrinien diffus Affinité pour le chrome, et les sels d’ argent
APUD (Argentaffines ou argyrophiles)
-dispersées du cardia au Sécrétion d'hormones
dans le sang, ou action
rectum hormonale locale :
L — Sérotonine ; Grain de
-Comptage, secrétion — Gastrine : Sestotian
peptides (trentaine) — Somatostatine; ®
— Histamine; &
— Bradykinine; - 4 ——"
_ : e g P
-Role dans les pathologies \E”";é(:/f"s‘;‘;ag,":'_mest_nal T T
. . - _ el : ' Capillaire
intestinales peptide) @ saraliié
Lame basale s

https://fr.slideshare.net/laamlove/digestion-il



Le tractus digestif: un épithélium simple prismatique

constitué d'une couche
unique de cellules
hautes dont le noyau
est ovale

peut contenir des
cellules caliciformes
(sécrétion du mucus)

se retrouve dans la
majeure partie du tube
digestif (estomac,
intestin, colon).

fonction = absorption et
sécrétion de mucus,
d'enzymes et d'autres

\ substances.

: membrane \ ,
e s \ _ " _
Stratifié \ Simple prlsmathue//
CUquue publishing as Benjamin Cummings. - P

-
\-_1_’

D’aprés Cours Guillemeau 2012, «  canismes culaires et cellulaires de renouvellement des cellules liales intestinales. »






