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> Le systéme nerveux entérique (SNE), souvent
qualifié de « deuxieme cerveau », joue un role
crucial dans la régulation des fonctions diges-
tives. Des dysfonctionnements du SNE sont asso-
ciés a diverses maladies telles que la maladie
de Parkinson. Des études récentes suggérent
que les troubles digestifs précoces, notamment
la constipation chronique, pourraient étre des
signes avant-coureurs de cette maladie neu-
rodégénérative. Limagerie tridimensionnelle
du SNE offre de nouvelles perspectives pour un
diagnostic précoce via notamment I'analyse de
biopsies intestinales. Ce nouvel axe de recherche
souleve des questions sur "origine intestinale de
la maladie de Parkinson et ouvre la porte a une
meilleure compréhension et une prise en charge
anticipée de cette maladie. <

Un deuxieme cerveau dans le ventre ?

Le systéme nerveux entérique (SNE) est une composante
autonome du systeme nerveux qui régule les fonctions
digestives. Il est situé dans la paroi du tube digestif, du
tiers inférieur de I’cesophage & P’anus [1, 2]. Le SNE est
composé de plusieurs centaines de millions de cellules,
aussi bien des neurones que des cellules gliales!, qui
sont regroupées en ganglions nerveux reliés entre eux
par des fibres inter-ganglionnaires, formant un réseau
similaire aux mailles d’un filet tout le long et autour
du tractus digestif. Ces ganglions sont répartis en deux
principaux plexus localisés a deux niveaux de la paroi
du tube digestif (Figure 1) :

+ Le plexus myentérique ou plexus d’Auerbach, qui se
situe entre les couches musculaires circulaire et longi-
tudinale, régule la contraction des muscles lisses pour
garantir le péristaltisme et la segmentation®.

Vignette (© Clément Ricard).

! Cellules de soutien, d’alimentation, de défense et d’entretien des neurones.

? Le péristaltisme ou contraction des muscles du tube digestif permet la progres-
sion du bol alimentaire. Les mouvements de segmentation assurent le mélange du
chyme avec I’ensemble des sucs digestifs.
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+ Le plexus sous-muqueux ou plexus de Meissner, qui est situé dans la
sous-muqueuse, assure essentiellement le contrdle des fonctions de la
barriére épithéliale intestinale.

Indispensable a I’homéostasie du tube digestif, le SNE est un régu-
lateur majeur de la motricité et de la perméabilité intestinale. Des
anomalies structurales, moléculaires ou des dysfonctions du SNE sont
observées dans un contexte pathologique, aussi bien dans des mala-
dies intestinales, telles que les maladies inflammatoires chroniques
de Iintestin (MICI) [3], la maladie de Hirschsprung® [4] mais — et
peut étre plus étonnant — également dans des maladies touchant le
systéme nerveux central (SNC), comme la maladie de Parkinson [5].

€t la maladie de Parkinson ?

La maladie de Parkinson, deuxieme maladie neurodégénérative la plus
fréquente en France, aprés la maladie d’Alzheimer, compte environ
25000 nouveaux cas diagnostiqués par an [6]. Méme si les méca-
nismes moléculaires impliqués, le type de cellules affectées initiale-
ment, et la vulnérabilité d’une personne plutdt qu’une autre a la mala-
die restent controversés, la maladie de Parkinson est classiquement
considérée comme une maladie du mouvement et du cerveau. £n effet,
la phase avancée de la maladie de Parkinson se caractérise par une

° Maladie congénitale résultant d’un défaut de développement du SNE caractérisé par I'absence de
cellules nerveuses dans les plexus, résultant en une absence de péristaltisme a I'origine d’occlusions
intestinales.
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Figure 1. Histologie de la paroi intestinale et localisation des deux plexus du systéme nerveux entérique.

