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Résumé

Les brillures sévéres engendrent des changements importants au niveau des systdmes
endocrinien et immunitaire. Les patients gravement brilés montrent une réponse
immunitaire réduite causée notamment par la baisse du nombre et de I’activité des
cellules T. De plus, des niveaux élevés de cortisol (Cort) total dans la circulation résultant
de I’activation de I’axe hypothalamo-hypophysaire surrénalien (HPA) sont mesurés chez
ces derniers. Le Cort est la plus importante et le plus abondante hormone de stress. Le
contrdle de son activité biologique est assuré par la transcortine ou corticosteroid-binding
globulin (CBG) qui séquestre I’hormone et y effectue son transport dans la circulation.
Peu d’études se sont intéressées 2 montrer comment la brilure agit sur les niveaux de
CBG et affecte ainsi le contrdle de la fraction libre de I’hormone. Seul le cort libre est
biologiquement actif. Outre son importance dans la réponse associée au stress, le Cort
possede une forte activité immunomodulatrice. Lors d’une briilure sévére la relation entre
les changements observés au niveau de la production et du transport des hormones de

stress et les perturbations du systéme immunitaire sont peu connus.

Notre premier objectif fut de démontrer comment la brillure sévére régulait la
biodisponibilité du Cort, donc les effets de 1’hormone sur le systtme immunitaire. Nous
avons caractérisé les niveaux plasmatiques de Cort et de CBG et déterminé ’effet de la
brilure sur les populations du thymus. L’une des considérations importantes i la suite
d’un stress est la gestion de la douleur par I’utilisation des opiacés. En effet, certaines de
ces drogues peuvent perturber I’activité des systémes endocrinien et immunitaire. L’un
des objectifs de notre étude a donc été de déterminer I’effet de la buprénorphine (Bup),
une drogue agoniste a la morphine employée dans le contrdle de la douleur, sur I’activité
de I’axe HPA. Cette étude était nécessaire pour nous permettre de discriminer I’effet de la

drogue de celui de la britlure sévére.

Afin de répondre a ces objectifs, nous avons utilisé le modéle murin de la brilure
couvrant 20% de la surface totale du coprs de I’animal (TBSA). L’opiacé fut administré

aux souris via une minipompe osmotique placée au niveau de 1’abdomen. Nous avons
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étudi€ a différents temps suivant la brillure les changements au niveau de la CBG et de la
forme du Cort. Parallélement une analyse du statut du systéme immunitaire a été
effectuée. Ainsi, nos expériences ont permis d’établir les cinétiques relatives 2 la réponse
endocrinienne et immunitaire suivant la briilure et ce, pour une période allant du jour 0 au
jour 10. Pour chacun des temps, nous avons mesuré les parameétres suivants: le Cort total,
le Cort libre, la capacité de liaison de la CBG, les niveaux plasmatiques de cette protéine
ainsi que I’expression de son geéne dans la foie. Parallélement, nous nous sommes
intéressés a caractériser les populations du thymus en évaluant par phénotypage, le niveau

de maturité et I’importance relative des sous-populations lymphocytaires.

Nos travaux nous ont permis de conclure que la Bup affectait faiblement I’activité de
I’axe HPA sans causer de changements au niveau du syt®me immunitaire. Donc, I’emploi
de cet analgésique, dans la contexte de la brillure sévére, ne posait aucun probléme
puisque son effet était négligeable sur les paramétres que nous voulions tester. Ceci
suggere I'utilisation préférentielle de cette drogue dans le traitement de la douleur chez
des patients gravement brillés. Par ailleurs, nos travaux ont permis d’affirmer que les
niveaux de Cort libre mesurés aprés une brillure sévére étaient contrdlés conjointement,
par une hausse de la production de I’hormone ainsi que par une baisse de son transporteur
spécifique, la CBG. Nos résultats démontrent une diminution marquée de I’expression du
gene de la CBG dans le foie se soldant par le déclin de la production de cette protéine et
une baisse significative de sa concentration dans le sérum. Ceci eut pour effet de réduire
le nombre de sites de liaison disponibles dans le sang pour transporter le Cort, d’ol une
augmentation de la fraction libre, biologiquement active de 1’hormone. Conséquemment,
une atrophie thymique reliée exclusivement a la diminution des cellules T immatures

cortico-sensibles fut observée.

Nos résultats ont permis de mieux comprendre la régulation qu’exerce la CBG sur la
biodisponibilité des hormones de stress et donc, de mieux cibler leurs effets sur le

systéme immunitaire, principalement sur les cellules cortico-sensibles du thymus.

elule LD L T

Etudint Directeur de recherche







Introduction

Le Cort est un composé stéroidien essentiel au bon fonctionnement de I’organisme
puisqu’il exerce un rle dans la régulation de la pression sanguine et du rythme cardiaque.
En outre, il assure un contréle de la glycémie en agissant comme antagoniste de 1’insuline
soit en favorisant la gluconéogénese, c’est-a-dire, la production de sucre nouvellement
synthétisé a partir du catabolisme des graisses et protéines. Le Cort régule I’utilisation des
protéines, des graisses et des carbohydrates par les cellules de ’organisme. Par ailleurs, il
existe une forte relation entre les GC et le systtme immunitaire. Le Cort exerce une
double action sur différentes cellules du systtme immunitaire, tantot permissive, tantdt
suppressive. A faible concentration, le Cort permet de stimuler la réponse immunitaire
tandis qu’a forte dose I’on constate une immunosuppression généralisée de défenses de
I’organisme. Les blessures causant un traumatisme sévére, par exemple des brilures du 2°
ou 3° degré couvrant une surface importante du corps (> 20%) causent une
hypercorticolémie. Cette situation engendre 4 son tour une défaillance globale du systeéme
immunitaire prédisposant ainsi les patients gravement briilés aux infections bactérienne et

au choc septique, ce qui augmente 1’incidence de mortalité chez ces derniers.

Des études ont été entreprises afin de mieux comprendre les paramétres qui exercent un
role dans le contrdle des niveaux de Cort, suite au traumatisme de la briilure et donc, de
caractériser I’importance de la régulation de cet hormone et de son action sur le systéme
immunitaire. Notre hypothése de départ stipulait que la CBG est le principal élément de
régulation de I’activité du Cort dans I’organisme. Pour prouver celle-ci, nous avons, en
premier lieu, établi la cinétique des niveaux de I’hormone et de son transporteur principal,
la CBG, dans un modele expérimental de brillure sévére. En second lieu, nous avons
caractérisé les variations, qui peuvent survenir suite 4 une briilure sévére, dans la forme

de I’hormone, soit libre ou liée a sa protéine de transport.

Notre seconde hypothése reliait 1’atrophie thymique observée lors d’un traumatisme
sévere & 'augmentation de la concentration de Cort biologiquement actif. Or, de

précédantes recherches ont rapporté une atrophie thymique faisant suite 2 un traitement



aux GC. Etant donné I'étroitesse du lien qui existe entre le systtme endocrinien et le
développement des cellules T dans le thymus, nous avons chercher & déterminer si le
changement observable dans les formes du Cort suite 2 une brillure sévere corréle avec la

modification des populations de cellules T dans le thymus.

Finalement, notre dernier objectif visait I’étude des effets de la Bup, cet analgésique
administré comme anti-douleur chez nos souris, sur les niveaux de Cort, de CBG et le
thymus. Cela nous permit de discriminer tout impact possible de la drogue sur les divers
parameétres dont la régulation serait aussi affectée par la briilure. Ici, I’intérét d’utiliser la
Bup au détriment de la morphine dans notre modele expérimental était justifié par 1’effet
connu de la morphine sur les niveaux plasmatiques de CBG et son caractére
immunosuppressif sur les cellules T. Notre étude fut la premiére a s’intéresser aux effets
conjoints de la Bup, administrée de maniére chronique, sur certains paramétres des
systemes immunitaire et endocrinien. Une meilleure compréhension des effets 2 long
terme de la drogue s’avére bénéfique dans le traitement de la douleur chez des patients

gravement briilés.

Ce mémoire sera divisé en deux sections, la premiére comprenant une revue de la
littérature divisée en quatre chapitres; la seconde composée de deux articles scientifiques
recensant 1’essentiel de mes travaux de recherches. Dans le premier chapitre, il sera
question de la réponse hormonale de I’organisme au stress causé par un traumatisme. Le
second chapitre s’intéressera au réle et a la régulation de la CBG. Le chapitre suivant
portera sur les interactions existant entre les hormones GC et le systtme immunitaire.
Finalement, le dernier chapitre expliquera la réponse de I’organisme au stress de la
briilure et portant une attention particuliére au traitement de la douleur par I’utilisation

des drogues opiacées.






Premiére partie

Revue de littérature



1. Réponse hormonale de ’organisme au stress causé par un traumatisme

sévere

Le stress est définit comme tout stimulus qui perturbe I’homéostasie dans I’organisme
(Selye, 1936). Ainsi, le stress peut étre de nature émotionnelle ou psychologique, mais
aussi physiologique comme c’est le cas avec une chaleur ou un froid intense, un
traumatisme, une opération chirurgicale ou I’infection. Le stress peut affecter tous les
organes et systtmes de notre organisme, mais les principaux médiateurs de la réponse au

stress sont le systéme nerveux sympathique et I’axe HPA (McCann et al., 2000).

Lors d’un traumatisme sévere, de nombreux événements se produisent au sein de
I’organisme reliant du méme coup les systémes neurologique, endocrinien et immunitaire.
L’activation de I’axe HPA suite au relachement d’adrénaline dans 1’organisme est une des
premiéres conséquences observées. Elle conduit a la production successive de
corticotropin releasing factor (CRF), d’adrenocorticotropin hormone (ACTH) et de Cort
(Alexander, 1990).

Le Cort est la plus importante et la plus abondante hormone de stress et posséde une
activité pléitropique sur I’organisme. Le Cort induit des effets physiologiques en
contrblant la catabolisme des protéines et des lipides ce qui augmente la quantité de
glucose dans la circulation (Sapolsky et al., 2000). Le Cort contrdle 1’homéostasie
électrolytique, la pression sanguine en potentialisant I’effet des récepteurs B-
adrénergiques sur la vasoconstriction des vaisseaux sanguins, la respiration, 1’activité des
muscles squelettiques ainsi que la réponse inflammatoire et immunitaire. Ce dernier point
est particuli¢rement important dans le cas d’une briilure sévére puisque 1’on assiste a la
fois a une inflammation d’ordre systémique et & une hyperproduction de Cort (Sapolsky
et al., 2000). Le Cort est reconnu pour diminuer I’inflammation en affectant I’activité des
macrophages c’est-a-dire le relichement de médiateurs pro-inflammatoires tels que
I’oxyde nitreux (NO), les prostaglandines (PGE,) et les cytokines : I’interleukine-1 (IL-
1), le facteur nécrosant des tumeurs (TNF-at) et le facteur de stimulation des colonies de

granulocytes-macrophages (GM-CSF) (Attur et al., 2000). D’autre part, les cytokines pro-



infllammatoires telles que IL-1, I'TL-6 et le TNF-ot viennent directement stimuler I’axe
HPA amplifiant P’activité de I’axe (Alexander, 1990). 1l existe donc un lien étroit entre la
production d’hormones de stress et la réponse immunitaire. Dans ce chapitre, nous

décrirons le fonctionnement de 1’axe HPA en relation avec les stress.

1.1 L’axe hypothalamo-hypophysaire surrénalien

| Hypothalamus

|

Corticotrophin
Hypophyse releasing factor

I Glande sm‘rénalc ]——" Cortisol
Rem i
\ ’

Figure 1 : L’axe hypothalamo-hypophysaire surrénalien (HPA)

La réponse de I’organisme au stress implique 1’activation de 1’axe HPA et conduit 2 la
production de glucocorticoides (GC). Sous des conditions normales 1’axe est auto-régulé,
le Cort dans la circulation agissant par rétro-inhibition d’une part, en diminuant la
production de CRF et d’autre part en inhibant le relichement d’ACTH (Kretz et al.,
1999). La concentration en Cort dans la circulation est variable et depend du rythme
circadien de I’organisme. Ainsi, pour une personne diurne, la concentration plasmatique
en Cort diminue tout au long de la journée, mais augmente durant le sommeil pour
atteindre son maximum 2a I’éveil, I'inverse est également vrai pour les organismes
nocturnes (Angeli, 1974). L’activité de ’axe est aussi bien régulée par des stress de

nature psychologique que physiologique. Les cytokines pro-inflammatoires de méme que



la quantit¢ de GC circulant controlés par les niveaux de transporteur sont tous des

€léments important qui agissent sur la production de GC lors d’un stress intense.

1.1.1  Fonctionnement de I’axe: physiologie

L’axe HPA est constitué de 3 éléments principaux : I’hypothalamus, 1’hypophyse et les
glandes surrénales. Son activité est tributaire du reldchement de médiateurs par ces-
derniers. La production de GC est initiée au niveau de 1’hypothalamus par la libération du
facteur de relachement de corticotrophin (CRF) (McCann et al., 2000). La physiologie du
cortex cérébral & cet endroit permet la communication entre I’hypothalamus et
I’hypophyse. Les neurones qui sécrétent du CRF possédent des projections a I’extérieur
de I’hypothalamus permettant le relichement de I’hormone 2 travers un réseau de
capillaires sanguins qui effectuent la communication entre 1’hypothalamus et
I’hypophyse. L’adénohypophyse est la partie vascularisée de la glande qui recoit les
capillaires provenant de la zone médiane entre I’hypothalamus et I’hypophyse (Elenkov et
al., 2000). C’est a cet endroit que le CRF interagit avec le récepteur CRF-R1 couplé aux
protéines G présent 2 la surface des cellules corticotropes de 1’hypophyse. La stimulation
du récepteur provoque la relichement du peptide précurseur de 1’hormone
adrenocorticotropin (ACTH), de proopiomelanocortin (POMC), d’ACTH et d’autres
peptides dérivés de POMC. Par la suite, I’ACTH rejoint la circulation sanguine et induit
la synthése de GC dans la zone fasciculata des glandes surrénales (Turnbull et Rivier,

1997).

Les GC sont synthétisées a partir du cholestérol en suivant une cascade séquentielle
d’éveénements effectués par diverses enzymes membres de la famille des cytochromes
P450. L’étape terminale de cette cascade enzymatique est le résultat de 1’action de la 11p-
hydroxysteroid deshydrogenase de type 1 (118-HSD1). Cette étape se caractérise par
I'interconversion enzymatique de GC actifs 11-hydroxy (corticosterone et cortisol)
effectuée par la 11B-HSD1 et de leurs formes inactives 11-ceto (cortisone et 11-

dehydrocorticosterone) produites par le travail de la 11B-HSD2 (Seckl et Walker, 2001).



1.1.2  Réle des GC dans I’organisme

Les GC exercent plusieurs fonctions dans I’organisme. Premiérement, au niveau
métabolique, les GC favorisent le catabolisme des graisses et des protéines et permettent
la gluconéogénese par les cellules hépatiques (Sapolsky et al., 2000). Les GC diminuent
I"utilisation du glucose par les tissus périphériques et augmentent ainsi la disponibilité du
sucre pour les organes vitaux. Ces hormones facilitent I’action lypolitique des
catécholamines (adrénaline et noradrénaline) ainsi que la redistribution des graisses de la
périphérie au tronc. Les GC régulent la balance électrolytique en augmentant 1’absorption
de Na®, en diminuant ’absorption de Ca** ainsi qu’en favorisant I’excrétion des ions K*
et H" par les cellules du tractus gastro-intestinal (Sapolsky et al., 2000). Les GC
contrdlent la masse osseuse en contrant le processus de minéralisation régulé par 1’effet
de la vitamine D1 sur I’activité des ostéoblates (Patschan et al., 2001). Ceci est effectué
par une action directe des GC sur les ostéoblastes en diminuant la transcription du géne
de I’ostéocalcine via une élément de régulation négatif contenu dans le promoteur du
gene (Meyer et al., 1997). Le rdle principal des GC sur le systéme cardio-vasculaire est
de maintenir la pression sanguine (Grunfeld, 1990). Ceci est réalisé en potentialisant
I’action vasoconstrictrice des récepteurs P-adrénergiques sur les petits vaisseaux
sanguins, en diminuant la perméabilité vasculaire en augmentant 1’hémoglobine et le
nombre de globules rouges dans la circulation sanguine. Les GC agissent aussi sur la
relaxation des muscles squelettiques et sont essentiels au bon fonctionnement (Sapolsky
et al., 2000). Finalement, un effet trés étudié des GC est la régulation qu’ils exercent sur
la réponse immunitaire et inflammatoire. Les GC suppriment la réponse inflammatoire en
agissant directement sur les effecteurs de 1’immunité non-spécifique soit les monocytes/
macrophages et neutrophiles en diminuant leur activité, la production de médiateurs pro-
inflammatoires, le relichement de protéase, leur activité migratoire et de phagocytose
(Webster et al., 2002). Les GC agissent aussi sur I’immunité spécifique en favorisant la
production de cytokines de type Th2 par les lymphocytes T (Sapolsky et al., 2000).
L’effet des GC sur la réponse immunitaire sera étudié plus en détails dans un autre

chapitre.



1.1.3  Régulation de ’axe HPA lors d’un stress

Des nombreux médiateurs de la réponse au stress peuvent moduler I’activité de I’axe
HPA. L’axe est en premier lieu activé par la présence de neurones sensibles a des stress
physiologiques (douleur, chaleur, traumatisme) ce qui provoque la sécrétion de CRH
(Dorshkind et Horseman, 2001). Cette activité peut &tre modulée par les cytokines pro-
inflammatoires relichées trés rapidement et en grande quantité lors d’un traumatisme
sévere (Dunn, 2000). Les cytokines pro-inflammatoires régulent 1’axe en passant par la
circulation sanguine, mais aussi de maniére paracrine puisque leur production et la
présence de récepteurs spécifiques fut démontré au niveau du cerveau (Turnbull et Rivier,
1999). Aussi, le contrdle de la sécrétion de Cort par les glandes surrénales est effectué par
rétro-inhibition de Iactivité de I’axe. Etant donné I'importance du transport hormonal
dans la régulation des niveaux de Cort biologiquement actifs, une variation dans la
capacité de liaison de la CBG peut grandement influencer I’activité de I’axe HPA

(Dorshkind et Horseman, 2001).

1.1.3.1 Réle des GC

Les GC régulent par rétro-inhibition I’activité de 1’axe HPA (Shipston et Antoni, 1992).
Cette situation prévaut la plupart du temps et contribue 2 maintenir 1’homéostasie dans
I’organisme. Les GC régulent I’activité de I’axe en se liant a leur récepteur cytosolique
spécifique présent au niveau des cellules corticotrophes productrices d’ ACTH et en limite
la production (Shipston et Antoni, 1992). En fait, ces cellules relachent de I’ACTH
lorsque stimulées par le CRF. Le relichement d’ACTH est induit via I’accumulation
intracellulaire d’AMPc, I’activité de la protéine kinase A et son action sur les canaux de
potassium (Lim et al., 2002). Les GC rendent ces cellules insensibles au CRF en inhibant
la phosphorylation des canaux de potassium, probablement via I’activité d’une protéine

phosphatase (Tian et al., 1998).
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1.1.3.2 Rdle des cytokines

Les cytokines pro-inflammatoires sont reconnues comme étant en mesure de réguler
positivement I’activité de ’axe HPA. L’IL-1P et & un degré moindre, le TNF-a et I’TL-6
augmentent I’activité de I’axe. (Dunn, 2000). Le mécanisme par lequel ces cytokines
stimulent la production de GC implique la liaison a leurs récepteurs exprimés 2 la surface
des cellules corticotrophes de 1’hypothalamus et de I’hypophyse (Elenkov et al., 2000).
Deux voies sont envisagées pour expliquer la présence de ces cytokines au niveau du
liquide céphalo-rachidien. Premiérement, les cytokines produites au niveau des sites
inflammatoires rejoignent la circulation sanguine et leur liaison sur leurs récepteurs
spécifiques présents au niveau de I’hypophyse et de I’hypothalamus favorisent la
libération de CRF et d’ACTH (Perlstein et al., 1993). Deuxiémement, c’est une
production locale de cytokines dans le cerveau qui active directement I’axe HPA. Les
neurones du cerveau expriment les ARNm encodant pour les cytokines pro-
inflammatoires IL-1, IL-6 et TNF-a (Dunn, 2000; Turnbull et Rivier, 1999). Une
injection intrapéritonéale de LPS bactériens favorise 1’expression dans le cerveau et
I’hypophyse des ARNm encodant pour I’'IL-1B et de ’enzyme de conversion de I'TL-1
(ICE), responsable du clivage de la pro-protéine IL-1B en sa forme mature et active. La
présence de cette cytokine augmente & son tour I’expression de I’enzyme du NO
synthétase inductible (iNOS). Par la suite, la production de NO active le relichement de
CRH par les neurones via I'activité de ’enzyme cyclo-oxygénase-1 (COX-1). Ce
mécanisme génére des prostaglangines (PGE,) qui activent ’enzyme adenylyl cyclase,
augmentant la quantité d’AMPcyclique intracellulaire et favorisant I’exocytose de CRH

contenu dans des granules (McCann et al., 2000).

En ce qui concerne I'IL-6, la production de cette hormone entraine I’activation de 1’axe
HPA en aval du relichement de CRH (Lyson et McCann, 1993). Les cellules
folliculostellaires situées au niveau de 1’hypophyse produisent de I’IL-6. Elles expriment
a leur surface le CD14 et le récepteur Toll-like de type 4, tous deux impliqués dans la
liaison des LPS (Chesnokova et Melmed, 2002). Cette liaison induit la phosphorylation

de la protéine p38 impliquée dans la cascade de signalement des MAPKinases (mitogen
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activated protein kinase) et de IxB, un inhibiteur de la liaison du facteur de transcription
NF-kB au promoteur du géne de I'IL-6 (Lohrer er al., 2000). De plus, les cellules
corticotrophes et adrenocorticales possédent le récepteur pour I'IL-6. Ainsi, la production
locale d’IL-6 permet une régulation paracrine de I’activité des cellules corticotrophes et le

relichement d’ACTH au niveau de la circulation (Bethin et al., 2000).

1.1.3.3 Réle du transport hormonal

Les GC sont des molécules hydrophobes, donc insolubles dans le sang. La
biodisponibilité des GC dans la circulation est tributaire de 1’activité de 1’axe HPA, donc
de la production de I’hormone, mais aussi et surtout de leur transport dans la circulation
par des protéines plasmatiques, principalement la CBG. La CBG séquestre 90 % du Cort
et constitue un réservoir potentiel de 1’hormone. Seul le Cort & I’état libre est
biologiquement actif. Donc, un changement dans les niveaux de CBG influence
grandement la disponibilité et ’action du Cort dans I’organisme (Garrel, 1996). Les
niveaux de CBG sont constants durant la journée et varient seulement lors de la grossesse.
Toutefois, en situation post-traumatisme, une baisse marquée des niveaux de CBG dans la
circulation fut remarquée de méme qu’une hausse des niveaux de Cort libre (Beishuizen

et al., 2001).
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2. La transcortine

La présence de transcortine ou corticosteroid-binding globulin (CBG) dans le sérum des
humains fut décrite vers la fin des années 50 (Heyns et Coolens, 1988). Elle fut alors
I’identifiée comme le transporteur de haute affinité pour les GC. La CBG est une
glycoprotéine monomérique dont le poids moléculaire varie entre 50 et 60 kDa qui
exerce, comme fonction principale, le transport des GC dans le plasma via un site de
liaison unique (Heyns et Coolens, 1988). Depuis, nombreuses études ont été menées
ciblant entre autre, les propriétés physico-chimiques de la protéine, sa synthése, sa
distribution, son métabolisme et plus récemment, son importance dans le contrdle de la
biodisponibilité du Cort, I’identifiant ainsi comme un facteur important dans la régulation

des effets de I’hormone sur I’organisme.