augmentation du tonus musculaire, par des difficultés a effectuer les
gestes alternatifs rapides, et par des tremblements. D’un point de vue
neuropathologique, la maladie est caractérisée par une perte des neu-
rones dopaminergiques de la substance noire*, responsable des signes
moteurs, et par la présence d’inclusion intracellulaires (les corps et
prolongements de Lewy [7]) dans les neurones persistants. ’alpha-
synucléine, une protéine neuronale trés abondante dans I"organisme
et en particulier dans le cerveau, impliquée dans la libération des
neurotransmetteurs et la régulation des niveaux de dopamine, est I’'un
des principaux composants des corps et prolongements de Lewy®, dans
lesquels elle est agrégée et phosphorylée sur la sérine en position 129
de sa séquence protéique [8]. Uimmunohistochimie ciblant I’alpha-
synucléine et la phospho-sérine 129-alpha-synucléine est actuelle-
ment la méthode de référence pour détecter cette maladie a corps
de Lewy. Cependant, lors de "apparition des symptdmes moteurs de
la maladie de Parkinson, on peut considérer qu’environ 50 a 70 % des
neurones dopaminergiques de la substance noire sont déja détruits
[9, 10]. Certains traitements palliatifs sont alors proposés, comme le
traitement par Lévodopa (qui contient de la L-dopa qui se transforme
en dopamine dans I’organisme) ou la stimulation cérébrale profonde,
mais aucun traitement curatif n’existe aujourd’hui [11-13].

Lintestin, une sentinelle pour le diagnostic
de la maladie de Parkinson

Bien que les troubles digestifs soient trés courants chez les patients
parkinsoniens, 'examen des antécédents médicaux de ces patients
montre la présence de symptomes avant-coureurs qui surviennent tres
précocement, avant méme le diagnostic de la maladie, tels que des
troubles du sommeil, une fatigue intense, de I"anxiété ou encore des
troubles digestifs comme la constipation [12, 14].

Auvu de ces constatations, ne peut-on pas s’interroger sur le potentiel
de certains de ces symptdmes comme marqueurs précoces de la surve-
nue de la maladie de Parkinson ? Ces observations ne suggéreraient-

* Structure du mésencéphale impliquée dans I’élaboration des mouvements volontaires.

% Inclusion intraneuronale éosinophile.
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elles pas qu’au lieu de prendre origine au niveau du SNC,
la maladie de Parkinson pourrait débuter au sein du
systéme nerveux entérique (SNE) ?

Il 'est désormais bien établi que la maladie de Parkin-
son n'est pas uniquement une maladie du mouvement
et du SNC, mais aussi une maladie de la motricité du
tube digestif et du SNE. Mais cela n’est, cependant,
pas si évident. €n effet, si les troubles de la motricité
digestive, en particulier la constipation, sont parti-
culierement fréquents au cours de la maladie [15], et
que des dépdts d’alpha-synucléine sont observés dans
le SNE chez la grande majorité des personnes atteintes
de la maladie de Parkinson [16], certains patients
n’en présentent pas. De méme, au cours des neuropa-
thies entériques, les troubles de la motricité digestive
s’accompagnent le plus souvent de modifications du
SNE avec en particulier une perte neuronale, sans pour
autant conduire & une maladie de Parkinson [17].

Bien que préliminaires, les données disponibles ne
montrent pas de perte de neurones dans le tube diges-
tif des sujets parkinsoniens par rapport a des sujets
témoins, que ce soit dans le plexus sous-muqueux [18]
ou dans le plexus myentérique [19]. Mais comment
I’atteinte digestive au cours de la maladie de Parkinson
peut-elle alors s’expliquer ? U'apparition des symp-
témes digestifs pourrait étre révélatrice : on pourrait,
en effet, envisager que les symptomes observés ex post
(aprés les faits) chez les patients diagnostiqués ne sont
pas des effets secondaires de la maladie, mais — dans
certains cas — causales de celle-ci. Si la constipation
fait partie des symptomes secondaires bien établis chez
les patients parkinsoniens, son apparition a des stades
antérieurs pourrait étre un marqueur d’anomalies du
SNE et constituer un élément de diagnostic plus précoce
de la maladie.

L'hypothése avancée par I'anatomiste Heiko Braak,
professeur a I'université d’Ulm en Allemagne, postule
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Figure 2. A. Coupe transversale fine d’un intestin de souris coloré a I’héma-
toxyline/éosine/safran et observée en microscopie a fond clair. B. Coupe
optique longitudinale au niveau du plexus myentérique (d’Auerbach) obtenue
par acquisition du signal d’autofluorescence sur un microscope biphotonique a
disque rotatif unique. Au : plexus myentérique (d’Auerbach) ; Me : plexus sous-

mugqueux (de Meissner). Barre d’échelle : 20 pm.

que la maladie de Parkinson pourrait prendre son origine au niveau du
SNE pour atteindre progressivement le cerveau, via une migration de
la protéine alpha-synucléine a partir du SNE vers le SNC par 'intermé-
diaire du nerf vague [20, 21].

Il ”est également pas possible d’exclure que ces symptomes digestifs
soient la conséquence de I'atteinte de I’innervation extrinséque du
tube digestif (noyau dorsal moteur du nerf vague et ses efférences)
qui est aussi observée au cours de la maladie [22]. Il est en revanche
peu probable que la seule présence de dépots d’alpha-synucléine
suffise a entrafner les signes digestifs puisque les signes moteurs
« centraux » sont en lien avec la perte neuronale dopaminergique
et non avec la maladie & corps de Lewy [23]. Cependant, envisager
que des anomalies des neurones entériques restent indétectées de
nos jours par les techniques d’immunohistochimie habituellement
utilisées pour analyser le SNE est trés plausible. €n effet, "analyse
quantitative des ganglions du SNE est rendue difficile en raison de
son organisation tridimensionnelle complexe. De plus, les techniques
actuellement disponibles ne permettent qu’une analyse en deux
dimensions, ce qui limite la capacité a appréhender pleinement la
structure et la distribution des cellules dans cette région [17].

Nos données préliminaires, consistant a analyser le SNE différemment,
suggerent que des anomalies des neurones du SNE, induites par la pro-
téine alpha-synucléine, peuvent étre observées lorsque ’on examine
des biopsies (obtenues par coloscopie) provenant de patients.

Si la neurodégénérescence dans I'intestin peut étre une explication
des troubles digestifs précoces présents chez les patients atteints
de la maladie de Parkinson, et représenter un marqueur potentiel
pour son diagnostic précoce, une question reste ouverte : pourquoi la
maladie de Parkinson prend-elle son origine dans le tube digestif ? ¥
aurait-il des facteurs de risque, des aliments, des toxines, des para-
sites ou des agents pathogenes qui favoriseraient "apparition des
agrégats pathologiques d’alpha-synucléine dans les neurones de I’in-
testin, comme le suggére Heiko Braak ? Certaines études questionnent
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la pathogénicité de certains pesticides utilisés dans
I’agriculture, comme le paraquat®, et sur leur réle dans
le développement de la maladie de Parkinson, notam-
ment chez les agriculteurs [24].

Comprendre les altérations de la structure
du SNE en 3 dimensions

Uintérét grandissant des chercheurs dans la compré-
hension de I'implication de Iintestin (considéré comme
notre « deuxiéme cerveau » [25]) dans la physiologie
du corps humain, et son dialogue privilégié avec le SNC,
a été a I'origine du développement de différentes tech-
niques permettant de mieux analyser le SNE.
Traditionnellement, le SNE est étudié a partir de fines
coupes (en général de 7 um d’épaisseur) d’intestin
avec des méthodes de coloration histologiques telles
que la coloration par hématoxyline-éosine, et obser-
vées a I'aide d’un microscope classique a fond clair
(Figure 2A). Bien que cette technique permette de
visualiser les différents plexus, il est difficile d’appré-
hender une structure complexe discontinue et gan-
glionnaire en trois dimensions (3D) & partir de fines
coupes en deux dimensions (2D). Trouver les deux types
de plexus (voir plus haut) sur une méme coupe est rare
mais possible. Cependant, comprendre leur connectivité
le long du tube digestif releve de I"impossible.

D’autres approches existent pour étudier le SNE, comme
la technique du whole-mount. Il s’agit d’un processus
fastidieux qui nécessite des compétences techniques
élevées de microdissection afin d’isoler les différents
plexus du SNE de la paroi intestinale [18]. Si cette tech-
nique permet de mieux étudier la connectivité entre les
différents ganglions, Iisolement des ganglions conduit
a une perte du contexte tissulaire et, de ce fait, conduit
a une observation en 2D des ganglions.