2.1 Propriétés générales

La transcortine est retrouvée principalement dans la circulation sanguine, au niveau de la
lymphe, des liquides intra péritonéal et amniotique ainsi que dans le lait maternel. La
demie-vie de la CBG dans la circulation est d’environ 3 jours. Elle est éliminée 2 la suite
de sa transformation en dérivé asialo-CBG et sa fixation au récepteur 2
asialoglycoprotéines présent a la surface des cellules hépatiques (Rosner et al., 1988). La
transcortine est une protéine dont I’homologie est faible entre les espéces, mais dont le
poids demeure relativement stable se situant entre 44.2 et 60.0 kDa (Heyns et Coolens,
1988). L’'importante glycosylation de cette protéine explique pourquoi certains anticorps
(Ac) réagissant spécifiquement contre la CBG humaine possédent une efficacité réduite
pour la CBG de rat ou de cochon d’inde (Kato et al., 1988). Le degré de similarité inter-
espéce des séquences peptidiques de la CBG est faible lorsque comparée a d’autres
protéines (60 a 70%). De plus, cette différence inter-espece est accentuée par le niveau de
glycosylation de la protéine (Nyberg et al., 1990). La CBG murine est formée 2 20.4% de
carbohydrates, majoritairement de I’acide sialique, tandis que ce pourcentage est plus
€levé pour la CBG humaine, de rat ou de cochon d’inde (Nyberg et al., 1990). Toutefois,

comme le degré de glycosylation n’a pas d’effet sur la liaison des stéroides et que les
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différences inter-espece existant au niveau du peptide sont retrouvées dans des régions
peu conservées, il est peu probable que ces variations aient une importance biologique

(Hammond et al., 1991).

Le cDNA complet de la CBG humaine code pour un polypeptide précurseur de 405
acides-aminés, qui une fois sa séquence « leader » excisée, deviendra un produit de 383
acides-aminés (Strel’chyonok et Avvukumov, 1990). Une variante de la CBG fut
découverte dans le sérum des femmes enceintes (Seralini e al., 1989). Les propriétés
physico-chimiques de cette forme particuli¢re de la protéine sont semblables en tous les
points de vue a la CBG réguligre, si ce n’est qu’elle posséde exclusivement des chaines de
carbohydrates tri-antennées. D’ailleurs, cette particularité semble &tre importante dans la
liaison de la CBG a la membrane du tissu placentaire. De plus, elle origine de la mére
puisqu’elle n’est pas présente au niveau du cordon ombilical. Sa synthése débute dés le
premier mois de la grossesse, atteignant une concentration maximale dans le sérum au 9°

mois (Strel’chyonok et Avvukumov, 1990).

2.2 Le géne de la CBG

La CBG est un membre de la superfamille des inhibiteurs de sérine protéase (SERPINs),
il n’est donc pas surprenant de retrouver des génes encodant pour des protéines membres
de cette famille dans une méme région. En effet, le géne de la CBG est situé non loin de
ceux codant pour I’a-1 antitrypsine et I’a-1 antichimotrypsine, plus précisément sur le
chromosome 12 chez la souris (Hammond et al., 1991). Cette région est synténique chez
I’humain, c’est-a-dire qu’elle est conservée et confinée au « cluster » q32, soit une zone
s’étalant sur plus de 280 kb situé sur le chromosome 14. Les génes murins et humains de
la CBG sont constitués de 5 exons dont 4 contiennent la séquence compléte du
polypeptide précurseur et occupent respectivement 10.5 kb et 19 kb (Hammond et al.,
1991). Le géne de la CBG a été étudié chez le rat et les éléments de régulation agissant en
«cis » c’est-a-dire directement sur la transcription du géne furent identifiés (Orava et al.,

1994).
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Le promoteur du géne de la CBG chez le rat contient des séquences de reconnaissance,
hautement conservées chez 1’humain, pour les facteurs de transcription : HNF-1, CP-2,
DBP, HNF-3, C/EBP et NF-IL6 (Underhill et Hammond , 1995). 11 a été démontré que les
GC réprimaient la transcription du géne de la CBG (Smith et Hammond, 1992).
Toutefois, le promoteur de ce géne ne contient pas d’élément de réponse aux GC, ce qui
laisse supposer une action inhibitrice indirecte du stéroide via une interaction physique
avec d’autres facteurs empéchant du méme coup la transcription du géne. Divers facteurs
viennent réguler le niveau de transcription du géne de la CBG. On peut citer le contrdle

qu’exercent I’axe HPA, I’'TL-6 ainsi que I’insuline (Smith et Hammond, 1992).
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Figure 2 : Géne humain de la CBG composé de 5 exons et de son promoteur (Hammond et al., 1991)

2.2.1  Régulation de I’expression du géne de la CBG

Le feetus produit de la CBG et I’expression du géne de la protéine a été noté au niveau du
foie et des reins (Strel’chyonok et Avvukumov, 1990). Vers la fin de la grossesse, il y a
développement de la fonction hypophyso-surrénale qui s’accompagne d’une
augmentation de la production de Cort chez le feetus. Par contre, durant la réaction
inflammatoire systémique, il a été observé, conjointement A I’action des GC, I’effet

inhibiteur de I’'TL-6 sur la transcription du géne de la CBG (Bartalena et al., 1993).

Un des mécanismes moléculaires de régulation de la transcription du géne de la CBG
implique I’activité de transactivation des facteurs HNF-1B, CP-2, HNF-1a et HNF-4
(Zhao et al., 1997). En effet, il a été démontré chez le rat que le promoteur de la CBG

possédait deux sites de liaisons distincts (appelés P1 et P2) respectivement pour les
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facteur HNF-1f et CP-2. Des études plus poussées ont permis de révéler qu’une délétion
de Pl était sans conséquence tandis que la disparition de P2 diminuait grandement
Iactivité de transcription du géne (Zhao et al., 1997). De plus, HNF-1¢ et HNF-4 sont
essentiels & I’expression du géne de la CBG puisqu’une cellule ne possédant pas ces deux
facteurs ne démontre aucune activité de transcription pour les génes de la famille des
SERPINs. HNF-1o et HNF-4 ont un role 2 jouer dans la réorganisation de la chromatine
rendant ainsi accessible le promoteur du géne a4 I’ARN polymerase et la transcription
possible (Rollini et Fournier, 1999). Aussi, diverses molécules peuvent augmenter le
niveau d’AMPc intracellulaire chez des hépatocytes en cultures. L’ajout d’hormone tri-
iodothironine (T3) ou de polypeptide activateur de 1’adenylate cyclase (PACAP) provoque
une hausse de la concentration d’AMPc intracellulaire chez des hépatocytes, mais
s’accompagne aussi d’une augmentation de la production de CBG (El-Fahime et al.,
1996). Toutefois, le promoteur du géne de la CBG ne comporte aucun élément de réponse
a I’ AMPc (CRE). On peut supposer une interaction entre la protéine de liaison au CRE et

d’autres facteurs de transcription (El-Fahime et al., 1996).

2.2.1.1 Effets de I’axe HPA sur la transcription du géne de la CBG

L’expression du géne de la CBG semble étre régulé par I’activité de 1’axe HPA dés le
stade feetal. 11 fut noté qu’une hausse des niveaux de Cort était associée 2 une
augmentation de la concentration de la CBG fétale (Strel’chyonok et Avvukumov, 1990).
Ce changement dans la production du transporteur est causée par une hausse des niveaux
d’ACTH relaché par I’hypophyse (Jacobs et al.,, 1991). La hausse des niveaux de CBG
vient tamponner I’augmentation des niveaux de Cort libre et atténue par le fait méme, le
mécanisme de rétro-inhibition qui s’exerce au niveau de I’hypophyse, permettant du
méme coup une synthése soutenue d’ACTH qui accompagne les derniers moments de la
grossesse (Berdusco et al., 1995). Toutefois, en situation de stress intense, il a été
démontré qu’une augmentation de I’activité de I’axe HPA, donc de la production
d’ACTH et de Cort, causait avec un délai de 24 i 48 heures, une forte diminution des
niveaux de CBG dans la circulation (Tannenbaum et al., 1997). De plus, une

surrénalectomie suivie d’une période de stress intense semble prévenir la chute des
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niveaux de CBG chez les rats opérés. Par contre, I’utilisation de RU-486, un inhibiteur du
récepteur 3 GC, ne semble pas é&tre protecteur puisque une forte diminution de la
concentration en CBG plasmatique fut observée (Marti e al., 1997). Par ailleurs, une
autre €tude rapporte des résultats contraires (Cole et al., 1999). I semble que le récepteur
a GC soit essentiel pour maintenir une répression basale et induite du géne de la CBG. En
effet, des souris « knockout » pour le récepteur 3 GC (GR) démontrent des niveaux plus
€élevés d’expression du géne de la CBG dans le foie. L’utilisation de dexamethasone
(Dex), un puissant GC synthétique causa une forte diminution de I’expression hépatique
du geéne de la CBG. Cette baisse ne fut pas observée chez des souris GR -/~ (Cole et al.,
1999). L’effet du Dex sur la transcription du géne de la CBG semble étre relié au stade de
développement des cellules hépatique. 11 fut prouvé que les GC augmentaient I’expression
du géne de la CBG au niveau du feetus, de méme que sur la lignée cellulaire HepG2 (Cole
et al., 1999). Ces cellules exhibent un phénotype feetal. Donc, les GC ont un effet soit
positif ou négatif sur la transcription du géne de la CBG dépendant du stade de

différentiation des cellules hépatiques (Emptoz-Bonneton et al., 1997).

2.2.1.2 Effets de I’interleukine-6 sur la transcription du géne de la CBG

La réaction inflammatoire systémique s’accompagne d’une augmentation des niveaux
d’IL-6 dans la circulation. 11 a été démontré que cette cytokine inhibe la synthése de CBG
par des cellules issues de la lignée hépatique (HepG2). Ceci est causé par une diminution
de la stabilité de I’ARNm de la CBG puisque aucun effet au niveau de la transcription du
geéne ne fut observé (Bartalena ez al., 1993). Aussi, une forte relation entre 1’augmentation
de la concentration d’TL-6 dans le plasma et la baisse de la capacité de liaison de la CBG
fut observée chez des patients gravement briilés ou polytraumatisés (Bernier et al., 1998;
Beishuizen et al., 2001). L’IL-6 agit au niveau systémique en augmentant |’activité de
I’axe HPA (Dunn, 2000). Cette cytokine favorise la production de GC au niveau des
glandes surrénales ou la production d’ACTH et de CRH respectivement au niveau de
I’hypothalamus et de I’hypophyse ce qui, comme décrit précédemment, cause une
diminution de la synthése de CBG. Une étude supplémentaire vient confirmer 1’effet

inhibiteur de I’'TL-6 sur la production de la CBG (Bartalena et al., 1993). En effet, une
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baisse de la transcription du géne de la CBG par des cellules HepG2 fut remarquée de
maniere dose dépendante. Cette relation est en lien direct avec la présence du site de
liaison pour le facteur NF-1IL-6 au niveau du promoteur du géne de la CBG. L’IL-6 agit
en réprimant la transcription du géne, peut-étre en recrutant des molécules co-répresseurs
(Bartalena et al., 1993). Malheureusement, aucune étude supplémentaire n’a été effectuée
sur le sujet et I’on ne peut, pour le moment, que spéculer sur le mécanisme e mprunté par
’IL-6 pour réguler la transcription du géne de la CBG. Un fait intéressant & soulever, il
fut démontré que I’IL-6 augmentait I’expression des chaines gp80 et gp130 constituant
son récepteur a la surface des cellules hépatiques. De plus, I’ajout de Dex favorise cet
événement. On peut donc affirmer que les effets de I'IL-6 sur la transcription du géne de
la CBG débutent avec I’augmentation de 1’expression de son récepteur 2 la surface des

hépatocytes (Emptoz-Bonneton et al., 1997).

2.3 Syntheése de la CBG

La CBG est principalement synthétisée dans le foie, in vitro sa production fut démontrée
par des hépatocytes mis en culture (Bartalena et al., 1993). Par ailleurs, de nombreuses
€études ont observé I’expression du geéne de la CBG dans divers autres tissus. Le géne de
la CBG est exprimé chez le lapin au niveau de la rate et des ovaires, chez le singe Rhésus
au niveau des testicules et du rein, chez les humains au niveau du poumons et chez le
feetus au niveau des tubules rénaux (Seralini, 1996). Toutefois, le degré d’expression du
gene de maniére extra-hépatique est extrémement faible, seulement quelques cellules
expriment le géne et produisent un transcrit primaire encodant pour la CBG (Hammond ez
al. 1987). Plus récemment, |’expression du géne de la CBG fut démontré au niveau de la
lignée cellulaire Ishikawa issue d’un carcinome de I’endométre de méme qu’au niveau
des cellules formant la couche du syncytiotrophoblaste du placenta humain. (Misao et al.,
1998; Misao et al., 1999). IIs observérent une augmentation de la transcription du géne
suite a un traitement avec I’estrogéne et 1’effet contraire causé par la progestérone. Il
montrérent que l’endométre était en mesure d’accumuler de la CBG durant les

menstruations chez le hamster, suggérant un rle pour la protéine dans le transport
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spécifique de la progestérone et du Cort durant les premiers instants de la grossesse
(Selcer et Leavitt, 1988).

23.1 Modification post-traductionnelle : la N-glycosylation

Le processus de synthése de la CBG inclut une importante étape de maturation de la
protéine. Le CBG subit la N-glycolysation avant d’étre excrétée par les cellules
hépatiques. Cette étape vise a augmenter sa stabilité dans la circulation, favoriser son
repliement et augmenter sa capacité de liaison aux membranes (Murata et al., 1989). La
glycosylation est une réaction biochimique qui consiste A ajouter des chaines de
carbohydrates. Elle s’effectue a la surface du réticulum endoplasmique et implique tout
un systéme de reconnaissance des peptides nouvellement synthétisés par les ribosomes.
Ce processus survient lorsque I’enzyme oligosaccharyltransferase (OST) reconnait une
séquence consensus de type [Asn-X-Ser/Thr] sur un peptide et y effectue, avant que la
protéine ne soit sécrétée par les cellules productrices, la N-glycosylation 2 partir de
I"acide aminé asparagine (Wilson et al., 1998). En fait, elle procéde a I’ajout d’un
oligosaccharide, toujours identique. Cet oligosaccharide contient 14 chaines de sucres
(sucres a six carbones ou dérivés chimiques de sucres a six carbones). Il est constitué de
deux molécules de GlcNAc (N-acétylglucosamine) suivies de neuf molécules de mannose
et de trois molécules de glucose (Wilson et al., 1998). Convenablement repliée, la
glycoprotéine va subir l'action des glucosidases et des mannosidases. Elle sera alors
rapidement transférée dans un premier compartiment, les vésicules (cis) de 1'appareil de
Golgi. Les glycoprotéines qui arrivent dans les premiéres vésicules de l'appareil de Golgi
possedent donc les mémes résidus oligosaccharidiques a leur surface. Cest dans ce
compartiment que commence a s'effectuer le tri des protéines selon leur destination
terminale et 1’ajout des molécules de mannose-6-phosphate (Wilson et al., 1998). Les
protéines destinées a étre sécrétées ou a se trouver sur la membrane externe de la cellule
vont subir de grandes modifications au niveau de la chaine oligosaccharidique dans les
compartiments médian et trans de I’appareil de Golgi. On observera dans les vésicules

(median), I’ ajout de molécules supplémentaires de GIcNAc et dans les vésicules (trans),
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I’addition en bout de chafne d’une molécule de N-acétyl neuraminique ou d’acide sialique

(Singer et Borg, 1992).
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Figure 3 : Schéma général du processus de la N-glycolysation

2.3.1.1 Les sites de glycosylation : localisation et rdle

Le contenu en carbohydrates de la transcortine représente 25 % de sa masse moléculaire
totale (Akhrem et al., 1982). Pour chaque mole de CBG isolée on obtient 5 moles
d’oligosaccharides (Akhrem et al., 1982). Des études effectuées A partir d’une banque
d’ADN complémentaire (ADNCc) issues de cellules du foie, ont permi d’affirmer que la
CBG humaine renferme six sites potentiels pour la N-glycosylation. Toutefois, on ne
retrouve que 5 chaines latérales de carbohydrates sur le peptide, ce qui suggére qu’un des

sites est non fonctionnel ou partiellement utilisé (Hammond ez al., 1987).

Asn’® Asn’¢ Asn!¥ Asn?38 Asn30®  Agpd¥
NH2 < 383 1.a. ——————— COOH

Figure 4 : Emplacement des sites de glycosylation de la CBG

Une des raisons évoquées pour expliquer I’importance du processus de glycosylation pour
la CBG est son possible role dans la sécrétion de la protéine. Murata et al. (1989) ont

étudié parallelement ’effet de la glycosylation dans la production et la sécrétion de la
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TBG et de la CBG par la lignée cellulaire hépatique HepG2. IIs ont démontré que
I"utilisation de la tunicamycine (TM), un inhibiteur de la N-glycosylation, empéchait la
sécrétion de TBG mais ne faisait que ralentir celle de la CBG. Ceci suggére que la
glycosylation n’est pas indispensable, mais facilite la sécrétion de la protéine par les
cellules productrices. De plus, ils montrérent en utilisant un Ac spécifique pour la CBG
native, que la structure tertiaire de la protéine conférée par la glycosylation n’influengait
pas ses propriétés immunologiques, c’est-a-dire que la liaison de 1’Ac 4 la CBG native et

aux différentes formes glycosylées de la protéine était comparable.

La glycosylation de la CBG est un événement indispensable & 1’augmentation de sa
stabilité donc, sa protection contre une probable dégradation intracellulaire précédant sa
sécrétion. En effet, Murata et al. (1989) observérent que I’ utilisation de la TM causait une
dégradation intracellulaire de la CBG plus importante et diminuait par le fait méme, sa
sécrétion. Une chaine de carbohydrates rattachée aux a.a. Asn’* et/ou Asn>*® est suffisante
pour permettre la sécrétion de la CBG tandis qu’une mutation dans un ou I’autre de ces
deux sites résulte en une diminution marquée de la sécrétion de la protéine (Avvakumov
et al., 1993). En outre, la séquence consensus ol se retrouve I’ Asn®® est trés conservée
parmi toutes les espéces ot la CBG fut étudiée. De plus, une substitution des a.a. Asn>®
et Thr**” respectivement avec les a.a. Gln et Ala inhibe totalement la liaison de I’hormone
au transporteur. Avvakumov et al. (1993) ont affirmé que la glycosylation effectuée a

28 &tait essentielle 2 la liaison du stéroide par la CBG. La présence de

partir de 1’Asn
chaines de carbohydrates peut protéger les glycoprotéines d’une dégradation
protéolytique, améliorer leur solubilité et stabiliser leur conformation. Des études menées
antérieurement avaient démontré I’importance de [’interaction entre les chaines
glycosylées et 1’acide aminé tryptophane dans le repliement de I'o.l-antitrypsin
(Hammond et al., 1987; Powell et Pain, 1992). En se basant sur la similarité des
séquences entre 1’cl-antitrypsin et la CBG, Avvakumov et Hammond (1994a)
comparérent les ADNc encodant pour la CBG chez diverses espéces et trouvérent 4
résidus Trp fortement conservés, soit en position 141, 185, 266 et 371. Par la suite, ils

266

démontrérent qu’une mutation au niveau de 1’a.a. Trp™ abolissait la sécrétion de la

glycoprotéine. Donc, l’interaction probable entre la chaine de carbohydrates liée au
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256 influence le repliement du peptide en élongation donc,

peptide sur I’Asn*® et I’a.a. Trp
la formation du site de liaison pour le stéroide. De plus, dans une étude paralléle,
Avvakumov et Hammond (1994b) trouverent que I’a.a. Trp en position 371 était compris
dans le site de liaison avec le stéroide. Ils démontrérent que la substitution du Trp*’' par

divers a.a. résultait toujours en une diminution de I’affinité de la CBG pour I’hormone.
2.3.2  Modulation de la synthése de la CBG

La concentration de la CBG dans le sérum varie entre les espéces, sa présence est faible
chez le cochon, moyenne chez les humains et forte chez le rat et la souris. De plus, des
changements dans la production de la protéine ont été remarqué lors de la grossesse, de la
réponse inflammatoire et conséquemment 4 divers traitements hormonaux (androgénes,
estrogenes, progestérone, corticostéroides) (El-Fahime et al., 1994; Smith et Hammond,
1992) . La CBG est synthétisée par le feetus, principalement au niveau du foie et du rein,
en des concentrations réduites mais croissantes pour atteindre un niveau équivalent i la
moitié€ de la concentration de la protéine chez 1’adulte (Heyns et Coolens, 1988). Au cours
du premier mois suivant la naissance, la concentration de la CBG dans la circulation
augmente rapidement et des niveaux maximaux, bien supérieurs a ceux retrouvés chez
I’adulte, sont mesurés chez un enfant 4gé entre 2 et 8 ans (Heyns et Coolens, 1988). Par la
suite, les niveaux déclinent et oscillent autour de 40 mg/L durant 1’Age adulte (Heyns et
Coolens, 1988). Le rythme circadien, le sexe et le cycle menstruel n’exercent aucun

contréle dans les niveaux de trascortin (Heyns et Coolens, 1988).
24 Réle de transporteur du Cort

Au tout début, il fut généralement accepté que la CBG jouait un rdle passif dans la
régulation des effets du Cort en modulant la disponibilité de la fraction libre de I’hormone
pour les tissus (Brien, 1988). Etant donné le haut degré de dissociation existant entre la
CBG et le Cort qui lui est lié, il semblait difficile de considérer ’entrée possible du
complexe Cort/CBG au niveau de la membrane cellulaire. Seul le Cort non lié 4 la CBG,

donc a I’état libre est considéré comme biologiquement actif (Brien, 1988). Normalement,
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lorsque la concentration plasmatique de la CBG tend 2 varier, on observe un changement
au niveau du Cort total qui s’effectue de fagon paralléle maintenant ainsi les niveaux de
Cort libre relativement stables. Par contre, dans le cas d’un choc septique, une diminution
rapide de I’activité de la CBG dans le sérum est remarquée. Or, Savu et collégues (1981)
ont émis 1’hypothése que certaines substances relichées dans la circulation lors d’un choc
septique peuvent causer une interférence dans la liaison du Cort par la CBG. D’autres
raisons furent soulevées pour expliquer la baisse de la capacité de liaison de la CBG qui
survient lors d’un choc septique. Celui-ci s’accompagne d’une diminution généralisée de
la synthése protéique par le foie, ce qui peut expliquer la baisse des niveaux du
transporteur. De plus, le ratio CBG/albumine se trouve d’autant plus diminué en situation
de choc septique, ceci suggeére une inhibition spécifique de la production de CBG a ce
moment (Pugeat ef al., 1989). Cette baisse mesurée lors de I’inflammation est causée par
une diminution de I’expression hépatique du géne de la CBG (Faict et al., 1983; Faict et
al., 1985). Finalement, une dégradation précipitée de la CBG dans le sérum augmente sa
clairance rénale et provoque une chute des niveaux de la protéine dans la circulation.
Hammond ez al. (1987) ont démontré que clivage de la CBG par I’élastase, une serine
protéase relachée en grande quantité lors d’un choc septique jouait un role important dans

la diminution de la concentration plasmatique de la CBG (Duswald et al., 1985).
24.1 Pharmacocinétique de liaison entre la CBG et le Cort

La CBG posséde une grande affinité pour les GC, principalement le Cort et le
corticosterone (Ka = 7.9 x 10'®) ainsi que pour la progestérone (Ka = 7.0 x 10%) (Ballard,
1979). Cette affinité est spécifique au GC ayant la plus forte activité biologique pour une
espece donnée. Ainsi, chez I’humain 90% de tout le Cort dans la circulation est lié 2 la
CBG tandis que chez les rongeurs c’est 90% du corticosterone qui y est lié (Ballard,
1979). L’albumin lie 5% du Cort circulant dans le plasma. Toutefois, lorsque les
concentrations de Cort dans le plasma augmentent, au dela de S00nmol/L, une proportion
plus grande de I’hormone se trouve liée a 1’albumine (Ballard, 1979). La dissociation du

complexe stéroide/CBG est influencée par la température. En effet, des essais ont
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démontré qu’a 4°C le temps de dissociation t,, = 247s et 2 37°C de 0.79 s (Stroupe et al.,
1978).

24.2  Clivage de la protéine

La CBG ainsi que la TBG n’exerce aucune activité inhibitrice de sérine protéase.
L’évolution a complétement adapté la structure de serpin caractérisant ces deux protéines
en leur conférant un nouveau réle de transporteur hormonal (Pemberton et al., 1988). Il
est difficile de comprendre pourquoi un changement aussi dramatique dans la fonction de
la protéine et une structure tout aussi complexe seraient responsables du simple réle de
transport d’hormones. L’activité de serine protéase inhibitrice exercée par les serpins leur
est conférée par une conformation native de type stressée les rendant vulnérable au
clivage protéolytique. Or, cette structure particuliére fut retenue pour le transport des
hormones. La CBG native, sous la forme stressée, posséde une poche qui permet la
liaison du Cort. Les travaux de Pemberton er al. (1988) furent les premiers a se pencher
sur le sujet. Ils démontrerent le clivage de la protéine s’effectuant en seulement 5 minutes,
lorsqu’en présence d’élastase provenant de neutrophiles humains. De plus, ils
remarquérent que ce clivage produisait 2 fragments peptidiques et s’accompagnait d’un
perte importante d’affinité pour le Cort. Ils proposérent alors un mécanisme pour le
transport spécifique des glucocorticoides au niveau des sites inflammatoires. Leur théorie
repose sur le fait qu’il s’effectue une transition entre les formes stressée et relaxée de la
protéine résultant d’un clivage protéolytique survenant spécifiquement aux sites
d’inflammation et permettant la libération de I’hormone et la modulation subséquente de

la réponse inflammatoire.
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Figure 5 : Le transport du Cort aux sites inflammatoires (Pemberton et al., 1988)

Toujours dans la méme voie, Hammond et al (1990) démontrérent que le clivage
s’effectuait entre les acides aminés 344 et 345. Conséquemment 2 celui-ci, il notérent
I’apparition de 3 fragments de 5, 10 et 11 kDa sur gel de SDS polyacrylamide. En fait, le
fragment de 5 kDa produit suite au clivage de la CBG est la longueur du peptide en
fonction du nombre d’a.a. qui le composent. Les fragments supplémentaires sont le
résultat de la présence d’une chaine glycosylée plus ou moins longue ancrée entre les a.a.
347 a 349 au niveau de la séquence consensus [Asn-X-Ser/Thr] qui constitue le dernier
site propice a la N-glycosylation avant I’extrémité C-terminale de la protéine. De plus, ils
noterent que la présence de I’ol-inhibiteur de protéase (A1-PI), une protéine produite par
les macrophages (Mornex et al., 1986), de la méme famille que la CBG, empéchait le
clivage de celle-ci lorsque incubée en présence d’élastase. A1-PI exerce sont action anti-
protéolytique en formant un complexe avec 1’élastase, protégeant du méme coup la CBG.
Dans la circulation sanguine, un excés en A1-PI protégerait en permanence la CBG d’un
clivage possible par 1’élastase. Toutefois, I’activité inhibitrice sur 1’élastase de A1-PI est
modifiée au niveau des sites inflammatoires. En effet, la forte production en radicaux
libres qui s’y effectue provoque 1’oxydation d’une méthionine dans le site actif de liaison
a I’élastase, empéchant ainsi la formation du complexe Al-Pl/elastase. La protéase est
libre d’attaquer la CBG, ce qui provoque une diminution capacité de liaison pour le Cort

et conséquemment, le reldichement de I’hormone (Hammond et al., 1990).
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Figure 6 : Différentes formes de la CBG

2.43  Pathologies associées a une modulation de I’activité de la CBG

Les pathologies associées a une déficience du transport des GC sont extrémement rares.
Deux formes de la protéine furent maladroitement associées a une pathologie causée par
une déficience en transcortine chez les humains. En effet, les niveaux de CBG observés
dans ces deux situations sont normaux. Il faudrait plut6t parler d’une déficience dans le
transport hormonal effectué par la protéine puisque ces deux formes expriment une
affinité réduite pour le Cort. La premiére forme a étre caractérisée fut la transcortine
Leuven qui porte une substitution en position 93 de 1’a.a. leucine pour un acide-aminé
histidine (Van Baelen et al., 1993). Plus récemment, la variante CBG Lyon fut décrite.
C’est une substitution de 1’a.a. aspartate en position 367 pour une asparagine qui causerait
la baisse du transport de I’hormone. D’ailleurs, ce site est retrouvé dans la région
carboxy-terminale de la CBG reconnue pour exercer le role de liaison au stéroide
(Emptoz-Bonneton et al., 2000). Récemment, 1’absence totale de CBG dans le sérum de
patients provenant d’une méme famille fut observée. C’est une mutation retrouvée dans le
second exon qui est responsable de la présence prématurée d’un codon stop situé au
niveau de I’a.a. 121. Les niveaux de Cort libre dans la circulation demeurent inchangés

puisque une déficience en Cort total fut aussi observée (Torpy et al., 2001).
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3 Interactions entre les GC et le systéme immunitaire

Depuis le début des années 40, le systéme immunitaire est reconnu comme étant sensible
a I’action des hormones GC. Il a été démontré que 1’axe HPA pouvait réduire la réaction
inflammatoire via la production de GC par le cortex surrénalien (Hench e al., 1949). Des
doses pharmacologiques de GC s’avérent immunosuppressives sur presque tous les
effecteurs de la réponse immunitaire qu’elle soit innée ou acquise, cellulaire ou humorale
(Webster er al., 2002). Les GC suppriment 1’adhésion cellulaire, la migration, 1’activation
des macrophages, la présentation des Ag, I’expression du récepteur des cellules T (TcR),
I’activation de méme que la prolifération, la différentiation et les fonctions cytotoxiques

des cellules T finalement, la production d’Ac par les cellules B (Almawi et al., 2002).

Les effets des GC sur les effecteurs de I'immunité sont causés par I’interaction de cette
hormone avec son récepteur cytosolique. Des études ont révélé que le nombre de ces
récepteurs était de 3 a 4 fois élevé dans le thymus que dans la rate (Miller et al., 1998).
Drailleurs, les lymphocytes T sont probablement les effecteurs de 1'immunité les plus
susceptibles a I’action des GC. Parmi ceux-ci, les thymocytes immatures du thymus sont
particulierement sensibles (Miller er al., 1998). Des niveaux élevés de GC dans la
circulation entrainent une atrophie du thymus et une baisse de la cellularité des ganglions
mésentériques causées par 1’apoptose de ces cellules. De nombreuses études établissent
un réle pour les GC dans la maturation des thymocytes. En contrepartie, les cellules T

matures sont moins sujettes a 1’apoptose causée par les GC (Webster et al., 2002).

De récents travaux viennent jeter une nouvelle lumire sur le potentiel
immunomudulateur des GC (Almawi et al., 2002; Miyaura et Iwata, 2002) . En effet, au
lieu de supprimer ’activité des cellules T, les GC provoquent un changement dans le
patron de cytokines sécrétées en diminuant la production de médiateurs pro-
inflammatoires, mais plutdt anti-inflammatoires. Ces profils peuvent étre catégorisés en
type TH1 ou TH2. Un patron de cytokines de type TH1 est caractérisé par la production
d’IL-2 et d’IFN-y et favorise la réponse immunitaire cellulaire (Miyaura et Iwata, 2002).

Le patron de type TH2 est caractérisé par la production des cytokines IL-4 et IL-10 et est
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associ€ a la réponse humorale via la production d’anticorps par les effecteurs du systéme
immunitaire. A des concentrations physiologiques, les GC inhibent le profil TH1 et
favorisent le profil TH2, d’oil le caractére anti-inflammatoire des GC (Almawi et al.,
2002).

3.1 Le récepteur a glucocorticoides (GR)

Le GR est un membre de la famille des récepteurs aux hormones stéroidiennes au méme
titre que les récepteurs aux estrogénes, a la progestérone, aux mineralocorticoides ainsi
qu’aux hormones thyroidiennes et sa fonction de facteur de transcription est ligand-
dépendante (Webster ez al., 2002). Ces récepteurs possédent tous une structure similaire
qui peut étre caractérisée en 3 régions distinctes. Le domaine N-terminal est impliqué
dans la transactivation; la région médiane, autrement appelée domaine de liaison 2
I’ADN, contient deux structures en doigts de zinc qui permettent la liaison 2 1’ADN: la
partie C-terminale ou domaine de liaison avec le ligand est responsable de I’interaction
avec I’hormone, de méme qu’avec la protéine chaperonne « Heat shock protein » HSP90
et est aussi impliquée dans la dimérisation et la transactivation (Morishima er al., 2000).
Les GC circulent dans le plasma en association avec des protéines de transport, la CBG
ou I’albumine. Tout porte a croire que les GC entrent dans la cellule via un mécanisme de
diffusion passive. Une fois entré dans la cellule, le ligand peut venir lier son récepteur

spécifique (Webster et al., 2002).

Les effets des GC sont produits via leur interaction avec deux types de récepteurs
cytoplasmiques soit les récepteurs aux minéralocorticoides (MR ou de type I) et les
récepteurs aux glucocorticoides (GR ou de type II) (Deak et al., 1999). L’affinité du Cort
pour le MR (KD = 0.5 - 1 nM) est plus grande que pour le GR (KD = 5 — 10 nM), ce qui
implique une occupation plus importante du MR par le Cort sous des conditions basales
(Deak et al., 1999). Toutefois, dans certaines conditions de stress intense, I’expression
différentielle des deux types de récepteurs peut étre modifiée, ce qui améne une plus
grande liaison des GC avec le GR (Deak et al., 1999). De plus, I’expression de ces deux

types de récepteurs est hétérogéne parmi les divers tissus et cellules du systdme
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immunitaire. I fut observé que le thymus exprimait exclusivement du GR et ce, plus
abondamment que n’importe quel autre organe du systéme immunitaire. Par ailleurs, la
rate de méme que les ganglions lymphatiques et les PBMC (cellules mononuclées
périphériques du sang) expriment aussi bien le MR que le GR (Miller et al., 1998). Cette
hétérogénéité dans I’expression des deux récepteurs explique la sensibilité notable du
thymus aux corticostéroides qui se traduit en une forte réduction de la cellularité suite 2
une exposition chronique a ce type d’hormones (Miller et al., 1998). Le GR est essentiel 4
la survie. Un défaut génétique qui empéche la traduction normale du récepteur entraine un
retard dans le développement des poumons qui se traduit inévitablement par la mort du

feetus a la naissance (Schmid et al., 1995).
3.1.1 Le complexe cytoplasmique du GR

Le GR est localisé dans le cytoplasme et forme un complexe multi-protéique inactif
lorsque li€ aux protéines chaperonnes de la famille HSP ainsi qu’aux immunophillines
(Morishima et al, 2000). La fonction principale de ce complexe est de permettre au
récepteur d’acquérir une conformation permettant au ligand de s’y fixer. Il est constitué
de 5 protéines différentes soit un dimére de HSP90 et un monomeére de chacune des
protéines suivantes HSP70, HSP40 (aussi appelé YDJ-1), (HSP organizer protein) Hop et
p23. Seules les protéines HSP90 et 70 assemblées dans une stoechiométrie 2 :1 sont
essentielles au bon repliement du GR. La protéine Hop agit comme une organisateur qui
améliore 1’association des protéine HSP90 et 70 entre-elles (Morishima et al., 2000).
L’assemblage des protéines HSP90 et 70 en un complexe permettant la liaison avec le GR
se fait via un processus impliquant I’ATP. La protéine HSP70 posséde une activité
intrinséque ATPase qui lui permet d’échanger une molécule d’ATP pour de ’ADP. Le
role de la protéine HSP40 est de favoriser cette réaction. Ceci permet a la HSP70
d’obtenir une conformation possédant une forte affinité pour des substrats hydrophobes et
I’assemblage du complexe multi-protéique. Tout comme la HSP70, la HSP90 posséde un
domaine de d’échange ATP/ADP qui régule sa conformation. La protéine p23 se lie 2 la
forme ATP-liée de la HSP9O et la stabilise dans cette conformation, ce qui lui confére une

meilleure affinité pour le ligand (Kanelakis e al., 2002; Rajapandi et al., 2000). Bref,
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sans €tre essentielles & la formation du complexe de chaperonnes, les protéines Hop,

HSP40 et p23 favorisent a leur maniére cette réaction.

3.1.2  Le complexe transcriptionnel du GR

Suite a la liaison de I’hormone au GR, le récepteur se dissocie de son complexe et se
transloque dans le noyau (Kohler et al., 1997). La présence de 2 séquences NLS (nuclear
localization signal), la premiere au niveau du domaine de liaison 2 I’ADN, la seconde
prés du domaine de liaison du ligand, dirigent le récepteur vers le noyau (Kohler et al.,
1997). C’est l'interaction entre ces séquences et certaines protéines telles que la
karyopherin et I’importin-o. qui permet I’ancrage du GR au complexe protéique formant
le pore nucléaire (NPC) (Kohler et al., 1997). La translocation du GR est effectuée via
I’activité GTPase des protéines Ran/TC4 et ppl0/NF2 associées au NPC (Kohler et al.,
1997). A ce moment, le GR homodimérise avec un second complexe ligand-récepteur.
L’homodimerisation se produit lorsque les motifs en helice-10 présents au niveau de la
partie N-terminale du domaine de liaison au ligand se lient entre-eux (Bledsoe et al.,
2002). Cette unité transcriptionnelle active se couple ensuite aux éléments de réponse aux
GC (GRE) via I'interaction des motifs en doigts de zinc du domaine de liaison i I’ADN
du GR et 'ADN. Le GRE est une séquence palindromique de 15 paires de bases,
GGTACAnnnTGTTCT ou n peut étre un nucléotide quelconque. Le nombre de ces
séquences de méme que la présence de boites TATA a proximité d’un géne en
augmentent sa transcription (Robyr et al., 2000). La liaison du GR & I’ADN provoque le
recrutement de molécules co-activatrices comme la CREB-binding protein (CBP/p300) et
le steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) (Robyr e al., 2000). La CBP/p300 est une
grosse protéine qui posséde une activité histone acétyle transferase (HAT), c’est-a-dire
qu’elle est en mesure de dérouler I’ADN des histones, rendant le géne plus accessible
(Robyr et al., 2000). Cette activité augmente grandement le pouvoir transcriptionnel du
complexe et permet le recrutement de la RNA polymerase II et de médiateurs de la
transcription. Parmi ceux-ci citons : la protéine d’interaction avec le GR (GRIP-1) qui
augmente 1’activité HAT, la TATA binding protein (TBP), les facteurs associés a la TBP
(TAF) ainsi que les membres de la famille « Switch » (SWI) (Robyr et al., 2000).
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Figure 7 : Le complexe transcriptionnel du GR lié A PADN. La liaison de Phormone GC i son
récepteur provoque le détachement des protéines chaperones et la translocation du récepteur vers le
noyau. Il s’en suit le recrutement des cofacteurs et la formation d’un complexe transcriptionnel actif.

(inspiré de Adcock et al. 2000)

3.1.3  Mécanismes d’action des GC au niveau transcriptionnel

Les GC provoquent la transcription de certains génes qui encodent pour des facteurs anti-
inflammatoires tels que la lipocortin-1, le récepteur soluble de IL-1, I’inhibiteur de
leucoprotéases du sérum de méme qu’l-kBo (Adcock et al., 2000). Toutefois, 1’action
anti-inflammatoire des GC est effectuée via I’inhibiton de la transcription des génes
activant la réponse inflammatoire et immunitaire. Pendant longtemps, on croyait que
I’effet inhibiteur de GC se faisait via des éléments négatifs de réponse aux GC (nGRE)
contenus dans les promoteurs de ces facteurs (Adcock et al., 2000). Cependant,
I’existence de ces derniers au niveau des génes régulés négativement par les GC reste 2
démontrer. Les effets li€és au GR se produisent généralement par une interaction
protéine/protéine avec d’autres facteurs de transcriptions tels que AP-1, NF-xB de méme
que C/EBPB, tous trois impliqués dans l'expression de génes pro-inflammatoires

(Webster et al., 2002).

AP-1 est un facteur de transcription formé d’un homodimére ou d’hétérodimeére des

protéines c-Fos et c-Jun. Sa liaison au site AP-1 permet I’expression des génes encodant
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pour des cytokines telle que I'Il-2, 'TFN-y et I'TL-1 (Adcock, 2000). L’effet inhibiteur du
GR sur AP-1 est principalement causé par la formation d’hétérodimeres GR/c-Fos, mais
aussi par I'induction d’une protéine, GILZ (glucocorticoid induced leucine zipper) qui
dimérise avec c-Jun et c-Fos et empéchent leur liaison 3 '’ADN (McKay et Cidlowski,
1999; Mittelstadt et Ashwell, 2001). AP-1 exerce son action en recrutant un complexe
CBP (Adcock, 2000). I fut démontré qu’un monomére de GR pouvait entrer en
compétition pour la protéine CBP et diminuer le déroulement de I’ADN (Adcock, 2000).
De plus, le GR peut recruter un complexe de désacétylation des histones (HDAC) qui
viendra diminuer localement I’activité HAT du complexe CBP/p300 et ainsi réduire la
transcription a partir de AP-1 (Ito et al., 2000). Récemment, il fut prouvé que le GR était
en mesure de réduire la phosphorylation de Jun au niveau de résidus Ser-63/73, donc
d’inhiber I’activation de AP-1 en bloquant la cascade de signalement JNK (c-Jun NH2-
terminal kinase) (Adcock, 2000).

Les GC peuvent aussi inhiber I’activité du facteur de transcription NF-kB (Mckay et
Cidlowski, 1999). NF-xB est composé des protéines p65, C-Rel et Rel-B qui contiennent
un domaine C-terminal de transactivation et des protéines p50 et p52 (NFxB2) qui
possedent un site d’interaction avec les membres de la famille I-kB (McKay et Cidlowski,
1999). Ainsi, NF-xB se trouve complexé dans le cytoplasme lorsque lié a la protéine
inhibitrice I-xB. Suite a la liaison de certaines cytokines pro-inflammatoires & leur
récepteur membranaire par exemple, le TNF-o et I'IL-1, I-kB devient phosphorylé,
ubiquitiné et dirigé vers le protéasome pour y étre dégradé (Almawi et Melemedjian,
2002) . Ceci libere NF-kB qui se transloque dans le noyau. Une fois dans le noyau, NF-
KB initie la transcription des génes de cytokines pro-inflammatoires. Deux écoles de
pensées s’opposent quant aux effets répressifs des GC sur NF-kB. La premigre stipule
que les GC induisent, via le GR, I’expression de la protéine I-kB qui séquestre NF-xB
dans le cytoplasme et empéche sa translocation dans le noyau. Ce mécanisme fut

particuliérement étudié au niveau des monocytes et des lymphocytes (Adcock, 2001).



32

P oTTTTTTTTT TR
| seconds messagers, |
| kinases J

séquestration
dégrodation par dans le cytoplasme
le protéasome

Figure 8 : Inhibition de I’activité transcriptionnelle de NF-xB par ’induction de I-xB. La liaison du
complexe transcriptionnel du GR i la séquence GRE contenue dans le géne de IxB provoque la
synthése de la protéine qui se lie 2 NF-xB et le séquestre dans le cytoplasme. La phosphorylation de

IxB empéche sa liaison & NF-«B (inspiré de Adcock, 2001)

Le second modele suggere une interaction directe entre le GR et NF-kB. Une unité
monomeérique du GR se lie spécifiquement avec la sous-unité p65 du complexe NF-xB
pour en inhiber sa liaison a I’ADN. La présence de deux a.a. localisés dans la partie C-
terminale des motifs en doigts de zinc du GR est essentielle 2 la liaison de NF-xB. (Liden
et al., 1997). Aussi, le GR peut se lier 2 NF-kB sans empécher I’interaction du facteur de
transcription a I’ADN. Le GR s’associe a NF-kB au niveau du domaine de transactivation
de p65 et empéche ainsi le recrutement de facteurs de transcriptions associés 2 la boite

TATA (TFII-D) (Almawi et Melemedjian, 2002).

Finalement, le GR pourrait entrer en compétition avec NF-kB dans le recrutement de co-
activateurs tels que SRC-1 et CBP (Refojo er al., 2001). Il fut démontré que le fait

d’augmenter les niveaux de CBP et de SRC-1 rétablissait I’activité transcriptionnelle de

NF-xB inhibée par le GR (Sheppard et al., 1998).
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3.1.4 Larésistance aux GC: forme § du récepteur

Chez I’humain, le géne du GR encode pour deux isoformes du récepteur, o, et B. La plus
abondante et celle exprimée de maniére ubiquitaire dans le cytoplasme des cellules du
corps humain est la forme o.. L’activité transcriptionnelle du GR lui est attribuée. Le GRp
constitue une forme tronquée du GRa, puisque les 50 derniers a.a. sont remplacés par une
extrémité C-terminale qui ne compte que 15 a.a (Leung et al., 1997). Ainsi, le GRp ne lie
aucun ligand et ne possede aucune activité transcriptionnelle. Toutefois, des essais de
liaisons & I’ADN ont démontré une interaction entre le GRJ et les séquences GRE, donc
une compétition possible entre les deux formes du récepteur. (Bamberger et al., 1995).
Plus tard, il fut démontré que la forme B du récepteur agissait en tant que dominant
négatif en formant, avec le GRo, des hétérodimeéres transcriptionnellement inactifs
(Oakley et al., 1996). On relia le phénomeéne de résistance aux GC observé dans le
traitement de nombreuses pathologies inflammatoires a 1’augmentation de I’expression du
GRp (Leung er al., 1997; Hamid er al., 1999; Christodoulopoulos et al., 2000). Par la
suite, il fut prouvé que le TNF-o. et IL-1, deux cytokines pro-inflammatoires agissaient au
niveau du géne du GR en augmentant préférentiellement 1’expression de la forme B

(Webster et al., 2001).

3.2 Effets des GC sur les effecteurs de I’immunité

L’impact des GC sur les différents effecteurs du systéme immunitaire est trés important et
varie selon le type cellulaire. Ainsi, les GC empéchent la maturation, la migration, le
reldchement de cytokines pro-inflammatoires de méme que I’activité de phagocytose et
I’apoptose de certains types cellulaires. Le tableau qui suit résume les effets des GC sur

les principaux effecteurs de I’immunité.
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Tableau 1 : Description des différents effets causés par les GC sur les principaux effecteurs de

immunité.