Il est également possible d’étudier le SNE dans des
modeles animaux, notamment des souris transgéniques,
grace a des protocoles chirurgicaux dédiés et a I'imagerie
intra-vitale [26]. Cependant, cette approche peut étre
longue a mettre en place et nécessite un environnement
adapté. Les compétences requises pour cette approche
et le matériel dédié ne sont pas disponibles dans tous les
laboratoires. Il reste enfin la question de la pertinence
du modele animal pour décrire de fagon adéquate la
maladie chez ’lhomme. Dans le cas des maladies neu-
rodégénératives, qui, par définition, évoluent sur le long
terme et se déclarent le plus souvent a un dge avancé, la

¢ Le paraquat est un herbicide appartenant & la famille des ammoniums qua-
ternaires utilisé dans I'agriculture jusqu’en 2007 et interdit depuis (INRS, Fiche
toxicologique n° 182).
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Figure 3. Transparisation rapide d’un échantillon d’intestin gréle de souris. Coupes longitudinales d’iléon observées a différents moments apres

ajout du réactif de transparisation (0's, 10's, 10 min, 20 min) sur un motif noir et blanc.

durée de vie du modele animal ne permet pas le développement « natu-
rel » et "observation de I’évolution de la maladie. De plus, les modeles
animaux utilisés pour la compréhension de ces maladies évoluent dans
des environnements fortement contrdlés (nourriture, cage de vie), assez
éloignés de I'environnement et du mode de vie des étres humains. Or, le
développement de certaines maladies comme la maladie de Parkinson
est multifactoriel. Enfin, les modéles animaux développés en laboratoire
ne couvrent pas la maladie dans sa globalité, mais permettent, le plus
souvent, uniquement I’étude de cas rares ou extrémes. Par exemple, pour
I’étude du lien entre le SNE et le développement de la maladie de Par-
kinson, des modeles murins reposant sur I'injection de fortes concentra-
tions d’alpha-synucléine pathologique humaine dans le tractus digestif
sont utilisés. Cependant, se pose la question de savoir si les observations
obtenues avec ces modeles sont pertinentes par rapport a la situation
physiopathologique chez ’homme.

Vers un diagnostic de la maladie de Parkinson
a partir de coloscopies

Les limites des méthodes disponibles pour I’analyse du SNE nous ont
conduits a développer une technique d’imagerie rapide permettant
d’étudier la structure 3D du SNE humain avec une résolution sub-cel-
lulaire [27]. Cette technique consiste a imager en profondeur et sans
marquage préalable des échantillons épais d’intestin, en produisant
un contraste grdce a la seule fluorescence naturelle des tissus. Cette
autofluorescence, qui est présente dans tous les tissus biologiques,
provient de certaines biomolécules endogénes, telles que le nicoti-
namide adénine dinucléotide (NADH), les flavines ou la lipofuscine
[28]. Bien qu’elle soit fréquemment responsable d’un bruit de fond
indésirable en microscopie, "autofluorescence peut toutefois étre
utilisée comme un contraste endogene, ne nécessitant pas de colo-
ration. Cependant, les signaux d’autofluorescence sont tres faibles,
et la nécessité d’imager dans un bloc de tissu intact ne facilite pas
I’approche. Nous avons donc associé a I'imagerie biphotonique ultra-
rapide une nouvelle méthode de transparisation chimique des tissus’,

7 Technique fondée sur I'utilisation de solutions chimiques qui permettent de rendre des tissus biolo-
giques optiquement transparents afin de faciliter leur observation au microscope.
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efficace en quelques minutes et non toxique (Figure 3).
La combinaison d’une technique de microscopie avan-
cée avec la transparisation des tissus permet de réa-
liser une imagerie des échantillons intestinaux épais,
uniquement fondée sur les signaux d’autofluorescence
(Figure 2B) [27].