Type cellulaire

Effets

Lymphocyte T immature

T apoptose des cellules doubles positives (Pazirandeh et al., 2002)
! maturation (Lechner et al., 2001)

Lymphocyte T mature

ldela production de cytokines pro-inflammatoires (Kovalovky et al., 2000)
T de la production de cytokines anti-inflammatoires (Kovalovky et al., 2000)

T apoptose des précurseurs immatures (Lill-Elghanian et al., 2002)

Lymphocyte B T apoptose des cellules matures (Perandones et al., 1993)
Modulation de la sécrétion des Ac : T production IgE (Wu ez al., 1991)
! Relachement de cytokines pro-inflammatoires : TNF-c, IL-1f, IL-6, IL-8 (Joyce et
al, 2001)
Macrophage

| Relachement de NO (Maridonneau-Parini et al., 1989)
4 Relachement de PGE, (Masferrer et al., 1992)

PBMC (monocyte)

T Expression de Fas/Fas ligand, apoptose (Schmidt et al., 2001)
1 Relichement de cytokines pro-inflammatoires : TNF-o, IL-1B, IL-6, IL-8 (Joyce et
al, 1997)

Granulocyte

| migration (Goulding et al., 1998)
{ phagocytose (Goulding et al., 1998)
T survie cellulaire (Strickland et al., 2001)

1 Maturation (baisse de I'expression du CD80, CD86) (Verhoeven et al., 2000)

Cellule dendritique { de P’activité de présentation des Ag (Verhoeven et al., 2000)
T apoptose (Brokaw et al., 1998)
Cellule NK  de Iactivité de phagocytose (Gatti et al., 1987)

3.2.1 Macrophages et monocytes

Parmi les effecteurs de la réponse inflammatoire sensibles & I’action inhibitrice des GC,

se trouvent les monocytes/macrophages (Joyce et al., 1997). L’effet principal des GC sur

ces cellules est une diminution de la production des médiateurs de 1’inflammation tels

que : le TNF-o, IL-1B, IL-6 et IL-8 (Joyce et al., 2001). Le contrdle qu’exercent les GC

sur la sécrétion de TNF-o. par les monocytes/macrophages est principalement relié a la

diminution de I’activité des facteurs de transcription de la famille NF-xB (Adcock et al.,

1997). Le promoteur

du géne encodant pour le TNF-o ne contient aucun élément de

réponse aux GC, mais comporte un site de liaison pour les facteurs de transcription NF-

KB et AP-1 (Joyce et al., 1997). L’inhibition de la liaison de ces facteurs 2 I’ADN est

causée par une interaction entre le récepteur aux GC et la sous-unité Rel-A du complexe

NF-kB de méme que par I’induction de la synthése de I-xB (Auphan et al., 1995). De
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plus, les GC sont reconnus pour diminuer 1’expression en surface du CD14, un récepteur
connu pour lier les LPS, de puissants inducteurs de la synthése de TNF-o. (Nockher et

Scherberich, 1997).

Aussi, les GC inhibent la production de prostaglandines et d’oxyde nitreux
(Maridonneau-Parini et al., 1989; Masferrer et al., 1992). Ces deux produits sont relichés
en grande quantité par des macrophages activés. In vivo, il fut observé que
I’administration de GC diminuait I’activité de 1’enzyme COX-2 chez des macrophages
péritonéaux (Masferrer et al.,, 1994). Cet effet est de nature post-transcriptionnelle et
implique la diminution de la stabilité€ du plus court des deux transcrits primaires codant
pour I’enzyme COX-2. Par ailleurs, il fut démontré que les GC pouvaient induire
I’apoptose chez les monocytes en augmentant 1’expression en surface des marqueurs
CD95 et CDISL (Fas et Fas ligand) impliqués dans une cascade entrainant 1’activation

des caspases 3 et 8 et la mort de la cellule (Schmidt et al. 2001).

3.2.2  Granulocytes

Les granulocytes (basophiles, éosinophiles et neutrophiles) sont des cellules de
I'immunité non spécifique et les premiéres cellules recrutées aux sites inflammatoires.
Ces cellules exercent un potentiel pro-inflammatoire puissant et sont impliquées dans
diverses réactions allergiques et maladies inflammatoires telles que 1’arthrite rhumatoide
et la bronchite chronique (Goulding et al., 1998). Les neutrophiles sont attirés aux sites
inflammatoires en réponse a divers signaux chemotactiques générés localement. Ces
signaux incluent les facteurs du complément, principalement le C5a, les molécules
d’origine microbienne (LPS) mais aussi diverses chemokines par exemple, I'IL-8
(Goulding et al., 1998). Un neutrophile activé est un puissant inducteur de la réponse
inflammatoire. L’effet est produit via le reldchement de diverses cytokines, chemokines et
facteurs de croissance tels IL-1, IL-6 et le TNF-q, IL-8 et MIP-1¢ et finalement le facteur

stimulant les colonies de macrophages (M-CSF) et G-CSF (Goulding et al., 1998).
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L’action inhibitrice des GC sur le neutrophile est vaste. Celle-ci implique une baisse de la
migration, de I’expression de molécules d’adhésion, de I’extravasation et I’inhibition de
la phagocytose (Van Wetering et al., 2002). De plus, les GC empéchent le reldchement de
médiateurs pro-inflammatoires. I fut démontré que les GC inhibaient la sécrétion de
défensines, des peptides qui favorisent la sécrétion d’II-8 par les cellules épithéliales (Van

Wetering et al., 2002).

Paradoxalement, tout en inhibant 1’activité pro-inflammatoire des neutrophiles, les GC
favorisent la survie de ces derniers. Cet effet semble &tre causé par I’augmentation de
I’expression de la forme B du GR. De plus, il fut démontré que 1’IL-8 pouvait agir en
synergie avec les GC en augmentant le ratio GRB/GRo, favorisant du méme coup la

survie de ces cellules (Strickland et al., 2001).
3.3 Action des GC sur les cellules T

Vers 1920, il fut observé qu’une surrénalectomie (ablation des glandes surrénales)
s’accompagnait d’une hypertrophie du thymus (Sapolsky et al., 2000). Cette situation
établissait pour la premiére fois un lien entre les systtmes immunitaire et
neuroendocrinien en démontrant que les niveaux circulants de GC avaient un effet sur le
thymus. Les recherches dans les décennies suivantes ont permis d’établir que 1’action des
GC était directement lié 2 une perturbation de la maturation des lymphocytes T (Webster
et al., 2002). De plus, une action directe des GC sur la différentiation des cellules T en
cellules effectrices a été démontrée. Dans les sections suivantes, nous verrons 1’action des

GC au niveau de la différentiation et la mort des cellules T.

3.3.1 La maturation des thymocytes

Le thymus joue un rdle clé dans la différentiation et la sélection des cellules T
fonctionnelles. Les cellules qui se différencient en cellules T matures dérivent toutes de
précurseurs hématopoiétiques issus du foie fétal ou de la moelle osseuse qui migrent vers

le thymus attirés par certains facteurs (Imhof e al., 1988). La thymotaxin, un peptide de
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11 kDa produit par les cellules épithéliales du thymus fut identifiée comme un puissant
chemo-attractant exclusif aux précurseurs des cellules T (Imhof et al., 1988). L’analyse
structurale de cette molécule permit de découvrir qu’elle était identique 2 une protéine
déja connue, la Br-microglobulin, une des chaines constituant le complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe 1 (Dargemont ef al., 1989). De plus, différentes
études ont permis de montrer la production dans le thymus de diverses chemokines
incluant : la protéine inflammatoire de macrophage (MIP-2), le facteur dérivé des cellules
stromales (SDF-1), la MIP-1c,, MIP-1B et MIP-1y ainsi que les chemokines relatives
I’activation (TARC) et a I’expression dans le thymus (TECK) (Wilkinson et al., 1999).
Par ailleurs, les thymocytes immatures possédent les récepteurs CCR4, CCRS, CCR7,
CCR8 et CCR9 qui leurs permettent de lier les facteurs énoncés précédemment (Norment
et al., 2000). Ces récepteurs semblent €tre couplés aux protéines G puisque la
colonisation du thymus fut contrée par la toxine pertussique, un inhibiteur du signalement

des récepteurs a chemokines (Norment et al., 2000).

Les cellules qui pénétrent dans le thymus possédent a leur surface le marquer Thy-1+,
mais n’expriment ni les chalnes formant le récepteur des cellules T (TcR), ni les
molécules de co-stimulation CD4" et CD8" (Wada et al., 1996). Ces cellules sont dites
doubles-négatives (DN) et logent principalement dans la partie sous-capsulaire de
I'organe. Le stade DN est caractérisé par I’expression différentielle des marqueurs de
surface CD25 et CD44 (Janeway et Travers, 1997). Ainsi, 4 stades, allant de DN1 3 DN4
se succedent, le dernier est atteint lorsqu’une cellule n’exprime ni 1’un, ni I’autre de ces
deux marqueurs de surface. Les thymocytes immatures, 97% d’entres-eux sont
caractérisés par l’expression en surface du marqueur CD24 ou «heat stable antigen
(HSA) » et la perte de celui-ci est un événement qui marque la maturation des cellules et
précede leur migration vers la périphérie (Wilson er al., 1988). La maturation d’une
cellule T se déroule en différentes étapes successives et implique la migration des cellules
a travers l'organe, de la zone sous-capsulaire au cortex et finalement 2 la médulla
(Janeway et Travers, 1997). Le mouvement des cellules dans le thymus est assuré par
I’expression a la surface des thymocytes immatures de molécules d’adhésion et
d’intégrines telles que: ICAM-1, CD18, CD2/LFA-3 et CD44 (Wada et al., 1996; Barda-
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Saad er al., 1999). De plus, I’expression de la cadhérine-E, une protéine impliquée dans
I’adhésion des cellules, exprimée 2 la surface des thymocytes immatures et de
I’épithélium du thymus, semble jouer un réle important dans la transition des cellules de
la zone sous-capsulaire au cortex (Lee et al., 1994). L’expression 2 la surface des
fibroblastes contenus dans la médulla de la protéine SDF-1 et de son récepteur CXCR-4
la surface des thymocytes immatures (DN) permettrait leur passage 2 travers la membrane
cortico-medullaire, les dirigeant ainsi vers la médulla pour y poursuivre leur

développement (Suzuki et al., 1999).

capsule cellule

dpithéliale
cortitale
(origine

{ravées

. eclodermique)
Cortex 1 gothelium
sous-
thymocyte
capsulaire (origine
moslls ossausa)
jonction cor-
- lico-médul- cellule
laire épithéliale
madullaire (ori-
gine endoder-
migue
cellule
i dendritique
Medulla (origine moelle
corpuscule 0s88US8)
de Hassall

macrophage (origi-
ne moelle osseu-
se)

Figure 9 : Structure du thymus (tiré de Janeway et Travers, 1997)

Le role premier du thymus est d’établir un répertoire de cellules T capables de reconnaitre

et d’étre activées par un éventail tout aussi étendu d’antigénes présentés par les molécules
p
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du CMH du soi, et d’éliminer les cellules auto-réactives, c’est-a-dire celles qui
démontreraient une activité particuliére pour des antigénes du soi (Vacchio et Ashwell,
2000). Ce processus est constitué de multiples étapes rigoureuses de sélection. La
diversité du répertoire est assurée par le réarrangement des génes V, D et J qui lorsque
joints par un processus d’épissage alternatif, encodent les chaines formant le TcR
(Vacchio et Ashwell, 2000). Prés de la moitié des cellules DN ne réussiront pas a
réarranger leurs génes de telle sorte que le nouveau cadre de lecture permettent
I’expression a la surface d’un TcRp fonctionnel (Ashwell et al., 2000). L’élimination de
cellules non-fonctionnelles est assurée par un processus appelé f-sélection et s’effectue
selon un mécanisme de mort par apoptose impliquant notamment I’activité pro-

apoptotique de la protéine P53 (Costello et al., 2000).

Pour progresser au dela de la B-sélection, les thymocytes doivent étre en mesure de
former et d’activer un complexe pre-TcR. Celui-ci est composé des chaines accessoires ¥,
d, €, et de I’homodimére {- qui s’associent pour former le complexe CD3. Cette étape
est cruciale dans la progression de la cellule au stade de double-positivité (DP) caractérisé
par la co-expression des chaines du CD4" et CD8" (Shinkai et al., 1993). Les facteurs de
transcription de la famille EGR (Early Growth Response) notamment EGRI1, 2 et 3,
jouent un rdle essentiel dans le développement des thymocytes puisqu’en inhibant ceux-ci
on bloque la passage du stade DN au stade DP (Carleton et al., 2002). C’est durant ce
stade que les cellules proliférent rapidement et entament leur processus de réarrangement

des geénes associés a |I’expression en surface de la chaine o du TcR.

Alors, s’amorce un processus rigoureux de sélection qui empéche la progression de la
maturation des cellules T non-fonctionnelles ou potentiellement dommageables pour
I’organisme. Les thymocytes sont triés selon leur habilité i réagir avec le complexe formé
d’un peptide présenté par les molécules du CMH du soi exprimés 2 la surface des cellules
stromales du thymus (Janeway et Travers, 1997). Les cellules possédant un TcR ne
reconnaissant pas le CMH du soi, sont dépourvues de toute utilité et meurent par
«négligeance » selon un mécanisme apoptotique impliquant la voie mitochondriale

(Vacchio et Ashwell, 2000). L’apoptose mitochondriale est régit par 1’équilibre des
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protéines anti-apoptotiques telles que Bcl-2 et Bcl-X1 et pro-apoptotique telle que Bax,
qui s’insérent dans la membrane mitochondriale et en régulent la sortie du cytochrome C
dans le cytoplasme (Zhang et al., 2000). Le cytochrome C sera intégré aux protéines
Apaf-1 formant un complexe pro-apoptotique actif appelé apoptosome. Ce complexe est
reconnu pour procéder au clivage des caspases (Matsuki et al., 2002). A I’autre extréme,
les thymocytes qui expriment un TcR de forte avidité pour un peptide du soi présenté par
les molécules du CMH sont éliminés via un processus apoptotique impliquant I’activation
du TcR (sélection négative) (Vacchio et Ashwell, 2000). Le signalement intracellulaire
induit par la liaison du TcR au complexe CMH/peptide du soi nécessite I’activité de
phosphorylation du proto-oncogéne Lck sur les motifs «ITAMs » retrouvés
principalement sur les chaines du CD3 associées a la portion intracellulaire du TcR
(Janeway et Travers, 1997). La mort par apoptose de ces cellules serait causée par

Iactivation de la protéine kinase C (PKC) (Asada et al., 2000).

Par ailleurs, seuls les thymocytes qui portent un TcR reconnaissant avec une avidité faible
4 modérée le complexe CMH/peptide du soi subissent une sélection positive. Les autres
cellules qui expriment un récepteur avec une avidité trés faible ou trés forte pour le CMH
du soi ou qui n’ont pas réussi & réarranger leurs génes du TcR sont dirigées en apoptose
(Ashwell et al., 2000). Les mécanismes intracellulaires causant la survie des thymocytes
nécessitent ’expression du CD28 a la surface de ces cellules de méme que les
signalements via les voies (extracellular related kinase) ERK et celle des (mitogen
activated protein) Ras/MAPkinases et I’augmentation de 1’expression de certains facteurs

de survie par exemple, Bcl-2 (McKean et al., 2001).

Une variété de marqueurs caractérisent les cellules matures. Chez la souris, une forte
expression du marqueur Qa.2 est remarquée a la surface des cellules les plus matures,
prétes a émigrer vers la périphérie (Pénit et Vasseur, 1997). L’acquisition de ce marqueur
se fait au dela des étapes de sélections, lorsque les cellules atteignent la médulla. Elles y

résident pendant 7 jours avant d’étre exportées vers la périphérie (Tian er al., 2001).
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3.3.2 Role des GC dans le thymus

L’importance des GC dans 1’équilibre de la mort ou de la survie des thymocytes lors de
leur maturation demeure un sujet litigieux. Cependant, certains faits nous font croire que
les GC ont un réle a jouer dans le développement des thymocytes. 1) Les cellules
épithéliales du thymus possédent un caractére stéroidogénique (Vacchio et al., 1994). 2)
Les thymocytes sont particulitrement sensibles & I’apoptose provoquée par les GC
(Pazirandeh et al., 1999). 3) L’utilisation d’inhibiteurs de la synthése de stéroides
augmente le délétion des thymocytes lorsque stimulés par 1’engagement de leur TcR
(Vacchio et Ashwell, 2000). 4) Des souris transgéniques qui expriment un transcrit anti-
sens rendant impossible la synthese du GR possédent un thymus atrophié causé par la
déplétion sélective des cellules DP (King et al., 1995). Ces cellules deviennent
particuliérement sensibles a 1’apoptose lorsque stimulés via I’engagement du TcR (King
et al., 1995). Le contraire est aussi vrai. 5) L’effet délétére des GC sur les thymocytes DP
fut démontré chez des souris transgéniques surrexprimant le géne du GR dont le
promoteur €tait sous le contrdle de la p56Lck. Ces cellules entraient en apoptose via

I’engagement du TcR (Pazirandeh et al., 2002).

En contre partie, certaines études affichent des résultats controversés sur le rdle exact des
GC dans la maturation des thymocytes. Le développement normal du répertoire de
lymphocytes T fut démontré chez des souris déficientes en GR (Purton et al., 2000).
Aussi, il semble que le role des cellules épithéliales du thymus dans la production de GC
soit lui aussi contesté. Les travaux de Jenkinson et al., (1999) viennent en contradiction
avec des études citées précédemment. IIs démontrérent I’expression des enzymes
stéroidogéniques non pas au niveau du tissu épithélial, mais plutét chez les thymocytes
DP prét a subir la sélection positive. Quoiqu’il en soit, I'idée de I’antagonisme mutuel fut
évoquée pour expliquer le réle des GC au niveau de la maturation des thymocytes. II
semble que les GC inhibent le signalement intracellulaire provoqué par 1’engagement du
TcR lors de la sélection positive en créant une fenétre de sélection od seuls les

thymocytes portant une TcR qui réagit avec une avidité moyenne pour le complexe
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Ag/CMH du soi, peuvent poursuivre leur maturation (Vacchio et Ashwell, 1997: Vacchio
etal., 1999).

3.3.2.1 Production de GC dans le thymus

La synthese locale de pregnenolone et de deoxycorticosterone remarquée dans le thymus
de souris ouvrit la voie 2 des études plus poussées qui démontrérent la présence de
certaines enzymes responsables de la synthése des GC exclusivement sur les cellules
épithéliales qui tapissent et soutiennent I’organe (Vacchio et al., 1994). Ces enzymes
contenues dans les mitochondries des cellules épithéliales du thymus furent définies
comme étant la 1lo-hydroxylase (P450scc), la 21-hydroxylase (P450c21) et la 11B-
HSD1 (P450c11B) (Pazirandeh er al. 1999, Lechner et al., 2000). De méme, la présence
de ce lot d’enzymes fut démontré chez le poulet. Cette découverte vint renforcer 1’idée
que la production locale de GC au niveau du thymus joue un réle dans la maturation des

thymocytes (Lechner et al., 2001).

PdSOsce P450c17a
17a-hydroxy Androgénes

g —Jp pregnenolone we=Pp -

cholesterol p pregnenolone oestrogénes

33-HSD l
P450ci 7
progesterone e—j 17a-hydroxy

3B-HSD

progesterone
P450c21 l * P450c21
11-deoxy- 11-deoxy-
corticosterone cortisol
P450c1IB l l P450c1Ip
corticosterone cortisol

Figure 10 : Voies enzymatiques de la synthése des stéroides
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3.3.2.2 Mécanisme d’action des GC sur la maturation des thymocytes

Les mécanismes 2 travers lesquels les GC régulent la sélection positive des thymocytes
demeurent a ce jour inconnus. Le développement des cellules T est inhérent au
signalement induit par le TcR. Les GC atténuent ce signalement en diminuant la
phosphorylation des chaines { associées au complexe CD3, de ZAP-70 et de LAT (Van
Laethem ez al., 2001). Cette baisse de la phosphorylation n’est pas causée par une
diminution de I’activité kinase, mais plutét par un défaut dans la localisation de ces
molécules 2 la membrane plasmique (Van Laethem et al., 2001). Le mécanisme par

lequel les GC modulent ce transit demeure inconnu.

La sensibilité des thymocytes aux GC de méme que I’expression du GR différent 2 travers
les différentes sous-populations du thymus. Il fut démontré que 1’expression du GR était
forte au stade DN, diminuait grandement au stade DP et augmentait au niveau des cellules
matures (Berki et al., 2002). L’augmentation du GR au stade DN semble suivre la hausse
de I’expression en surface du CD25. Le signalement 2 partir du complexe pré-TcR semble
causer la diminution de I’expression du GR observé au stade DP. Par ailleurs, la
sensibilité aux GC est inversement proportionnelle & 1’expression du GR puisque les
cellules DP s’averent étre les plus susceptibles  la mort induite par les GC (Brewer et al.,
2002a).

34 Effet des GC sur les cellules T matures

Les effets des GC sur les cellules lymphoides sont multiples et incluent I’arrét du cycle
cellulaire en phase G1, la mort cellulaire programmée des cellules pré-B, des cellules T
matures retrouvées en périphérie ainsi que de nombreuses lignées cellulaires leucémiques
(Planey et Litwack, 2000). L’activité des cellules T nécessite 1’expression coordonnée de
nombreuses molécules dont I'IL-2 et le récepteur & I’'TL-2 (Janeway et Travers, 1997). Les
GC sont reconnus pour perturber le signalement A partir du récepteur a I'IL-2.
Récemment, il fut démontré que les GC favorisaient I’expression de la protéine GILZ

(glucocorticoid induced leucine zipper) (Mittelstadt et Ashwell, 2001). Celle-ci forme un
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complexe avec NF-kB en s’associant aussi bien avec les sous-unité p65 et p52 et inhibe
par le fait méme, la liaison & I’ADN du facteur de transcription. En fait, GILZ se
complexe & NF-xB dans le cytoplasme et diminue sa translocation dans le noyau (Ayroldi

etal., 2001).

34.1 Différentiation des cellules T CD4* en Thl vs Th2

Lorsque stimulées, les cellules T CD4" se différencient en cellule T auxilliaire (Th), Thl
ou Th2, chacune exprimant un profil de cytokines et une activité qui leur est propre
(Janeway et Travers, 1997). Les cellules Thl sont caractérisées par I’expression de
cytokines pro-inflammatoires telles que INF-y, I'TL-2 et le TNF-$ (Kovalovsky et al.,
2000). Les cellules de type Th2 sont caractérisées par la production de cytokines anti-
inflammatoires telles que IL-4, IL-5, IL-10 et IL-13 provoquant la différentiation des
cellules B et la production d’Ac contre les pathoggnes . Le contréle du profil de sécrétion
de cytokines par les cellules T est effectué par le type de cellules présentatrices
d’antigenes (CPA), la force de signalement du TcR avec I’antigéne qui lui est présenté, de
méme que la présence des cytokines dans 1’environnement (Kovalovsky et al., 2000). En

effet, la maturation des cellules Th2 est favorisée par I'TL-1 et 'TL-12 tandis que I’IFN-y.

Les GC ciblent principalement les monocytes/macrophages plutdt que la cellule T pour
I'induction d’un phénotype Th2. Les GC inhibent la production de I'IL-1 par les
macrophages et stimulent celle du récepteur soluble a I'IL-1 un antagoniste du
signalement de cette cytokine (Kovalovsky et al, 1998). L'expression différentielle du
récepteur a I'IL-1 a la surface des cellules Thi et Th2 a été démontré comme déterminant
dans le développement des cellules Thl. (Almawi et al., 2002). De plus, en bloquant
préférentiellement la synthése de IL-12 par les monocytes et macrophages, les GC
induisent un phénotype Th2. Les cellules de type Thl expriment le récepteur a3 I'IL-12
tandis qu’il n’est pas retrouvé a la surface des cellules de type Th2. L’inhibition de la
synthése de I'IL-12 par les GC implique 1’action du GR sur Iétat de phosphorylation de
la protéine Stat4 nécessaire au signalement qui découle de la liaison de I'IL-12 i son

récepteur (Hasko et Szabo, 1999). De plus, les GC diminuent I’expression en surface des



45

chaines B1 et B2 du récepteur a IL-12. Le mode d’action des GC sur la répression de la
synthese de I'IL-12 est relié a I'inhibition de la liaison de NF-xB au promoteur du géne

(Hasko et Szabo, 1999).

Par ailleurs, le profil de cytokines produites par les cellules CD8* est aussi influencé par
les GC. 11 fut démontré qu’un traitement de ces cellules avec du Dex provoquait une
augmentation de la production d’IL-10 ainsi qu’une inhibition de la synthése d’IL-4, IL-5
et IL-13. Cet effet nécessite la présence d’IL-4 de méme que celle des CPA.
L’augmentation de la synthése de I'IL-10 en présence de GC serait relié i la présence
d’une séquence GRE au niveau du promoteur du géne de cette cytokine. Conséquemment,
la production d’IL-10 dans le milieu causa une diminution de 1’expression du récepteur 2

I’'IL-2 de méme que I’inhibition de la production d’IFN-y (Richards et al. 2000).
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4. Réponse de I’organisme au stress de la brilure

Les blessures par brillures sévéres sont associées avec un débalancement général du
sytéme endocrinien et la production d’hormones de stress par les glandes surrénales
(Matsui et al., 1991). De plus, I’altération des fonctions du syst®me immunitaire fut
remarquée chez des patients gravement brilés. Une relation directe fut établie entre
I’étendue de la brilure et la sévérité de I’immunosuppression chez le patient (Gianotti et
al., 1993). Suite a une britlure sévére, la peau subit d’énormes dommages et n’est plus en
mesure d’exercer son rdle de barriére protectrice. De plus, ’intégrité de la membrane
gastro-intestinale est touchée. Cette situation met en péril notre co-existence avec divers
micro-organismes qui nous entourent. Lorsque ces bactéries pénétrent notre systeme il
s’ensuit une réponse inflammatoire de type local. Toutefois, si cette réponse n’arréte pas
I"infiltration microbienne, il y aura une colonisation successive des systémes curculatoires
et lymphatiques. Une réponse inflammatoire systémique se développera alors, engageant
simultanément les défenses humorales et cellulaires du systéme immunitaire. Des
observations ont permis de relier le taux de mortalité 2 1’aire de la surface briilée (Berry et

al., 1982). Par ailleurs, une seconde corrélation fut notée entre I’étendue de la zone briilée

et la chute des fonctions relatives a I’activité des cellules T (Munster et Gressitt, 1973)

4.1 Physiologie de la briilure

La brilure sévére entraine une réponse métabolique de type biphasique. Durant les
premiers jours suivant le traumatisme, on observe une diminution du volume sanguin, une
diminution de la perfusion des tissus situés en périphériec de méme qu’une faible
consommation d’oxygene. Cette phase d’une durée de 10 jours précéde celle plus longue
qui s’achéve au-dela de la guérison des plaies. Celle-ci est caractérisée par une perte de
poids importante, un hypermétabolisme cellulaire, le catabolisme des graisses et des
protéines, une augmentation de la consommation d’oxygeéne et une dépense énergétique
importante (Tredget et Yu, 1992; Wolfe er al., 1989). L’énergie provient principalement
du glucose. Toutefois, la demande est telle que rapidement la concentration plasmatique

en sucre n’est pas suffisante pour répondre i la demande. Le foie procéde alors 3 la
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gluconéogénése, soit la production de glucose via I'utilisation des acides gras et a.a. Le
tissu musculaire constitue le principal réservoir d’a.a. dans I’organisme. Les GC de méme
que les cytokines pro-inflammatoires TNF-o et IL-1 sont les principaux médiateurs

responsables de la protéolyse musculaire (Hasselgren, 2000).

La concentration plasmatique en protéines est modifiée suite 2 une brilure sévére ou en
situation d’infection. La fraction des protéines dont la concentration plasmatique
augmente en réponse aux traumatismes sont dites de phase aigiie. Cette classe de protéine
comprend la protéine réactive-C, ’alpha-1 glycoprotéine, le fibrinogéne. Parallément, la
chiite des niveaux de nombreuses protéines est observée en situation de traumatismes.
C’est le cas notamment de I’albumine, la transferrin, la pré-albumine et la protéine de
liaison au rétinol (Sevaljevic et al., 1989). Les principaux facteurs stimulant la synthése
des protéines de phase aigiies sont des médiateurs relachés par les leucocytes activés :
I'IL-1 et le facteur stimulant des hépatocytes (HSF). Paradoxalement, méme si la CBG
fait partie de la méme classe de protéine que 1’alpha-1 glycoprotéine, sa synthése semble

étre diminuée en situation de brilure sévére (Wolfe et al., 1989).

L’intégrité de la barriére gastro-intestinale est sévérement touchée lors d’un traumatisme.
Normalement, le tractus gastro-intestinal est efficace pour retenir les microorganismes.
Cette barriére est formée de trois composantes. La premiére est constitué d’une barriére
physique, la muqueuse intestinale. La seconde est une barriere immunologique et
cellulaire formée des entérocytes, des plaques de Peyer et des IgA sécrétoires.
Finalement, la flore microbienne endogéne au tractus maintient les populations
potentiellement pathogénes & des niveaux sécuritaires (Epstein e al. 1992). La brilure
sévére augmente la perméabilité de la barriere gastro-intestinale. I fut observé que
Iinfection des plaies des patients brillés était causée par la translocation de bactéries
présentes dans la flore gastro-intestinales et non via une colonisation de I’environnement
extérieur. De plus, une relation fut démontrée entre 1’étendue de la briilure et le deGRé de
perméabilité de la barriére gastro-intestinale (Ryan et al., 1992). I semble que la

génération de radicaux libres par les neutrophiles et entérocytes modifient I’intégrité de la
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muqueuse intestinale permettant aux bactéries de se transloquer dans la circulation

sanguine (Koike et al., 1993).

La peau briilée constitue en elle-méme, un danger potentiel de mort. Suite 3 une brilure
elle devient hautement toxique (Allgower et al., 1973). Des études ont révélé qu’une
greffe de peau brillée a des souris provoquait la mort de ces derniéres tandis qu’une
simple barriere de gelée de pétrole appliquée sous le greffon protégeait les souris.
L’injection d’un homogénat de peau britlée dans la cavité péritonéale de souris provoquait
la mort de celles-ci. La caractérisation des protéines se retrouvant dans ’homogénat de
peau brilée a permis d’identifier un complexe de lipides/protéines (LPC) formé de
I’association de 6 protéines ayant un poids compris entre 40 et 160 kDa. Ces protéines
furent identifiées comme faisant partie de la famille des protéines de choc thermique
(HSP). Les lymphocytes T semblent étre une cible pour ces protéines puisqu’ils possédent

des récepteurs permettant de les lier (Sparkes, 1997).

4.1.1 Changements au niveau endocrinien

La brilure sévére provoque une réponse endocrinienne qui influence la production de
presque toutes les hormones connues a ce jour. Cette réponse est complexe et varie
grandement d’un individu a un autre. Elle est généralement caractérisée par une
importante production d’hormones de stress, de catécholamines, de I’arginine-vasopressin
(AVP), de CRH, et une baisse marquée de la production des hormones de croissance et
sexuelles. (Matsui et al., 1991). De plus, une forte corrélation positive ou négative existe
entre I’étendue de la brillure et la concentration plasmatique de ces hormones (Smith et
al., 1997). L’ AVP contrdle la pression sanguine en agissant sur la rétention d’eau dans la
circulation sanguine. De plus, ’AVP et le CRH agissent en synergie pour augmenter le
relichement d’ACTH par I’hypophyse. II fut assumé que la production globale des
hormones issus des glandes surrénales était contrdlé via le relichement d’ACTH par
I’hypophyse (Murton et al., 1998). Toutefois, la production de Cort ne semble pas étre
directement reliée a une hausse de la concentration plasmatique d’ACTH puisque les

niveaux de cette hormone mesurés aprés une briilure sévére sont souvent variables ou
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demeurent constants (Vaughan et al., 1982). Donc, d’autres facteurs viennent directement
stimuler la porduction de Cort par les glandes surrénales. L’augmentation de la
production de Cort est visible dés le premier jour suivant la brilure et sa concentration
demeure élevée dans la circulation des patients briilés pour une durée pouvant aller
Jusqu’a 60 jours. D’ailleurs, le patron de sécrétion des glandes surrénales est affecté par la
britlure. En temps normal, le sulfate de dihydroepiandrosterone (DHEA-S) est le produit
principal des glandes surrénales. Toutefois, en situation de traumatisme sévére, on
remarque une baisse des niveaux de cette hormone dans la circulation et une
augmentation rapide et soutenue de la concentration plasmatique de Cort (Parker et

Baxter, 1985).

4.1.2 La réponse du systéme immunitaire

Le déficit immunologique observé chez les patients briilés a été longuement attribué a une
réduction du nombre, mais aussi de I’activité des lymphocytes T, a I’augmentation de
Iactivité de cellules T suppressives, & la présence dans le sérum de facteurs suppressifs
ainsi qu’a une modulation de la synthése de certaines cytokines et de I’expression de leurs
récepteurs spécifiques. Diverses études ont démontré une altération des populations
lymphocytaires suite & une briilure sévére. En effet, des niveaux réduits en lymphocytes
totaux circulants de méme que résidents au niveau du thymus, de la rate et des ganglions
furent mesurés et ce, pour une période de 48 4 60 jours post-brilure. Ces changements

affectent autant les sous-populations CD4"* que CD8* (Barlow et al., 1994) .

Une conséquence importante de la réponse de I’hote lors d’une britlure sévére est I’hyper
production, principalement par les macrophages, des métabolites dérivés de I’acide
arachidonique (i.e. prostaglandines, leukotriénes, thromboxanes) reconnus pour é&tre de
puissants immunomodulateurs. L’activité des lymphocytes T est particulitrement touchée
par les médiateurs reldchés lors de la briilure. En effet, la prostaglandine E, (PGE,) agit
au niveau des cellules T en diminuant leur capacité a proliférer suite & une stimulation
avec de I'IL-2. Les effets suppressifs de PGE, sur les cellules T semblent étre reliés a une

€lévation du niveau d’AMPc intracellulaire (Schwacha et al., 1999). Par ailleurs, une
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augmentation de la concentration en IL-2, IL-1 et du récepteur soluble a I'IL-2 fut
remarquée dans la circulation. Paradoxalement, les cellules T de patients brilés sont
incapables de répondre a une stimulation générée par I'IL-2. I semble que la brdlure
favorise la production par les cellules CD4" naives de cytokines de type Thl telles que
'IL-2 et 'IFN-y, mais empéche I’activation des cellules CD4" effectrices, c’est-a-dire
celles stimulées par la liaison d’un Ag au récepteur des cellules T (TcR). Cette situation
provoque une augmentation de « I’activation-induced cell-death » (AICD) donc, la mort

cellulaire des lymphocytes T lorsque stimulés (Teodorczyk-Injeyan et al., 1995).

L’atrophie du thymus fut observée 24 heures suite & une brillure sévere. I1 semble que
I’augmentation de I’expression du TNF-ct au niveau de I’organe provoque 1’apoptose des
thymocytes via la liaison de la cytokine au récepteur 2 TNF (Cho et al., 2001).
Parallelement, les GC jouent un réle dans I’immunusuppression du syst®me immunitaire
suite & une brillure sévere en induisant I’apoptose des cellules. En effet, il fut observé une
augmentation de I’activité de la caspase-3 au niveau du thymus et de la rate, 3 heures
apres la traumatisme ce qui provoque une atrophie des organes, plus forte au niveau du
thymus. Par ailleurs, les GC provoquent I’augmentation de I’expression du Fas ligand au
niveau des cellules des plaques de Peyer et des lymphocytes intra-épithéliaux retrouvés a
I’interface du tractus gastro-intestinal ce qui affecte particulidrement les lymphocytes B et

les lymphocytes CD4" (Fukuzuka et al., 2000b)

4.2 Influence des opiacés sur la réponse immunitaire et la régulation des GC

Le traitement de la douleur chez les patients gravement brilés implique I’utilisation de
substances opiacés, principalement des composés analogues 2 la morphine. Une bonne
compréhension de I'impact de ces substances sur la réponse associée au stress et celle du
systéme immunitaire est d’une importance capitale chez ces derniers. La prochaine
section étudiera plus en détails le contrdle qu’exercent les opiacés sur les systdmes
endocrinien et immunitaire et analysera plus particulitrement les effets produits par la

buprenorphine.
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4.2.1 Opiacés et systéme immunitaire

Le lien existant entre les drogues opiacées et le systéme immunitaire fut révélé lorsque
des médecins remarquérent, chez leurs patients héroinomanes, une susceptibilité accrue
aux maladies infectieuses. II fut démontré chez ces derniers que leurs PBMC répondaient
faiblement a une stimulation produite par un agent mitogénique (Brown et al., 1974).
Depuis, différentes études menées aussi bien in vitro que in vivo aboutirent toutes 2 une
méme et unique conclusion: certains opiacés, administrés 4 des concentrations
pharmacologiques, suppriment les effecteurs cellulaires de la réponse immunitaire. Cette
situation crée, chez des patients gravement briilés, un malencontreux dilemme. En effet, il
faut d’un c6té que le traitement analgésique soulage le patient des souffrances que lui
causent ses blessures et d’un autre cOté, que ce traitement n’ait pas ou peu de

répercussions sur le systéme immunitaire.

L’étroitesse du lien qui unit I'effet des opiacés aux diverses cellules du systdme
immunitaire fut confirmée par la découvertes de récepteurs aux opiacés i la surface de
presque tous les effecteurs de I'immunité (McDonough et al., 1980). Dés lors, on
s'intéressa & démontrer les effets de nombreux opiacés sur les cellules du systéme
immunitaire. La majorité des travaux menés en ce sens ont révélé le caractére

immunusuppresseur de la morphine.

In vitro, des études ont démontré que la morphine possédait une action
immunosuppressive sur les fonctions des monocytes et des macrophages telles que: la
flambée oxydative, I’activité de phagocytose et la formation de colonies A partir de
cellules souches issues de la rate. Les travaux de Peterson et al. (1987a) ont rapporté une
diminution de la production de peroxyde (H,O,) par les PBMC suite 4 une stimulation
avec du zymosan ou du PMA, deux inducteurs de la flambée oxydative. IIs ont d’ailleurs
remarqué qu’une substance produite par les lymphocytes, était responsable de la baisse
d’activité des PBMC. C’est dans le cadre de travaux complémentaires que Peterson et al.
(1987b) identifiérent ce facteur. Ils remarquérent une diminution de la production d’IFN-y

par les lymphocytes du sang stimulés avec de la Con-A et cultivés en présence de
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morphine. Cette cytokine est un puissant inducteur de la flambée oxydative chez les
monocytes et les macrophages. Donc, la morphine agit au niveau des lymphocytes pour
inhiber le phénoméne de flambée oxydative observé chez les PBMC. Par ailleurs, les
travaux de Rojavin et al. (1993) permirent d’affirmer que la morphine diminuait I’ activité
de phagocytose (pourcentage de cellules phagocytaires) ainsi que I’index de phagocytose
(quantité de cellules ingérées par les phagocytes) chez des macrophages issus de la cavité
péritonéale. Ils observérent des résultats similaires en comparant 1’effet in vivo de celui in
vitro. Par ailleurs, I’effet de la morphine sur la formation de colonies partir de cellules
issues de la moélle osseuse fut étudié par Roy et al. (1991). Leurs travaux démontrérent
aussi bien in vitro que in vivo I’effet inhibiteur de la drogue sur la formation de colonies 2
partir de cellules souches misent en culture avec du M-CSF. Donc, la morphine a un

impact sur la génération de macrophages et leur activité.

Tableau 2 : Description des différents effets causés par la morphine sur les principaux effecteurs de

Pimmunité.

Type cellulaire Effets

1 de I’expression du récepteur a IL-2 (CD25) (Gomez-Flores et Weber, 1999)
ldela production d’IL-2 (Gomez-Flores et Weber, 1999)

Lymphocyte T { de la prolifération induite par Con-A (Gomez-Flores et Weber, 2000)
ldela production IFN-y (Peterson et al., 1987)
Lymphocyte B ldela production d’ Ac spécifiques (Yanaura et al., 1993)

ddela prolifération induite par une stimulation avec des LPS (Bryant et al., 1988)

Tdela production d’oxyde nitreux (Lu ef al., 1996)
Tdela production de TNF-o (Roy et al., 1999)

T de la production de IL-1pB (Roy et al., 1999)
Macrophage Tdela production de IL-12 (Roy et al., 1999)

1 de la production de IL-10 (Roy et al., 1999)

1 de la chemotaxie (Rojavin et al., 1993)

{ de la phagocytose (Rojavin et al., 1993)

! de la flambée oxydative (Welters et al., 2000a)
PBMC (monocytes) 1 de la chemotaxie (Welters er al., 2000a)
T dela production d’oxyde nitreux (Welters et al., 2000b)

Tdela production d’oxyde nitreux (Welters et al., 2000a)
PMN lde I'expression du récepteur Fc gamma (Miyagi er al., 2000)
! de I’expression du récepteur du complément (Welters er al., 2000)

Cellule NK ! de I’activité cytotoxique (Shavit et al., 1997)

4.2.2  Opiacés et axe hypotalamo-hypophysaire surrénalien
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L’administration de morphine intracérébroventriculairement (ICV) donc, directement au
niveau du cerveau, est reconnue pour activer ’axe HPA (Freier et Fuchs, 1994). On
dénote, dans certaines zones du systéme nerveux central (SNC), la présence importante de
récepteurs aux opiacés, principalement, au niveau de 1’hypothalamus, dans la substance

grise péri-épendymaire du mésencéphale (PAG).

Suite & des expériences comparatives démontrant les effets d’une surrénalectomie et
Iutilisation de RU-486, un inhibiteur du récepteur & GC, Bryant et al. (1991) émirent
I’hypothése que I’activation des glandes surrénales était un événement important dans
I'immunosuppression associée a la morphine. Freier et Fuchs, (1994) prouvérent que
I’administration de morphine chez une souris provoquait une augmentation de 1’activité
de I’axe HPA et donc, une plus grande production de Cort. Conjointement a cette
observation, ils observérent une réduction de l'activité cytolytique des cellules NK
renversée par l'utilisation de RU-486. Flores er al. (1995) démontrérent que la
lymphopénie (baisse marquée du nombre de lymphocytes) dans le sang observée suite a
I’administration aigué de morphine était inhibée totalement chez des rats qui avaient

préalablement subi une surrénalectomie.

Ensuite, les travaux de Zubelewicz er al. (1999) déterminérent que I’injection de
morphine directement au niveau de I’hypothalamus provoquait 1’augmentation des
niveaux d’IL-6 dans le sang et du nombre de récepteurs a IL-6 au niveau de I’hypophyse,
ceci entrainant une hausse marquée de la concentration de Cort plasmatique. Les travaux
de Gomez-Flores et Weber, (1999) confirmérent I’impact de ’axe HPA dans les divers
effets reliées & I'utilisation de la morphine. IIs observérent qu’une injection de 1’opiacé
directement au niveau du PAG affectait la fonction des lymphocytes et des cellules NK
contenus dans la rate. Ils observérent une baisse marquée de la production d’IL-2 par les
lymphocytes associée a une diminution de I’expression du récepteur a IL-2 (CD25). IIs
notérent une importante réduction de 1’activité cytolytique des cellules NK et une
déplétion des capacités prolifératives des lymphocytes suite 4 une stimulation avec un

agent mitogénique. Parallelement, Wang er al. (2002) ont démontré 1’élévation
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comparable des niveaux de Cort chez des souris injectées avec du Cort ou de la morphine.
Tout en observant des effets immunosuppressifs similaires chez les deux groupes :
atrophie de la rate et du thymus, diminution de la prolifération des lymphocytes,
inhibition de la synthése d’IL-2, activation de la synthése de NO par les macrophages;
certains effets furent retrouvés uniquement chez des souris traitées avec la morphine :
production de TNF-o. et IL-1B. Ces effets étaient complétement abolis chez des souris
MORKO ou lorsque fut utilisé un inhibiteur des récepteurs nicotiniques du cerveau. Bref,
cette derniére étude confirma le réle que joue le Cort, mais suggéra aussi I’implication du

systéme nerveux sympathique (SNS) dans 1’immunosuppression reliée 2 la morphine.
4.2.3 Régulation de la CBG par la morphine

Quelques études ont démontré I’influence de la morphine sur les niveaux de CBG dans
I'organisme. La morphine provoque chez le rat, une augmentation des niveaux
plasmatiques de CBG et ce, de maniére dose-dépendante (Nock er al., 1997). Cet effet
est relié au sexe de I’animal puisque le changement observé au niveau de la concentration
en CBG est exclusif aux rats males et ne fut pas mesuré chez les rats femelles (Nock et
al., 1998). Une derniére étude de la méme équipe précise I’importance des androgenes

dans |’augmentation des niveaux de CBG causée par la morphine (Nock et al., 2000)
4.3 La buprénorphine : une alternative a la morphine

La buprénorphine (Bup) est une drogue opiacée semie-synthétique dérivée de la thébaine.
Elle est utilisée principalement dans le traitement de la douleur faisant suite 3 une
blessure, un traumatisme sévére, une opération chirurgicale et plus récemment comme un
substitut & la méthadone lorsque employée pour réduire la consommation de drogues chez
des individus aux prises avec une dépendance physique aux opiacés (Gomez-Flores et

Weber, 2000).
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Figure 12: Structure chimique de la Buprénorphine

La Bup exerce une activité mixte, c’est-d-dire qu’elle agit en tant qu’agoniste ou
antagoniste, lorsque utilisée en conjonction avec d’autres drogues de la méme famille, sur
I"activité des récepteurs aux opiacés Mu () et Kappa (x), pour lesquels elle posséde une
forte affinité (Kaiwara M et al. 1986; Kamei J. et al. 1997). Son profil pharmacologique
est déterminé principalement par son agonisme partiel et une cinétique plutdt lente pour le
récepteur W (Martin et al., 1976). Son activité intrinséque est telle, que dans quasi
n’importe qu’elle situation clinique, la Bup est aussi efficace sinon plus que la morphine
et ce, tout en ayant une durée d’action considérablement prolongée. Cette caractéristique
lui vient du fait qu’elle posséde des propriétés analgésiques en moyenne, 30 fois plus
puissantes que la morphine. (Cowan et al., 1977). La Bup ne cause qu’une dépendance
physique légere dont la durée du sevrage s’étale sur une courte période de temps.

(Kobayashi et al., 1998).

4.3.1  Effets de la buprénorphine sur la réponse neuro-endocrinienne au stress

La premiere étude qui démontra I’effet de la drogue sur le systéme endocrinien fut
conduite par Moore et al. (1981). IIs montrérent chez des patients, utilisant pendant et
post-chirurgicalement de la Bup comme analgésique, une chute du cortisol plasmatique
malgré le stress provoqué par la manipulation chirurgicale. Le méme effet sur la
diminution des niveaux de cortisol fut observé par Rolandi ez al., (1983) de méme que par

Pende et al., (1986). Ces derniers relevérent une augmentation de la production de Prl et



56

d’hormone de croissance (GH), dénotant ainsi une stimulation de I’hypophyse. Pechnick
et al., (1985) préciserent I'action de la Bup sur le production d’hormones par
I’hypophyse. IIs démontrérent qu’une faible concentration de la drogue était suffisante
pour induire la sécrétion de Prl, mais insuffisante pour augmenter la production de GH,
tandis qu’une forte concentration causait des effets contraires sur le reldichement des deux
hormones par I’hypophyse. L’explication de la différence qui existe dans la production de
ces deux hormones réside dans le fait qu’elle implique une action directe de la drogue sur

des récepteurs aux opiacés distincts pour la synthése de I’une ou I’autre de ces hormones.

4.3.2  Effets de la buprénorphine sur la réponse immunitaire

Contrairement 4 la morphine, peu d’information traitant des effets de la Bup sur les
différents effecteurs de I’immunité, nous est disponible a ce jour. La premiere étude
exhaustive menée a ce sujet ne démontra qu’un faible effet de la drogue sur le systeme
immunitaire. Les seuls changements observés furent pour la dose la plus élevée soit (1.6
mg/kg) ce qui équivaut & 10 fois la dose administrée normalement & un animal. Van
Loveren et al, (1994) étudiérent I’impact de 3 concentrations croissantes de Bup
administrées & des rats sur une période de 4 semaines. Ils remarquérent une augmentation
du poids du thymus et des ganglions mésentériques, sans changements au niveau du poids
de la rate. De plus, méme pour la dose la plus élevée, il n’y eut aucun impact de la drogue
sur I'activité cytotoxique des cellules NK ainsi que la capacité de prolifération des
splénocytes. En ce qui concerne la concentration en Ac dans le sang, ils observérent une
diminution de la quantité de IgA et des niveaux normaux d’IgE et d’IgM. Les travaux de
Banarjee et Sarkar, (1997), rapportérent que I’administration quotidienne de Bup pendant
une période de 60 jours a des souris causait une sévere leucopénie ainsi que la réduction
du nombre de lymphocytes et monocytes et s’accompagnait d’une augmentation des
neutrophiles dans la circulation. Toutefois, ces effets ne furent observés que trés tard dans

le traitement et sont visiblement reliés au stress infligé aux animaux.