La microscopie biphotonique utilise la lumiére infra-
rouge, concentrée en des impulsions ultra-breves
afin de produire la fluorescence [29, 30]. Lutili-
sation de la lumiere infrarouge — moins diffusée
et absorbée que la lumiéere visible — résulte en
une meilleure pénétration dans les tissus. Ueffet
non-linéaire (deux photons de lumiére infrarouge
sont nécessaires pour exciter I’autofluorescence) a
comme résultat une localisation de I’excitation en
un point, qui est ensuite balayé a travers le volume
du tissu afin de reconstruire I’image. Le microscope
biphotonique a disque rotatif unique, prototype
développé par notre laboratoire, parallélise cette
stratégie afin d’obtenir une excitation similaire a
un feuillet de lumiére, qui est ensuite imagé sur une
caméra sensible afin d’obtenir une image volumé-
trique (Figure 4) [31].

Uanalyse de biopsies de tube digestif apres transpari-
sation rapide et imagerie 3D nous a permis de réaliser
Ianalyse du tissu intestinal selon un flux (workflow)
intégré, afin de visualiser sans marquage les mémes
structures qu’avec des protocoles classiques d’histo-
logie, avec cependant un gain de temps d’un facteur
10 comparé a un microscope confocal classique qui,
en outre, ne permet pas une imagerie aussi profonde.
Notre protocole s’illustre surtout dans la possibilité de
visualiser la paroi intestinale dans toute son épais-
seur, de la séreuse aux cryptes. Il permet d’observer,
de maniére simple et rapide, les différents compo-
sants du SNE, tels que le plexus myentérique et ses
corps cellulaires de neurones ou encore, dans la sous-
muqueuse, les cellules du plexus sous-muqueux. Le
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Figure 4. Schéma optique simplifié du microscope biphotonique a disque rotatif
unique 0ASIS (On-axis 2-photon light-sheet generation in-vivo imaging sys-

tem).

SNE est ainsi observé en 3D facilement et rapidement, ce qui était
jusqu’a présent impossible. Validée en recherche fondamentale [27],
cette technique permet de mieux connafitre et comprendre de fagon
intégrée le SNE.

Vers une anatomopathologie a trés grande vitesse (AGV)

De maniere usuelle, I’étude des tissus en anatomopathologie, quelle
que soit la maladie, consiste en la réalisation d’un ensemble de coupes
sur plusieurs lames. Mais, seules quelques-unes de ces lames sont
généralement analysées. Par exemple, le diagnostic de la maladie de
Parkinson est établi si 'une des lames analysées présente un mar-
quage positif de I"alpha synucléine pathologique. Pourtant, "analyse
de quelques lames n’est que peu représentative de I’ensemble de
I’échantillon.

Dans notre démarche de développement d’une méthode d’analyse du
SNE pour un éventuel diagnostic plus précoce de la maladie de Parkin-
son, les résultats préliminaires montrent qu’étudier les échantillons
dans leur ensemble présente une importance majeure.

Nous avons pu en effet constater des modifications structurelles
des ganglions nerveux dans des tissus pathologiques issus de
patients diagnostiqués parkinsoniens (données non publiées). Ces
résultats encourageants nous laissent envisager la possibilité de
diagnostiquer cette neuropathie beaucoup plus tot, avant qu’elle
ne cause ses dommages cérébraux et cognitifs. |ls permettent
également d’envisager une prise en charge anticipée des patients.
€nfin, d’un point de vue plus fondamental, ils permettent de mieux

m/s n® 6-7, vol. 40, juin-juillet 2024

cerner les aspects physiopathologiques de la mala-
die de Parkinson et, notamment, I"implication de
I’axe intestin-cerveau au cours de sa progression. ¢

SUMMARY

The gut, a whistleblower, in the early stages

of Parkinson’s disease

The enteric nervous system (ENS), often called the
“second brain”, plays a crucial role in regulating diges-
tive functions. Dysfunctions of the ENS are associa-
ted with several diseases such as Parkinson’s disease.
Recent studies suggest that early digestive disorders,
notably chronic constipation, may be early signs of this
neurodegenerative disease. Three-dimensional imaging
of the ENS offers new insights into early diagnosis, in
particular through the analysis of intestinal biopsies.
This new research axis raises questions about the intes-
tinal cause of Parkinson’s disease, and opens the door
to a better understanding and earlier treatment of this
disease. ¢
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