Par ailleurs, les deux études les plus complétes menées 2 ce jour, concernant I’impact de

la Bup sur différents paramétres de la réponse immunitaire furent celles de (Gomez-



57

Flores et Weber, 2000; Jobin e al., 2000). La premitre étudia I’effet d’une unique
administration de la drogue et ce, comparativement 2 I’utilisation de morphine, soit 3
heures aprés une injection directement au niveau de I’hypothalamus. La seconde se
pencha sur I'impact de 1’administration chronique de la drogue, principalement sur
I’importance relative et la fonction des sous-populations cellulaires de la rate. Par
opposition aux effets immunosuppresseurs attribués a la morphine, la Bup administrée de
maniére aigué ne causa pas de changements au niveaude : [I’activité cytotoxique des
cellules NK de la rate, la prolifération des cellules T de la rate et du thymus en réponse a
une simulation via la Con-A ou I'anti-TcR, la production d’II-2 par les ces mémes
cellules ainsi que Iactivité des macrophages soit, la production de NO, de TNF-o et
I’action de phagocytose. Dans la seconde étude, ils mesurérent a différents intervalles de
temps et ce, jusqu’au 14° jour, I’effet de la Bup sur les splénocytes. Iis ne notérent aucuns
effets négatifs de la drogue sur la distribution des sous-populations de lymphocytes T de
la rate (CD4*, CD8", CD4"/CD8"), ni sur la prolifération des splénocytes induite par la
Con-A ou I’anti-TcR. Toutefois, ils remarquerent une stimulation de cette méme

prolifération se produisant entre les 4° et 7° jours d’administration de la drogue.

A ce jour, I"immunosuppression causée par les opiacés semble étre reliée en premier lieu,
a I’activation du SNS et au relaichement conséquent de catécholamines au niveau des
organes primaires du systéme immunitaire et en second lieu, a 1’activation de I’axe HPA
et la production de Cort. L’administration de Bup ne semble pas causer d’effets négatifs
sur le systtme immunitaire puisqu’elle n’influence pas reldchement de facteurs de stress

tels que les glucocorticoides ou les catécholamines.
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1. Article # 1: EFFECTS OF BUPRENORPHINE ON IMMUNE AND
ENDOCRINE RESPONSE FOLLOWING CHRONIC EXPOSURE IN MALE
MICE.

1.1 Résumé francais de Particle # 1

Effets conjoints de I’administration chronique de buprenorphine 2 des souris males sur les

réponses immunitaire et endocrinienne.

Michele D’Elia, Julie Patenaude, Dominique R. Garrel et Jaques Bernier

Les soins apportés aux patients traumatisés, gravement brillés, sont d’une importance
capitale, car ils augmentent leurs chances de survie et facilitent leur réhabilitation. Le
soulagement de la douleur via des composés analgésiques se veut une pratique essentielle
dans le traitement des blessures et diminue grandement le temps de séjour en milieu
hospitalier. L’utilisation de ces drogues ne se fait pas sans effets secondaires. En effet, de
nombreuses études ont démontré le caractére immunosuppressif de la morphine. L’action
de la drogue se fait via les récepteur Mu présents a la surface des lymphocytes T,
macrophages, cellules NK. Dans le contexte d’une brillure sévere, il devient primordial de
maintenir a un niveau optimal les défenses de I’organisme pour ainsi éviter les risques
d’infections et de septicémie. Par ailleurs, d’autres drogues peuvent étre utilisées pour
amoindrir les effets de la douleur. La buprénorphine (Bup) est un dérivé semi-synthétique
de la thébaine donc, un opiacé au méme titre que la morphine toutefois, aux propriétés
anti-douleur 30 fois plus puissantes. Or, il n’existe que peu de d’études dans la littérature
nous renseignant sur les effets secondaires de cette substance, lorsque administrée de
maniére chronique, sur les systémes immunitaire et endocrinien. C’est dans cette optique,
que nous avons voulu vérifier les effets de la Bup sur I’activité de 1’axe HPA en dosant la
quantité de Cort total et libre ainsi que la production, la concentration et la capacité de
liaison de la CBG dans le sérum de souris exposées a la drogue. Les résultats de cette
étude démontrent que la Bup administrée de maniére chronique pendant une période de
10 jours n’affecte pas négativement les cellules du systéme immunitaire et ne module que

légérement et de maniére transitoire la production de Cort, les niveaux de Cort libre sans
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affecter la production et la stabilité de la CBG. Ces travaux nous permettent donc de
conclure que la Bup serait un bon candidat dans le traitement de la douleur chez des
patients gravement briilés puisque ce composé est exempt des effets secondaires

immunosuppressifs attribués a la morphine.
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1.2 Article#1
No detrimental effect from chronic exposure to buprenorphine on Corticosteroid-

Binding Globulin and cortico-sensitive immune parameters

D’Elia M!, Patenaude J', Hamelin C', Garrel DR?, Bernier J'.

' INRS-Institut Armand-Frappier, Pointe-Claire, PQ, H9R 1G6, Canada 2 ,Centre
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Abstract

Opioid drugs reportedly regulate the immune system via their effects on the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis. The present study was carried out to assess
the effects of chronic exposure to buprenorphine on HPA axis activation, corticosteroid-
binding globulin (CBG), the main glucocorticoid (GC) carrier, and the immune system.
Results show that buprenorphine, delivered by osmotic pump subcutaneously in C57BL/6
male mice during a 10-day period, caused a marked decrease in total corticosterone
(CORT) levels at day 1 of exposure. CORT levels then increased with maximal values
observed at day 5 of exposure. After day 5, total CORT levels gradually decreased and
returned to control values. No significant changes were observed in CBG protein levels
and mRNA expression in the liver. Since CBG levels remained unchanged, % free CORT
values in buprenorphine mice did not differ from control values. Thus, the variations
observed in the amount of free CORT were related only to changes measured in total
CORT. These endocrine changes did not have a significant impact on the immune
parameters measured. Total CD4+ and CD8+ splenic and thymic populations were not
modulated by buprenorphine. However, splenocytes from mice exposed to buprenorphine
after 5 days exhibited greater proliferation upon anti-TCR monoclonal antibody
stimulation than saline-exposed mice. These results indicate that buprenorphine can be
safely used because it did not have significant effects on GC availability for immune

cortico-sensitive cells.
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Introduction

Buprenorphine is a semi-synthetic derivative of thebaine used primarily in the
management of severe pain following injury, surgical procedures, traumas, and recently
as a substitute to methadone to reduce opiate consumption in individuals physically
dependant on opiates (1). Buprenorphine is an opiate with mixed agonist and antagonist
activity (2,3). Its analgesic effects are 30 times more potent than those of morphine and it

produces little physical dependence (4).

Opioid agonists are known to modulate the immune system by either a direct action on
opioid receptors in the target cells, or by an indirect, centrally-mediated pathway by
binding to opioid receptors within the central nervous system (CNS) (5,6). Direct action
on immune cells was established in vitro (7,8). Opioid receptors expressed by immune
cells include p* and & isoforms (7) . Although ligand binding studies confirm the presence
of morphine receptors on immune cells, the pattern of expression and biological effects in
vitro do not explain the in vivo biological action (8). Morphine modulates innate and
adaptive immunity in vivo, and it is possible that a combined indirect action can explain
the biological effects. Indeed, it has been demonstrated that morphine induces thymocyte
apoptosis in vivo but not in vitro, suggesting a minor receptor-mediated action (9).
Thymus hypoplasia was shown to be glucocorticoid (GC)-dependent (10). GC-dependent
effects of morphine are mediated via the CNS, which activates the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis (11). The activation of the HPA-axis results in production of

GC, which are potent immunomodulatory hormones (12,13). Controversial effects of
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opioids on HPA axis have been reported (14). Acute vs chronic exposure to the opiod
drug has been suggested as a possible explanation for divergent results reported (13).
Acute exposure has a sympathetic system-mediated effect, while chronic exposure

induces the HPA-axis-mediated modulation.

One interesting observation after chronic exposure to morphine is the decrease of
biologically active CORT (15). This decrease in active CORT is associated with an
increase of corticosteroid-binding globulin (CBG) (16), that binds 80-90% of the
hormone (17). Since only free hormone is biologically active, a variation in CBG binding
of CORT can result in a rapid change in free hormone concentration, and therefore alter

its tissue availability and biological effects on the immune system (18).

Few studies have examined the effect of chronic exposure to buprenorphine on GC or on
the immune system, and those have been limited almost entirely to effects on hormone
levels in blood following an acute exposure to buprenorphine. A single administration of
buprenorphine has no adverse effects on immune parameters such as natural killer cell
activity, macrophage phagocytosis and T-cell mitogenic or cell-mediated immune
responses (1,19). On the other hand, no effect on the HPA-axis has been observed

following a single dose administration (20).

In the present study, we examined the effects of chronic exposure to buprenorphine in
adult male mice, on CORT (total and free), CBG levels, immune populations from the

thymus, and spleen and T-cell proliferation. Overall, we observed that chronic exposure
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to buprenorphine for 10 days had no negative effects on immune cells, nor did it affect

CORT production, free-levels of CORT or the stability and production of CBG.
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Materials and methods

Animals

All experiments were performed on 6 week-old male mice : C57BL/6 (Charles River
Laboratories, St-Constant, Qc, Canada). The mice were acclimatized for a period of 2
weeks prior to the initiation of any procedures and were housed in a central animal
facility under strictly controlled temperature, relative humidity and a 12-h light/dark
cycle. They were kept in cages, each containing 5 mice. Standard chow (Richmond
standard lab diet, Lab Diet, Richmond, IN) and water were provided ad libitum. The
Institutional Animal Care Committee reviewed and approved all procedures performed in

accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines.

Alzet Microosmotic Pump

Micro-osmotic pumps were installed as described previously (21). On day O of the
experiment, mice were anaesthetized with Isoflurane gas (CDMV, St-Hyacinthe, Qc,
Canada) and the upper sternal region of each mouse was shaved. Animals were randomly
assigned to a control saline group or buprenorphine group, each group containing five
animals per day of experiment. Alzet micro-osmotic pumps (Durcet Corp. Cuprentino,
Ca. USA) were inserted subcutaneously by an incision made on the upper sternal skin and
pushed carefully down to the peritoneal cavity. Surgical sutures were used to close the
wound. All animals survived the procedures. Control group mice received a 0.9% saline-
filled pump and buprenorphine-treated mice received a pump delivering 0.1 ml/kg of

buprenorphine (Reckitt and Coleman Pharmaceuticals, Richmond, Va) per 12 h. For a
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20g mouse, this is equivalent to 2.0 pg/12h of buprenorphine (0.2mg/kg body
weight/day). This dose of buprenorphine is optimal for relief of pain (21,22). The
delivery of buprenorphine by the pumps was determined indirectly 12h later by the ability

of mu receptor agonist drugs to potentiate pentobarbital-induced hypothermia (23).

Sacrifice and Organ Preparation

On days 1, 5 and 10 after treatment, the animals were anaesthetized with Isoflurane and
killed by cardiac puncture. Peripheral blood was collected in a heparinized coated tube
and kept on ice. Plasma was collected after centrifugation and kept at =20 °C. Livers were
frozen immediately in liquid nitrogen and kept at —-80 °C until assays were performed.

Thymus and spleen were removed and prepared immediately for study.

Preparation of Immune Cell Suspensions

Spleen and thymus were prepared individually as single-cell suspensions by teasing apart
the matrix in Hank’s balanced salt solution (HBSS, Sigma-Aldrich, Oakville, Ont.
Canada). The suspensions were washed three times in HBSS and the spleen cells depleted
of red blood cells by osmotic shock in Gey’s solution supplemented with NH,Cl, 0.155
M. The cells were resuspended in RPMI 1640 medium (Biomedia, Drummundville, Qc,
Canada) supplemented with 50 pM 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Oakville, Ont.
Canada), 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Biomedia), and antibiotic solution
(100 IU/ml penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Biosource, Montreal, Qc, Canada).
Cell viability was determined by trypan blue exclusion and was consistently greater than

90%.
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Proliferative Response assay

Spleen cells (2 x 10° viable cells/well) were plated in triplicate in 96-well flat-bottom
tissue culture plates (Sarsted, Montreal, Qc) previously coated with anti-TcR mAb H-57-
597 (H-57,1ug/mL) (21). Plates were incubated at 37°C in a humidified atmosphere with
5% CO;, for 72 hr and pulsed for 4 hours with 10ug/well of MTT (methylthiazole
tetrazolium, Sigma-Aldrich). MTT-converted dyes were solubilized by adding DMSO
(Dimethylsulfoxide, Fisher Scientific, St-Laurent, Qc, Canada), and the absorbance

measured at a wavelength of 570 nm with background subtraction at 630-690 nm.

Flow Cytometry

Cells were analysed by two-color flow cytometry with FACScan® (Becton-Dickenson) as
previously described (22). Thymocytes and splenocytes (10° cells/100 ul) were
incubated for 30 min. on ice in the presence of one pg of fluorescein-conjugated
monoclonal rat anti-mouse anti-CD4 antibody and one pg of rat anti-mouse anti-CD8
antibody conjugated to R-phycoerythrine (eBioscience, San Diego, Ca, USA). Spleen
cells were also incubated for 30 min. on ice in the presence of one pg of phycoerythrin-
conjugated monoclonal rat anti-mouse anti-CD19 antibody (Cedarlane laboratories,
Hornby, Ont., Canada). The cells were washed twice with cold HBSS before FACScan®

analysis. Results were analyzed with WinMdi software.

Total Corticosterone Assay

Total CORT was assessed by dextran-coated charcoal radioimunoassay (RIA) as

described by Newsome et al. (24) . Briefly, 100 pl of serum sample was heated at 60°C
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for 30 minutes to denature CBG and obtain the free-form of CORT. Total CORT
concentrations were determined by adding 500 pl of diluted antiserum containing 0.3 pg
of anti-CORT (Sigma-Aldrich) to either the heated serum sample or standard CORT (0-
1000 pg/100ul:Sigma-Aldrich). After 30 minutes at room temperature, >H-CORT (25
1Ci) (Amersham Biosciences, Baie-D’Urfé, Qc, Canada) was added to each tube and then
incubated for 1 hour at 37°C. Samples were cooled to 4°C and 200 pl of dextran-coated
charcoal suspension added for 10 minutes at 4°C. After centrifugation, the amount of
radioactivity present in the supernatant (bound radioactivity) was determined with a beta-

scintillation counter (LKB Wallac).

Free Corticosterone Assay

Plasma free CORT was measured using the procedure previously described by Fleshner et
al. (25). Briefly, 100 pl of plasma samples were loaded into 10K MW Millipore filter
tubes (Fisher Scientific) and labelled with 10 pl diluted *H-CORT tracer (25 pnCi/ml)
(Amersham Biosciences). Tubes were then vortexed, incubated 1 hour at 37°C and spun
at 3500 rpm for 20 min at room temperature. Ten pl of filtrate and 10 pl of retentate were
removed from each sample and placed into scintillation counting tubes. Radioactivity was
counted for 1 min. Free CORT was determined using the following equation: free CORT
= (CPM filtrate (Free CORT))/ (CPM retentate (bound CORT)) X total CORT (prior

RIA).



70

CBG Binding Capacity Assay

The measurement of CBG binding capacity was adapted from the method previously
described by Hammond and Lahteenmaki (26). Briefly, a saturation binding experiment
was conducted with each mouse plasma sample: 20 pl of plasma was incubated with 2 ml
of Dextran-Coated Charcoal (DCC) suspension (0.5% Norit A, 0.05% dextran T-70, 0.9%
NaCl in PBS 0.01M (phosphate buffer saline) pH7.4) for 60 min. at 37° with intermittent
shaking to remove endogenous steroids. DCC was removed by centrifugation (3000 g for
15 min. at room temperature) and the supernatant was further diluted 1:5 in PBS, 0.01M
(plasma dilution: 1:500). *H-CORT stock solution was freshly prepared to a concentration
of 1.6 pmol/100ul in PBS buffer. Stock solution was further diluted in PBS to obtain
standard solutions of the following concentrations: 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0,0125
pmol/100ul PBS. Duplicate tubes were prepared for total binding, each containing 100yl
diluted plasma, 100ul PBS and 100pl of *H-CORT standards (0.0125-1.6pmol/100pl
PBS). A set of tubes for non-specific binding was prepared; these contained 100l diluted
plasma, 100 pl cold CORT (85.8pmol/100ul PBS) and 100ul of *H-CORT standards
(0.0125-1.6pmol/100ul PBS). After thorough mixing, all tubes were incubated 1 hour at
room temperature and then placed on ice for 15 min. Cold DCC suspension was added
(750pl), the tubes were vortexed and incubated for an additional 10 min. on ice. DCC
was removed by centrifugation at 3000 x g for 5 min. at 4°C. The supernatant was
decanted from each tube and placed in a scintillation vial to which 3 ml of Scinti-Safe
(Fisher Scientific) scintillation fluid was added. The tubes were capped, mixed and the
radioactivity counted for 1 min in a LKB Wallac counter with a counting efficiency of

65%.
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The concentration of specifically bound CORT was calculated by subtracting the non-
specific binding from the mean values of total CORT binding. We then obtained a
saturation curve for each sample where the Bmax (saturation point) equals the CBG
binding capacity. All saturation binding curves and Scatchard analyses were performed
on PRISM 3.0 software (Graphpad, San Diego, Ca, USA). CBG binding capacity is

expressed in pM of *H-CORT bound.

CBG gene expression

CBG gene expression in liver was assayed by Northern blot analysis. The RNA extraction
was performed by guanadium thiocyanate-phenol/chloroform method and quantified to
normalize the amount of RNA loaded on the gel. Samples were run on a 2.5% agarose gel
and transferred onto a nylon Hybond N+ membrane (Amersham Biosciences). The CBG
cDNA probe was graciously provided by Dr. Hammond (University of Western Ontario,
London, Ont. Canada) and used as described in Scrocchi et al. (27). Redi-Prime beads
(Amersham Biosciences) were used to incorporate a->2pP dCTP (Amersham Biosciences)
into CBG probe. Membranes were stripped and 18S hybridization was performed as a
loading control. The CBG signal for each sample was then divided by its corresponding
18S signal. CBG and 18S-probed membranes were analyzed and quantified with a

Phosphorlmager apparatus (Molecular Dynamics, Amersham Biosciences).
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Western blot analysis of CBG in mouse serum

Western blot analysis of CBG in mouse serum was assessed using previously described
techniques (27) . Serum samples were diluted 1:100 in phosphate buffer saline (PBS 1X)
and the protein concentrations of diluted samples were measured by the Bradford assay
(Bio-Rad reagents), using BSA as a standard. 50 pg of protein were diluted in sample
buffer and were subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
electroblotted onto nitrocellulose membranes (VWR, Montréal, Qc, Canada). The
membranes were washed in Tris Buffer Saline (TBS: 50 mM Tris , pH 8.0 and 150 mM
NaCl) and blocked overnight at 4°C in TBS plus 5% non-fat dry milk (Fisher Scientific).
The membranes were then incubated for 4 hours at room temperature with rabbit anti-
mouse CBG antiserum (gift from Dr. Hammond, University of Western Ontario, London,
Ont. Canada) in TBS plus 5% non-fat dry milk. Specific antibody-antigen complexes
were identified using a horseradish-peroxidase-labeled anti-rabbit antibody (SC-2004;
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and ECL Western blotting detection

reagents (Amersham Biosciences).

Statistical analysis

All data are expressed as mean +/- standard error of the mean. Data were analyzed by a
one-way ANOVA comparison test using the Statistica 6.0 software program (Statsoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Differences between groups were considered statistically significant
when the probability by chance was less than 5% (P < 0.05). CBG-binding capacity
analyses were performed on Graphpad Prism 3.0 software. All experiments were

performed in duplicate to confirm the results.
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Results

Acute exposure to opioid drugs affects the HPA-axis activity, modulating the CORT level
(12,15). Figure 1A shows total CORT levels in serum at selected time intervals after
implantation of a micro-osmotic pump that delivered either saline or buprenorphine. Total
CORT levels were determined in untreated C57BL/6 male mice and were found to range
between 50 and 100 ng/ml plasma (data not shown). At day one, total CORT levels in the
buprenorphine group were significantly lower than in the saline group (P <0.05). The
concentration of CORT increased until day 5 in buprenorphine groups. CORT levels
measured after five days of exposure to buprenorphine were higher (35%) as compared to
controls, which remained at the same levels as day 1. Differences between the groups
were significant at day 5 (P < 0.05). At day 10, the CORT levels decreased gradually in
both groups and no differences were noted. Overall, the implantation of osmotic pumps
caused an increase of total CORT levels, with maximal levels at day 5 and progressively

decreasing levels to day 10.

We then wanted to examine whether or not if free and total CORT levels followed the
same pattern of variation. Figure 1B shows that the % of free CORT levels were similar
between groups while the amount of free CORT (figure 1C) was significantly different

one day after the implantation of the pumps ( P < 0.01).

We also determined the binding capacity of CBG in plasma from each group. Results

showed that the CBG binding capacity remained relatively unchanged during the 10 day
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experimental period (figure 2A), and that buprenorphine had no effect on CBG binding
capacity. To determine if the absence of modulation was due to an increase in CBG
concentration, we determined its relative concentration by Western blotting (figure 2B).
Results showed no marked difference between saline and buprenorphine groups. Figure
2C shows that buprenorphine did not change the expression of the CBG gene at the
mRNA level in the liver when compared to saline controls. Thus, CBG binding capacity,
CBG levels in plasma and gene expression of CBG were not affected either by surgical
intervention or by buprenorphine administration, and the significant change observed in
the amount of free CORT at day 1 of exposition to buprenorphine is related only to a

variation in total CORT values.

Immunological studies revealed that chronic exposure to buprenorphine did not affect the
total number of thymocytes (figure 3). The number of double-negative thymocytes (DN
CD4°CD8’) in both control and experimental groups ranged between 3 - 10 x 10° cells by
thymus throughout the 10-day monitoring period. Saline controls had a significantly
higher number of DN cells on the last day of sampling (P < 0.01). Double-positive cells
(DP CD4" CD8"), which include corticosteroid-sensitive cells, were measured and ranged
between 60-100 x 10° thymocytes per thymus during the 10-day monitoring period. No
significant changes were noted between control and experimental groups for this
particular thymic sub-population. Single-positive cells expressing CD4 or CD8 ranged
between 5 x 10° and 14 x 10° for CD4+ T cells, and from 2.5 x 10° to 7 x 105 for CD8+
T cells, throughout the 10-day experiment. No significant differences between groups

were observed.
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Splenic CD4+ and CD8+ cells were not affected by buprenorphine or surgery during the
10-day experiment (figure 4). The cell values ranged between 18 x 10° and 30 x 10° for
splenic CD4+ T cells and from 10 to 20 x 10° for splenic CD8+ T cells and the variations
observed in the buprenorphine group corresponded with the changes observed in the
saline group. Spleen B cells values ranged between 40 x 10° and 60 x 10° cells and the
variations observed were the same in both groups. Phenotypic analyses of mature

splenocytes revealed that chronic exposure to buprenorphine had no major effects.

Chronic exposure to buprenorphine caused a single change in spleen lymphocyte
proliferation on day 5 of exposure (figure 5A). In fact, lymphocyte proliferation was
comparable between saline and buprenorphine groups on day 1 of exposure. However,
after 5 days, a significant increase (75%) in the proliferation of spleen lymphocytes from
buprenorphine treated-mice was observed. At day 10 of exposure we noted no change in
lymphocyte proliferation. Thus, in contrast to other opioid drugs, buprenorphine had no

negative effects on the mitogenic response of T cells.
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Discussion

The chronic administration of buprenorphine for ten days had a single effect on free-
CORT levels without any change in either the binding capacity or expression of its
transporter, CBG. Analysis of the number of cells and of the resident sub-populations of
both thymus and spleen also showed no major changes. A transient increase of splenocyte
proliferation in response to anti-TCR mAb was noted after 5 days. Overall these results
showed that buprenorphine has no deleterious effect on the HPA-axis or on the aspects of

the immune system under study.

Implantation of the osmotic pump alone induced a moderate increase of total CORT,
which reached 100-125 ng/ml. These values represent a two-fold increase above normal
in male C57BL/6 mice (50-75 ng/mi) (29). HPA-axis activation is therefore directly
related to the stress induced by osmotic pump implantation. The difference between
saline and buprenorphine groups was found to be significant at day 1; thus, total CORT
was higher in the saline group. These findings are similar to those described in a previous
study, in which mini-osmotic pumps were used for the delivery of immunomodulatory
drugs, and resulted in a moderate and short-term increase in CORT levels (30). As the
mice adapted to the pump, the high CORT concentrations, reached after 24 hours,
gradually decreased to normal values by day 10 in the saline group. Mice implanted with
buprenorphine-filled pumps responded less to the preliminary shock induced by the
surgical implantation. A previous study has reported that a single injection of

buprenorphine to male rats caused a decrease in the endocrine stress response for both
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plasma ACTH and CORT concentrations measured in a 3-hour period following the
injection. (1). A similar decrease in cortisol values was observed in another study, in
which 6 male patients received a single injection of buprenorphine (31). After the initial
surgical stress, we noted an increase in total CORT levels at day 5 in the buprenorphine
group, as compared to saline-exposed mice. Although total CORT levels measured for the
buprenorphine group increased significantly from days 1 to 5, the amount of total CORT
was comparable to those obtained in mice which received a saline pump, demonstrating

that buprenorphine had no major effect on activating the HPA-axis.

Buprenorphine had no effect on CBG protein levels or CBG binding capacity. Several
studies have reported a relationship between GC and variations in CBG levels. High
CORT levels have been correlated with decreased CBG binding capacity following an
acute stress (32,25). On the other hand, diurnal variations in total and free CORT are not
related to CBG variations (33,34). Our study demonstrates that CBG variations were not

related to changes in total CORT levels.

The regulation of free CORT levels is directly associated with the production of GC and
their binding in plasma by CBG (35). In our study we observed stable % free CORT
levels throughout the whole exposure period for both the saline and buprenorphine
groups. This means that CBG binding capacity did not differ from one group to another
and remained stable during the 10-day exposure period. Thus, variations in total CORT
were responsible for changes in the amount of free CORT (biologically active in plasma).

A similar experiment (16) showed that rats exposed to morphine pellets exhibited no
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change in CORT levels. However, there were marked time- and dose-dependent
increases in the concentration of CBG. Moreover, Naltrexone, a multiple opioid receptor
antagonist, blocked the morphine-induced increase of CBG. High CBG levels in plasma
after chronic exposure to morphine are responsible for sequestering more CORT, which
may dampen the response to stress. Our findings show that buprenorphine had no effect
on regulating CBG production or binding capacity, so that the amount of free CORT
reflected only changes in the synthesis of the hormone. The amount of free CORT
measured during the 10-day monitoring period followed the variations of total CORT
levels, and the significant difference observed at day 1 for total CORT was reflected in

free CORT levels.

In contrast to other opioid drugs, buprenorphine did not cause any changes in thymus or
spleen lymphocyte populations. However, buprenorphine increased splenic lymphocyte
proliferation upon anti-TCR mAb stimulation after five days of treatment. These results
have been observed with female C3H mice (21). Immunotoxicological studies on

buprenorphine showed no negative effects of this drug as compared to morphine (1,19).

In comparison to other opioid drugs, buprenorphine appears to have fewer effects on the
immune system. Bryant et al. (36) observed a marked atrophy of the thymus and spleen,
accompanied by a reduced splenocyte proliferative response to Con-A in morphine-
treated mice. In rats treated with morphine delivered chronically via a minipump,
immunosuppressive effects (NK cell activity, T-cell proliferation and IFN-y production)

were also reported (37, 38). It was suggested that morphine induced immunosuppression
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by increasing adrenal axis activity (12). Even though we observed a positive effect of the
drug on splenocyte proliferation at day 5, this situation was temporary, since values
similar to saline-treated mice were measured in the buprenorphine group after day 10 of
exposure. Since no changes in CORT levels or in CBG levels were noted, it does not

appear to be related to an HPA-axis modulation.

Over the past few years, it has become clear that GC play a role in the development and
maintenance of normal immunity (39). A long-term increase in GC levels is known to be
immunosuppressive; therefore, it seemed necessary to evaluate the impact of chronic
administration of buprenorphine on CORT production, availability in plasma, and also on
immune functions. In this study, we noted that chronic exposure to buprenorphine by
C57BL/6 male mice, via a mini-osmotic pump, did not change CORT availability in
plasma and did not modulate the immune response. Buprenorphine can reduce pain
without the side effects caused by morphine. Thus, our results clearly indicate that
buprenorphine may be a good candidate for critically traumatized patients requiring pain

relief.
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Legend of figures

Figure. 1. Buprenorphine caused an increase of total CORT without significant changes
in free CORT. Serum total CORT (A), free CORT % (B) and free CORT concentration
(C) levels at selected time intervals after implantation of either saline (e) or
buprenorphine (M) filled osmotic pump. On day 1, buprenorphine significantly decreased
total serum CORT (P < 0.05) while on day 5, buprenorphine significantly increased total
serum CORT concentration (P < 0.05) (A). Buprenorphine did not prevent the decline of
serum CORT that also occurred in the saline group. (n = 5 mice/group). Levels of % Free
CORT remained stable (B) while the amount of free CORT decreased significantly (P <

0.05) after day 5 in the saline group only.

Figure. 2. Chronic exposure to buprenorphine had no effect on CBG synthesis and
function. A [3H]CORT binding assay to CBG was performed from plasma collected in
heparinized coated tubes by cardiac puncture on male mice implanted with either saline
(®) or buprenorphine (M) filled pump, (» = 5 mice/group). Buprenorphine had no
significant effect on CBG binding capacity (A), CBG protein levels (B) and CBG mRNA
expression in liver (C). Western blot results reveal a unique band at 66 kDa
corresponding to CBG; one over three conducted experiments is shown. Northern blot
results are expressed as the mean relative intensity of CBG mRNA signal for
buprenorphine group (black) compared to saline-control group (grey), which represents

100%.
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Figure. 3. Buprenorphine did not cause any major changes in thymocyte sub-population.
Phenotyping of thymocyte sub-populations of chronically-exposed mice to saline or
buprenorphine was performed after 1, 5 and 10 days. The values are expressed as a ratio
of total number of cells from buprenorphine and saline groups, and represent the mean
result for each group at specific time intervals, (n = 5 mice/group). No changes were
noted in single-positive cells (CD4+CD8- (C), CD4-CD8+ (D)) or in double-positive
cells (CD4+CD8+ (B)). A significant decrease in double-negative cells (CD4-CD8- (A))

was observed at day 10 (P < 0.01) in buprenorphine-treated mice.

Figure. 4. Spleen cell subpopulations remained unchanged after buprenorphine exposure.
Spleen cells from saline and buprenorphine mice were analysed for the number of CD4+
(A) and CD8+ T cells (B) and CD19+ B cells by flow cytometric analysis. The values
are expressed as a ratio of total number of cells from buprenorphine and saline groups and
represent the mean result for each group at specific time intervals, (n = 5 mice/group).

The drug had no effect on either splenic T- or B-cell populations.

Figure. 5. Buprenorphine increases splenocytes proliferative response to anti-TCR mAb.
Effect of saline (grey) or buprenorphine (black) on splenic in vitro T-lymphocyte
proliferation. 1 pg/ml of anti-TcR mAb was used to induce splenic T-cell proliferation.
Data represent the mean +/- SEM of three replicate determinations for each individual (n
= 5 mice/group) from a representative experiment. Statistical analyses indicated a
significant difference between saline and buprenorphine groups (P < 0.05) for splenocyte

proliferation induced by anti-TcR stimulation on day 5.
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Figure 2. D’Elia M. et al.
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Figure 3. D’Elia M. et al.
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Figure 5. D’Elia M. et al.
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2. ARTICLE # 2: FREE CORTICOSTERONE ASSOCIATED WITH THE
DECREASE OF CORTICOSTEROID BINDING GLOBULIN IN MICE AFTER
BURN INJURY CORRELATE WITH THYMUS ATROPHY.

2.1 Résumé frangais de I’article # 1

La fraction libre du corticosterone associée avec une diminution de la CBG

(Corticosteroid-binding globulin) est responsable de I’atrophie thymique observée suite &

une briilure sévére chez la souris

Michele D’Elia, Julie Patenaude, Dominique R. Garrel et Jacques Bernier

Les blessures causées par des briilures sévéres induisent un stress énorme 2 I’organisme.
Cela implique une mobilisation compléte du systtme endocrinien. Par ailleurs, peu
d’études font objet de I’impact d’un tel stress sur la réponses endocrinienne et
immunitaire. L’objectif principal de ce projet fut de mesurer les effets d’une brilure
sévere sur les niveaux d’hormones de stress présentes chez des souris et d’ainsi
déterminer dans le temps, les changements qui surviennent au niveau de la concentration
en Cort associée avec la diminution des cellules du thymus. Méthode : Les souris furent
séparées en deux groupes et ce, pour chaque jour ol fut effectuée Iexprérience : 1)
buprenorphine-sham, 2) buprenorphine + briilure totalisant 20 % de la surface du corps.
La réponse endocrinienne fut mesurée aux jours 0.5, 1, 2, 5 et 10 en déterminant les
niveaux de Cort total et libre, la capacité de liaison de la CBG (Byy) ainsi que le niveau
d’expression dans le foie de I’ARNm codant pour la CBG. Dans cette étude, nous avons
mesuré une augmentation rapide du Cort total au jour 2 suivant le traumatisme de la
brillure. De plus, nous avons remarqué une baisse de la capacité de liaison de la CBG aux
Jours 1 et 2 post-briilure. La réunion de ces deux paramétres résulta en une augmentation
significative du pourcentage de Cort libre atteignant un maximum 2 jours suivant la
briilure. Nous y avons mesuré des niveaux de Cort libre 5 fois plus élevé chez les souris

brilées. Nos résultats de buvardage Western ont montré une baisse de la concentration en
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CBG dans le sérum de souris brillées au moment méme ol nous avons observé des
niveaux élevés de Cort libre. L’analyse de ’expression du géne de la CBG dans le foie a
démontré une baisse de I’expression du géne qui précide la diminution de la CBG dans le
sérum. Le retour a des valeurs normales pour tous les paramétres fut observé 5 jours post-
brilure. L’analyse des cellules du thymus par cytométrie en flux a démontré une
diminution de la cellularité (perte de 50% de la masse thymique) entre le jour 1 et 2 post-
brilure causée par une diminution de cellules cortico-sensibles. En effet, les analyses de
phénotypage ont prouvé qu’il s’agissait des cellules immatures représentées par
I'expression concomitante des marqueurs de surface CD4 et CD8 ou par la présence du
marqueur CD24. Finalement, nous avons réussi 2 démontré une corrélation positive entre
I"augmentation des niveaux de Cort libre et la diminution des cellules immatures du
thymus, p< 0.01. Sommes toutes, une réponse endocrienne reliée au stress survient 48
heures suivant la briillure. Le Cort libre et total, la capacité de liaison de la CBG ainsi que
I’expression de son ARNm dans le foie, furent tous des paramétres impliqués dans cette
réponse. Le changement observé au niveau du Cort libre et résultant d’une baisse de
synthése ou de la capacité de liaison de la CBG corréla positivement avec la réduction des

thymocytes immatures.
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2.2 Article#2

Free corticosterone associated with the decrease of corticosteroid
binding globulin in mice after burn injury correlates with thymus

atrophy.

Free Cort and decreased CBG cause thymus atrophy after burn injury

Michele D’Elia, Julie Patenaude, Claudine Hamelin, Dominique R. Garrel*, Jacques Bernier.
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Abstract

Thermal injury is extremely stressful and data characterising the systemic endocrine
stress response to these injuries are sparse. The objective of this study was to measure the
effects of thermal injury on stress hormone levels in mice and to assess the ternporal
changes of corticosterone (Cort) associated with the depletion of thymic cells. Methods:
Mice were separated in two groups for each experimental day: 1) buprenorphine-sham, 2)
buprenorphine and 20% total body surface area burn. The endocrine stress response was
assayed by determining total-, free-Cort, Corticosteroid-Binding Globulin (CBG) binding
capacity (Bmax), circulating CBG and liver CBG mRNA at 0.5, 1, 2, 5 and 10 days post-
burn. Results: Following thermal injury, a rapid increase of total Cort was observed in the
first 48 hours. This was associated with a decrease of CBG By, occurring at day 1 and 2
post-burn. Free Cort percentage in the burn group peaked at day 2 post-burn. This
resulted in a dramatic increase (5-fold) of free Cort levels. While low CBG concentrations
in burned-mice serum were observed by Western blot. Analyses of hepatic CBG mRNA
expression showed a rapid decrease observed within the first 24 hours post-burn. Five
days after thermal injury, total-, free-Cort, CBG protein and mRNA levels returned to
control values. Flow cytometric analysis of thymic cells, which include cortico-sensible
cells, showed a dramatic decrease of cellularity (50% less), 24 and 48 hours after burn
injury. Phenotypic analyses showed that the immature cells, exemplified by the
concomitant expression of CD4 and CD8 or by the CD24 surface protein, are
significantly altered. A positive correlation was determined between the free Cort
concentration and the depletion of immature thymic cells (p< 0.01). Conclusions: An

endocrine stress response occurs within the first 48 hours after burn injury. Total-, free-
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Cort, CBG binding and its hepatic mRNA expression where all affected. The change in
free Cort resulting in the loss of CBG binding capacity or synthesis positively correlated
with the decrease of immature thymocytes. Overall, our results demonstrate the

importance of CBG in regulating Cort’s action on cortico-sensible immune cells.
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Introduction

It is a fact that severe injuries including a burn injury, can suppress the immune system,
predispose injured patients to infection and increase morbidity and mortality (1-3).
Immune suppression is caused mainly by alterations in T cells subpopulations from blood
and lymphoid organs (4,5). Increased apoptosis of T lymphocytes in the thymus early
after burn injury has been reported and may be caused by stress mediators such as
FasLigand (CD95L, FasL, ApolL) interactions, heat shock proteins (HSPs), tumor-
necrosis factor-o (TNF-0) as well as by glucocorticoids (GC) (6-10). Increased
circulating levels of GC measured after a burn injury are caused by the activation of
HPA-axis (11). Depending on the nature of the stimulus, HPA-axis can be triggered by
various factors such as TNF-q, (interleukin) IL-1 and IL-6 released mainly from immune
cells (12-13). The thymic response to high GC levels is a reversible loss of thymus mass
(14). In fact, GC have been known to induce T lymphocyte cell death (apoptosis) at
physiological levels where endogenously produced corticosterone (Cort) caused T-cell
apoptosis (15). GC action is mediated by its interaction with GC receptors (GR) present
in the cytoplasm of T-cells. GC also have an impact on T-cell proliferation and
maturation in the thymus (16,17). Recently, it was demonstrated that thymic epithelial
cells can produce GC thus supporting to the hypothesis that GC are important in
regulating T-cell differentiation (18-21). Moreover, it was shown that the balance
between GR and TCR delivered signals in the thymus were important in the generation of
a mature and effective T-cell population (22). While double-positive immature
CD4*CD8" thymocytes are highly sensitive to GC-induced apoptosis, mature T-cells that

bare a TCR"®" surface receptor are resistant to GC action (23).
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GC action is regulated by their binding to plasma carrier proteins which sequestrate the
hormone and inhibit its activity on cells. Corticosteroid-binding globulin (CBG) is the
specific transport protein for serum Cort. CBG carries more than 80 % of total Cort while
10% is generally bound to albumin. The free fraction of Cort, which represents
approximately 5% of total Cort, is the biologically active fraction that is available for
tissues (24). CBG is primarily produced in the liver and changes in circulating CBG
levels occur after stress because GC play an inhibitory role in the control of hepatic CBG
synthesis (25-26). Moreover, it was demonstrated that IL-6, a cytokine that plays an
important role in hepatic acute phase response, can inhibit CBG synthesis in human
hepatostoma-derived cells probably by decreasing CBG mRNA stability (27). Also, high
IL-6 levels in burn patients correlated with decreased serum CBG concentration (28).
Initially, it was demonstrated that hormone binding globulins like TBG and CBG,
underwent serpin conformational change during inflammation thus reducing their binding
capacity (29). It was then shown that CBG was sensitive to protease activity, specifically
neutrophil elastase, which reduces considerably CBG binding capacity (30) . Knowing
that proteases are released in elevated levels during inflammation, CBG stability could be
compromised after a burn injury. Moreover, a change in CBG synthesis or binding
capacity for Cort during inflammation may be important in regulating Cort-driven

activities in numerous tissues and organs after a burn injury.

The purpose of this study was to assess, for the first time, both endocrine and immune

system modulations following a severe burn injury and to evaluate several parameters at
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different time-intervals poét-bum injury. In the present study, we first established at
different time-intervals after a burn injury total- free- Cort and free Cort percentage.
Secondly, we established the effect of burn injury on CBG concentration, binding
capacity in the serum and on its hepatic thNA expression for the same time-interval
points. Then, we correlated endocrine effects to changes in thymus homeostasis. To do
s0, phenotypic analysis of thymic sub-populations were carried out. With this technique,
we have been able to demonstrate the influence of CBG in regulating Cort availability

and consequently, its effect on cortico-sensitive T-cells.
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Materials and Methods

Animals

All experiments were performed on 6 week-old male mice : C57BL/6 (Charles River
Laboratories, St-Constant, Qc, Canada). The mice were acclimatized for a period of 2
weeks prior to the initiation of any procedures and were housed in a central animal
facility under strictly controlled temperature, relative humidity and a 12-h light/dark
cycle. They were kept in cages, each containing 5 mice. Standard chow (Richmond
standard lab diet, Lab Diet, Richmond, IN) and water were provided ad libitum. The
Institutional Animal Care Committee reviewed and approved all procedures performed in

accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines.

Alzet Microosmotic Pump

Micro-osmotic pumps were installed as described previously (21). On day O of the
experiment, mice were anaesthetized with Isoflurane gas (CDMV, St-Hyacinthe, Qc,
Canada) and the upper sternal region of each mouse was shaved. Animals were randomly
assigned to a control saline group or buprenorphine group, each group containing five
animals per day of experiment. Alzet micro-osmotic pumps (Durcet Corp. Cuprentino,
Ca. USA) were inserted subcutaneously by an incision made on the upper sternal skin and
pushed carefully down to the peritoneal cavity. Surgical sutures were used to close the
wound. All animals survived the procedures. Control group mice received a 0.9% saline-
filled pump and buprenorphine-treated mice received a pump delivering 0.1 ml/kg of
buprenorphine (Reckitt and Coleman Pharmaceuticals, Richmond, Va) per 12 h. For a

20g mouse, this is equivalent to 2.0 pg/12h of buprenorphine (0.2mg/kg body
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weight/day). This dose of buprenorphine is optimal for relief of pain (21,22). The
delivery of buprenorphine by the pumps was determined indirectly 12h later by the ability

of mu receptor agonist drugs to potentiate pentobarbital-induced hypothermia (23).

Sacrifice and Organ Preparation

On days 1, 5 and 10 after treatment, the animals were anaesthetized with Isoflurane and
killed by cardiac puncture. Peripheral blood was collected in a heparinized coated tube
and kept on ice. Plasma was collected after centrifugation and kept at ~20 °C. Livers were
frozen immediately in liquid nitrogen and kept at ~80 °C until assays were performed.

Thymuses were removed and prepared immediately for study.

Preparation of Thymus Cell Suspensions

Thymuses were prepared individually as single-cell suspensions by teasing apart the
matrix in Hank’s balanced salt solution (HBSS, Sigma-Aldrich, Oakville, Ont. Canada).
The suspensions were washed three times in HBSS and the spleen cells depleted of red
blood cells by osmotic shock in Gey’s solution supplemented with NH,Cl, 0.155 M. The
cells were resuspended in RPMI 1640 medium (Biomedia, Drummundville, Qc, Canada)
supplemented with 50 uM 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, Oakville, Ont. Canada),
10% heat-inactivated fetal bovine serum (Biomedia), and antibiotic solution (100 TU/ml
penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Biosource, Montreal, Qc, Canada). Cell viability

was determined by trypan blue exclusion and was consistently greater than 90%.
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Flow Cytometry

Cells were analysed by three-color flow cytometry with FACScan® (Becton-Dickenson)
as previously described (32). Thymocytes (10° cells/100 ul) were incubated for 30 min.
on ice in the presence of 1 pg of fluorescein-conjugated monoclonal rat anti-mouse anti-
CD4, 1 pg of rat anti-mouse anti-CD8 conjugated to R-phycoerythrine (ebioscience, San
Diego, Ca, USA) and 1 pg biotin anti-TcR mAb H-57-597 (H-57) or 1 pg rat anti-mouse
biotin anti-CD24 (Cedarlane laboratories Ltd, Hornby, Ont. Canada) or one pg rat anti-
mouse biotin anti-Qa.2 (B-D Biosciences, Mississauga, Ont. Canada) all conjugated to
streptavidin-Pe/Cy5 molecule (Cedarlane). Cells were washed twice with cold HBSS and
analysed in FACScan. Results were analysed with the WinMdi 2.8 software (Scripps

Research Institute, La Jolla, CA USA).

Total Corticosterone Assay

Total CORT was assessed by dextran-coated charcoal radioimunoassay (RIA) as
described by Newsome et al. (24) . Briefly, 100 pl of serum sample was heated at 60°C
for 30 minutes to denature CBG and obtain the free-form of CORT. Total CORT
concentrations were determined by adding 500 pl of diluted antiserum containing 0.3 pg
of anti-CORT (Sigma-Aldrich) to either the heated serum sample or standard CORT (0-
1000 pg/100ul:Sigma-Aldrich). After 30 minutes at room temperature, *H-CORT (25
UCi) (Amersham Biosciences, Baie-D’Urfé, Qc, Canada) was added to each tube and then
incubated for 1 hour at 37°C. Samples were cooled to 4°C and 200 pl of dextran-coated

charcoal suspension added for 10 minutes at 4°C. After centrifugation, the amount of
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radioactivity present in the supernatant (bound radioactivity) was determined with a beta-

scintillation counter (LKB Wallac).

Free Corticosterone Assay

Plasma free CORT was measured using the procedure previously described by Fleshner et
al. (25). Briefly, 100 pl of plasma samples were loaded into 10K MW Millipore filter
tubes (Fisher Scientific) and labelled with 10 ul diluted *H-CORT tracer (25 pCi/ml)
(Amersham Biosciences). Tubes were then vortexed, incubated 1 hour at 37°C and spun
at 3500 rpm for 20 min at room temperature. Ten l of filtrate and 10 pl of retentate were
removed from each sample and placed into scintillation counting tubes. Radioactivity was
counted for 1 min. Free CORT was determined using the following equation: free CORT
= (CPM filtrate (Free CORT))/ (CPM retentate (bound CORT)) X total CORT (prior

RIA).

CBG Binding Capacity Assay

The measurement of CBG binding capacity was adapted from the method previously
described by Hammond and Lahteenmaki (26). Briefly, a saturation binding experiment
was conducted with each mouse plasma sample: 20 pl of plasma was incubated with 2 ml
of Dextran-Coated Charcoal (DCC) suspension (0.5% Norit A, 0.05% dextran T-70, 0.9%
NaCl in PBS 0.01M (phosphate buffer saline) pH7.4) for 60 min. at 37° with intermittent
shaking to remove endogenous steroids. DCC was removed by centrifugation (3000 g for
15 min. at room temperature) and the supernatant was further diluted 1:5 in PBS, 0.01M

(plasma dilution: 1:500). *H-CORT stock solution was freshly prepared to a concentration
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of 1.6 pmol/100ul in PBS buffer. Stock solution was further diluted in PBS to obtain
standard solutions of the following concentrations: 0.8,04, 0.2, 0.1, 0.05, 0.025, 0,0125
pmol/100ul PBS. Duplicate tubes were prepared for total binding, each containing 100l
diluted plasma, 100ul PBS and 100ul of *H-CORT standards (0.0125-1.6pmol/100pl
PBS). A set of tubes for non-specific binding was prepared; these contained 100ul diluted
plasma, 100 pl cold CORT (85.8pmol/100ul PBS) and 100ul of *H-CORT standards
(0.0125-1.6pmol/100ul PBS). After thorough mixing, all tubes were incubated 1 hour at
room temperature and then placed on ice for 15 min. Cold DCC suspension was added
(750ul), the tubes were vortexed and incubated for an additional 10 min. on ice. DCC
was removed by centrifugation at 3000 x g for 5 min. at 4°C. The supernatant was
decanted from each tube and placed in a scintillation vial to which 3 ml of Scinti-Safe
(Fisher Scientific) scintillation fluid was added. The tubes were capped, mixed and the

radioactivity counted for 1 min in a LKB Wallac counter with a counting efficiency of

65%.

The concentration of specifically bound CORT was calculated by subtracting the non-
specific binding from the mean values of total CORT binding. We then obtained a
saturation curve for each sample where the Bmax (saturation point) equals the CBG
binding capacity. All saturation binding curves and Scatchard analyses were performed
on PRISM 3.0 software (Graphpad, San Diego, Ca, USA). CBG binding capacity is

expressed in pM of *H-CORT bound.
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CBG gene expression

CBG gene expression in liver was assayed by Northern blot analysis. The RNA extraction
was performed by guanadium thiocyanate-phenol/chloroform method and quantified to
normalize the amount of RNA loaded on the gel. Samples were run on a 2.5% agarose gel
and transferred onto a nylon Hybond N+ membrane (Amersham Biosciences). The CBG
cDNA probe was graciously provided by Dr. G. Hammond (University of Western
Ontario, London, Ont. Canada) and used as described in Scrocchi et al. (27). Redi-Prime
beads (Amersham Biosciences) were used to incorporate o->*P dCTP (Amersham
Biosciences) into CBG probe. Membranes were stripped and 18S hybridization was
performed as a loading control. The CBG signal for each sample was then divided by its
corresponding 185 signal. CBG and 18S-probed membranes were analyzed and
quantified with a Phosphorlmager apparatus (Molecular Dynamics, Amersham

Biosciences).

Western blot analysis of CBG in mouse serum

Western blot analysis of CBG in mouse serum was assessed using previously described
techniques (27) . Serum samples were diluted 1:100 in phosphate buffer saline (PBS 1X)
and the protein concentrations of diluted samples were measured by the Bradford assay
(Bio-Rad reagents), using BSA as a standard. A 50 pg aliquot of protein was diluted in
sample buffer and subjected to SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and
electroblotted onto a nitrocellulose membrane (VWR, Montréal, Qc, Canada). The
membranes were washed in Tris Buffered Saline (TBS: 50 mM Tris , pH 8.0 and 150 mM

NaCl) and blocked overnight at 4°C in TBS plus 5% non-fat dry milk (Fisher Scientific).
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The membranes were then incubated for 4 hours at room temperature with rabbit anti-
mouse CBG antiserum (gift from Dr. G. Hammond, University of Western Ontario,
London, Ont. Canada) in TBS plus 5% non-fat dry milk and 0.1 % Tween-20 (Fisher
Scientific). Specific antibody-antigen complexes were identified using a horseradish-
peroxidase-labeled anti-rabbit antibody (SC-2004; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,

CA, USA) and ECL Western blotting detection reagents (Amersham Biosciences).

Statistical analysis

All data are expressed as mean -+/- standard error of the mean. Data were analyzed by a
one-way ANOVA comparison test using the Statistica 6.0 software program (Statsoft Inc.
Tulsa, OK, USA). Differences between groups were considered statistically significant
when the probability by chance was less than 5% (P < 0.05). CBG-binding capacity
analyses were performed on Graphpad Prism 3.0 software. All experiments were

performed in duplicate to confirm the results.
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Results

Total and Free Cort levels in the serum after a severe burn injury

The serum total Cort level in burn-treated mice were significantly higher (237 % and 220
%) after day 1 and 2 respectively, following a burn injury when compared to levels
measured in buprenorphine-treated mice. We have noted a significant increase (165 %) in
total Cort measured in buprenorphine-treated mice 5 days after burn injury while values
for the burn group were already decreasing. Then, we observed a gradual decrease in total
Cort levels for both buprenorphine and burn-treated mice and values were similar
between the two groups 10 days post-burn. The burn injury induced a significant increase
(221 % and 209 %) in free Cort % observed at day 1 and 2 with values that peaked at
17% for burned mice while control levels were at 8%. After the second day post-burn,
free cort % levels were comparable in burn and sham-treated mice with values ranging
between 5 and 7%. Because the amount of free Cort in the serum is calculated by
multiplying total Cort values by free Cort %, we have observed that the burn injury
caused a significant and major increase of free Cort levels, respectively (447% and 450%)

at day 1 and 2 post-burn.

Hepatic CBG mRNA expression after a severe burn injury

We next wanted to test the hypothesis that the burn injury, by stimulating HPA-axis and
Cort production, had an effect on CBG mRNA expression in the liver, where the protein
is mainly produced. Northern blot analyses were conducted to determine the effect of
burn injury on hepatic CBG mRNA expression. As shown in figure 2A, we found a

significant reduction of CBG mRNA expression 24 hours following a burn injury. Similar
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results were observed 12 hours after burn injury (data not shown). However, CBG mRNA
levels in the liver were similar to control levels on day 2 following burn injury and we
have not observed any significant differences between sham- and burn-treated mice for
the rest of the study period as visualized in figure 2B. These data suggest that high serum
Cort levels, resulting from a severe burn injury, can decrease hepatic CBG mRNA
expression and that the reduction of CBG mRNA expression in the liver results in a

decrease in CBG protein production, thus explaining free Cort changes following a burn

injury.

CBG binding capacity

In order to verify if Cort transport in the plasma was modulated by burn injury, we did a
saturation binding assay of plasma proteins where the saturation point of the curve
represents the Buax or maximum binding capacity. Figures 3A and 3B clearly demonstrate
that the binding capacity of plasma proteins for Cort was altered by the burn injury. In
fact, the saturation point was reached at lower concentrations in the burn-treated mouse
when compared to plasma from a typical sham treated mause. Because CBG is the main
Cort carrier in the plasma, we assume that a change in the binding capacity was ptimarily
the result of CBG binding properties. Figure 3C shows that the CBG binding capacity
was significantly reduced (55% and 47% less) at day 1 and day 2 following a burn injury

and that subsequently, CBG binding capacity returned to control values.



113

Plasma CBG levels measured by Western Blot

Having established that plasma proteins, mainly CBG binding capacity was decreased on
day 1 and day 2 following burn injury, western blot analyses of mice serum were
conducted in order to determine CBG concentration change in the serum. Figure 4A
clearly demonstrates that CBG levels in the burn group are similar to control levels 12
hours post-burn but rapidly decreased at day 1 and day 2 following burn injury. CBG
levels in burned mice serum returned to control values at day 5 post-burn. Figure 4B
shows the quantification results expressed as arbitrary units relative to sham group as the
mean intensity of the signal per group. This figure shows that CBG concentration is
highly decreased at day 1 and day 2 in burned mice serum and that it returned to control

values at day 5 post-burn injury.

Thymus phenotypic analysis after burn injury

It is well known that high Cort levels can affect thymocyte proliferation causing thymus
atrophy. Thus, to demonstrate this, we had to determine thymus cellularity at different
time intervals following a burn injury. Figure 5A shows that thymus cellularity is affected
by the burn injury and results in a significant reduction (41% and 50%) in the number of
thymocytes respectively at day 1 and day 2 post-burn. The decrease was mainly caused
by a reduction in double-positive CD4+/CD8+ immature thymocytes which constitute the
major thymic sub-population, exemplified by the concomitant expression of CD4 and
CDS8 cell surface markers. In fact, figure 5B shows that the % of CD4*/CD8" T cells was
significantly reduced (25% and 20%) respectively at dayl and day2 post-burn with values

ranging between 60 and 65% In contrast, in sham treated animals we observed values



114

ranging between 80 and 85 %. As shown in figure 5C, in absolute numbers, this reduction
equals in a significant loss of 40x10° and 38x10° of double-positives CD4"/CD8* cells,
respectively at dayl and day2 post-burn. To confirm our results, we did a specific
thymocyte analysis by targeting both the CD24 and Qa.2 cell surface markers: the first is
expressed only on immature T cells, the second is expressed by the most mature
thymocytes. It is evident from figures 6A and 6B that both CD4* and CD8* T cells
expressing the CD24 marker were depleted following burn injury. In fact, at day 1 post-
burn we observed an important decrease of CD4*/CD24* T cells (45 x 10° cells,
representing 50% less cells), although this was not significant P= 0.09. But at day 2 post-
burn, the same difference existed between buprenorphine and burn-treated animals with
respect to CD4%/CD24" T cells with a significant 50% reduction in cell numbers which
represents a loss of 35 x 10° immature cells. When we looked at T cells expressing
CD8*/CD24" surface markers, we observed similar results as seen with CD4*/CD24*,
with a highly significant loss of cells (42 x 10° and 30 x 10%) representing a 50%
reduction of cells for both day 1 and day 2 post-burn. However, the changes observed
with immature T cells, was not seen when phenotyping mature thymocytes. In fact, there
were no significant differences observed in both CD4*/Qa.2* and CD8*/Qa.2* mature T
cells sub-populations when comparing thymus from sham and burn-treated mice at day!
and day2 post-burn. Having now established that both the endocrine an the immune
systems were affected by the burn injury, we then wanted to correlate the two parameters
that changed the most after the burn injury. Thus, Figure7 shows the result of a
correlation made between free Cort and the absolute number of immature double-positive

T cells expressing both CD4 and CD8 markers. The graph indicates that a strong
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relationship exists between the two parameters and that the reduction of immature cells is

explained mainly by the modulation of free Cort levels in the plasma.
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Discussion

A severe burn injury causes an elevation in total serum Cort by activating, in multiple
ways, the HPA-axis. In the present study, we demonstrate that CBG is the main regulator
for Cort availability in plasma and tissues and that decreased hepatic CBG mRNA
expression followed by a depletion of the transporter in the plasma are primarily
responsible for high Cort levels which cause a direct effect on thymic involution.
Induction of Cort production was rapid, high rising Cort levels were seen as early as 24
hours after the burn injury but lasted only for another 24-48 hours and then decreased
gradually below control values by day 5 and returned to control levels 10 days following
the burn injury. The fact that we observe higher total Cort levels at day 5 for the control
group is explained by the administration of buprenorphine to mice. In fact, this opiate, in
contrast to morphine, does not immediately activate the HPA-axis but represses Cort
production early (1 to 6 hours) after its administration (37-39). Indeed, it has a more
slow-going activity observable essentially at 5 days following a burn injury. Incidentally,
total Cort levels observed for burn mice 5 days post-burn would have been lower if it was
not for the stimulatory effect of the drug on HPA-axis at that time. The percentage free
Cort increased rapidly as we observed peak values 2 days following burn injury and then
these progressively returned to control values and remained at approximately 5-7%
throughout the experimental period. % free Cort variation was the biggest contributor to
free Cort level variations because it multiplied the variations seen previously in total Cort
values. Indeed, we observed that free Cort levels were 400 to 500 % higher in burned

mice between days 1 and 2 following burn injury and that these reached normal values at
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day 5 (30-70 pMol/100ul of serum). The increase observed in the degree of freedom of
Cort can be explained by a rapid and sustained decrease of hepatic CBG mRNA
expression between 12 and 24 hours following burn injury. In fact, decreased CBG
mRNA levels in the liver preceded total Cort increase. This created a gap in time between
increasing Cort levels and decreasing plasmatic CBG concentration which explains the
spectacular increase in free Cort levels observed between day 1 and 2 post-burn. High
circulating Cort levels are believed to act negatively and transiently on the expression of
CBG gene in the liver immediately following the burn injury thus increasing free
biologically active Cort levels (40-41). Although no response element for GC was found
in murine CBG gene, it is believed that GR may repress transcription via physical
interactions with other transcription factors such as hepatic nuclear factor-1 (HNF-1) (42).
In addition to Cort effect on CBG gene expression, increasing levels of IL-6 which arise
following a burn injury (43-44) could explain the sustained repression of CBG
production. Several studies have pointed out this relationship (45-46). Thus, IL-6 may act
directly on a specific binding site (NF-1IL6) found in rat and human CBG promoter or in
association with transcription factors to regulate hepatic CBG production (47). Bartalena
et al. (48) suggested that IL-6 could affect CBG mRNA stability by a post-transcriptional

mechanism.

It is believed that plasma CBG goes through a serpin conformational change during
inflammation (49). In fact, CBG is cleaved by elastase a protease released at high

concentrations at inflammation sites (50). This, in addition to reduced hepatic CBG
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mRNA expression, may explain a low binding capacity of CBG for Cort occurring 24 to

48 hours post-burn injury resulting in high free biologically active Cort.

It is important to point out that the decrease in CBG observed in burn mice should not
have resulted in an increase in free Cort if the negative feedback on adrenocorticotropin
secretion was normal. This impaired negative feedback was observed in patients with
sepsis during dexamethasone infusion; the same situation can be hypothesized for our

mice (51).

GC are secreted in large amounts in response to stressful stimuli and have a potent action
on the thymus. In fact, while no observable changes occurred 12 hours after the burn
injury, we have observed a transient thymic involution (reversible loss of thymus mass) at
days 1 and 2. This loss of 50% of total thymocytes was mainly caused by a depletion of
double-positive (DP) CD4*/CD8" T cells. Indeed, at day 1 and 2 post-burn, a significant
drop of DP cells number (60 to 65 %) was noted in burned mice which later reached
control levels that varied between 80 and 85 % during the experiment period.
Furthermore, phenotyping results indicate a selective depletion of immature T cells
positive for the CD24 cell surface marker or Heat-stable antigen (HSA) which include DP
T-cell population as well as a variety of intermediate immature T-cell subpopulations
(52). On the other hand, no changes between control and burn groups were observed on

mature T-cells characterised by the Qa.2 cell surface marker.
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Several causes can explain the transient thymic involution which occurs between day 1
and 2 post-burn. Firstly, DP T cells are known to be cortico-sensitive. Indeed, DP T cells
numbers are negatively correlated with increasing free biologically active Cort at day 1
post-burn. Normally, T cell selection in the thymus occurs when both TCR and GC
mediated signals antagonize each other, thus establishing a T cell repertoire effective
against non-self antigens (53). High endogenous Cort levels can disrupt T cell selection
and direct immature thymocyte to apoptosis. GC induced thymocyte apoptosis is
mediated by the mitochondrial pathway and requires Apaf-1 complex formation and
capsase-9 (54). Also, Fukuzuka et al. (2000) observed that thymus atrophy following a
burn injury was accompanied by increased FasL and caspase-3 activity and was greatly
reduced by pre-treatment with Mifepristone, a Cort receptor blocking agent (55).
Secondly, a reduced repopulation of thymus by precursor T cells from the bone marrow
could explain the selective loss of immature cells. In fact, in a chronic immobilization
stress situation, it was previously demonstrated that a reduction in the number of T-cell
precursors and in thymic T-cell chemo-attractants were partially responsible for thymic
involution (56). Thirdly, a reduced proliferation of DP T cells could explain low numbers
of immature cells at that moment. In fact, DP thymic T cells are known to be highly
proliferative and it was previously established that thymus involution was associated with

GC treatment which decreased thymocyte proliferation (57-58).

Overall, our results demonstrate for the first time, that CBG is the main in vivo regulator
of Cort action on cortico-sensible thymocytes following a burn injury. It is clear that the

stress induced by the injury had a negative impact on hepatic CBG mRNA expression
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which preceded the depletion of circulating plasma CBG levels resulting in a reduced
binding capacity for Cort. This, concomitant with rising Cort secretion in response to the
injury accentuated free Cort levels. The latter, had an impact on cortico-sensible cells,
immature thymic T-cells, causing a thymus involution. Glucocorticoids are also known to
contribute to T cell selection and high Cort levels could impair negative and positive
selection occurring in the thymus. This would result in the selection and maturation of
auto-reactive or defective T cell clones which could later impair the recovery of patients

suffering from burn injury.
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Legend of figures

Figure. 1. Serum total Cort (A), free Cort % (B) and free Cort (C) levels at selected
time intervals after sham (M) or burn injury (A). In A, the figure shows that on day 1
and 2, burn injury significantly increased total serum Cort concentration while
buprenorphine alone increased total Cort on day 5. Values were similar for both groups
on day 10. Free Cort % was significantly increased for the first 2 days after burn injury.
Therefore, free Cort levels were significantly higher in the burn group at day 1 and 2
post-burn and free Cort levels returned to control values past this period. (N = 5
mice/group). **, P < 0.01; *, P < 0.05 (vs sham group, by ANOVA test). Each square or

triangle and vertical line represent the mean for a group (+/- SEM).

Figure. 2. CBG gene expression in the liver at selected time-intervals after sham
(white) or burn injury (dark grey). Figure A and B show Northern blot results for CBG
and 18s mRNAs hybridization after 1 and 5 days, in liver samples from sham and burn-
treated mice. The intensities of the CBG mRNA bands on blots were quantified and
normalized based on the intensities of 18S. Figure C shows quantitation results for CBG
mRNA expressed in comparison to buprenorphine values (100 %). We noted a significant
decrease in the expression of CBG gene for the first 24 hours after burn injury. There
were no significant differences observed between the two groups after day 1 post-burn.
The bars represent the mean (+\- SEM) for one group (N = 5 mice/group). *, P < 0.05 (vs

sham group, by ANOVA test).
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Figure. 3. CBG binding capacity in C57BL/6 male mice serum after sham (R) or
burn injury (A). Figure A and B show typical saturation binding assay results, where
one sample from each group, was analyzed on Graphpad Prism. A Scatchard conversion
is used to extrapolate the x-intercept which represents the Bmax or the saturation point.
Figure C demonstrates that CBG binding capacity is significantly reduced in serum
between day 1 and 2 after burn injury. Each square or triangle and vertical line represent

the mean for a group (+\- SEM). *, P < 0.05 (vs sham group, by ANOVA test)

Figure. 4. Western blots of mouse serum proteins at different time-intervals after
sham (white) or burn injury (dark grey). Serum was diluted 1:100 and assayed for
protein content by Bradford colorimetric assay. Serum was furthermore diluted 1:10 to
equally adjust protein concentrations to be loaded. Serum samples were resolved by 10 %
SDS-PAGE, transferred to nitrocellulose membrane, and developed with CBG antiserum
(1:500 dilution). Western blot results demonstrate that CBG protein concentration is
markedly decreased in the serum of mice at day 1 and 2 following a burn injury. Figure B
shows quantitation results, the bars represent the relative intensity (O.D.) evaluated as the

% of buprenorphine intensity (+\- SEM).
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Figure. 5. Thymus analysis after sham (®R) or burn injury (A). Figure 5A shows that
thymus cellularity was increased immediately after micro-osmotic pump installation.
However, we observed a rapid decrease of thymocyte cellularity being significant 2 days
after burn injury (p< 0.05). Fig.5B demonstrates that the variations of cellularity observed
at day 1 and 2 post-burn are accompanied by a marked reduced expression of CD4*/CD8*
thymocytes . Moreover, between day | and 2 post-burn we observed a significant

decrease (p< 0.05) of double-positive CD4*/CD8" T cells (Fig. 5C).

Figure. 6. Thymus sub-population analysis 1 and 2 days after sham (white) or burn
injury (dark grey). Figure 6A and 6B show a significant decrease in immature CD24* T
cells for both CD4" and CD8* T cell populations. No significant differences were
observed for the most mature thymic cells characterized by the Qa.2 cell surface marker
expression. Each band and vertical line represent the mean for a group (+/- SEM). ** P <

0.01 and * P < 0.05 (vs sham group, by ANOVA test)

Figure. 7. Multiple regression analysis between free corticosterone and total double-
positive CD4"/CD8* immature T-cells, 1 day after burn injury. A strong relationship
exists between the two parameters whereas Free Cort variations is responsible for 66,42

% of double-positive CD4*/CD8" thymocytes number variation (p = 0.0041).
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Figure 1. D’Elia M. et al.
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Figure 2. D’Elia M. et al.
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Figure 3. D’Elia M. et al.
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Figure 4. D’Elia M. et al.
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Figure 5. D’Elia M. et al.
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Figure 6. D’Elia M. et al.
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Figure 7. D’Elia M. et al.
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Discussion/Conclusion

Le traitement de la douleur chez les patients gravement brilés est une pratique essentielle
et nécessaire en milieu hospitalier pour favoriser le rétablissement de I’organisme. Etant
donné les effets connus des opiacés sur les systémes endocrinien et immunitaire, il nous a
fallu discriminer 'effet de la Bup de celui de la brilure sévére sur la production
d’hormones de stress, de CBG et 'impact de leur régulation mutuelle sur la maturation
des thymocytes. De plus, aucune étude n’avait encore évalué I’influence d’une exposition
prolongée et contrdlée de Bup sur les réponses endocrinienne et immunitaire.

Conjointement, ces deux raisons justifiaient notre intérét a étudier I’effet de cette drogue.

A la lumidre de nos résultats, I'implantation d’une pompe osmotique dans la cavité
péritonéale induit a elle seule, une Iégére augmentation du Cort total en réponse au stress
de la manipulation chirugicale. Ainsi, les souris du groupe saline montrérent des niveaux
de Cort total deux fois plus élevés que ceux mesurés chez une souris a 1’état normal. Par
ailleurs, les souris traités avec de la Bup. sont réfractaires au stress causé par
I’intervention chirurgicale. Nous avons observé des niveaux de Cort total inférieur chez
nos souris traitées avec la drogue. 2 autres études sont arrivées au mémes conclusions. La
premicre, de Pende et al. (1986) qui remarquérent 2 la suite d’une injection de Bup a des
patients une diminution de la réponse endocrienienne au stress démontrée par la baisse
des niveaux plasmatiques d’ACTH et de Cort. La seconde, de Gomez-Flores er al. (2000)

qui observerent un tel phénoméne déja rapporté chez des patients.

Les niveaux de Cort mesurés chez les souris traitées augmentérent graduellement et
rejoignirent ceux observés chez les souris du groupe saline. Cette faible variation des
niveaux de I’hormone qui s’effectua sur une période de 10 jours ne causa pas de
changements au niveau du transporteur spécifique. Cette situation fut évoquée dans une
étude qui démontra que de faibles variations journaliéres en Cort plasmatique total et libre
reli€es au rythme circadien de I’organisme, n’affectaient pas les niveaux de CBG, qui eux
demeuraient constants (Hsu et Kuhn, 1988). La Bup n’eut aucun effet sur les niveaux de

CBG dans le sang, sur I’expression de son ARNm dans le foie ni méme sur sa capacité de
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liaison dans le plasma. Or, la régulation des niveaux de Cort libre fut attribuée
conjointement, par la production de glucocorticoides et par leur liaison dans Ie plasma
avec la CBG (Rosner W, 1991).

Dans notre étude, nous avons observé des niveaux stables du pourcentage de Cort libre
pour les souris des deux groupes confondus. Ceci vient directement confirmer notre
observation sur la capacité de liaison de la CBG qui était demeurée constante tout au long
de I’expérience. Par ailleurs, la régulation du systtme Cort/CBG par la morphine fut
évaluée par I’équipe de Nock er al. (1997). Ils démontrérent une augmentation dose-
dépendante de la CBG chez des rats exposés 2 la morphine sans toutefois définir un effet
de la drogue sur les niveaux de Cort total. L’utilisation de naltrexone, un antagoniste
multiple des récepteurs aux opiacés, bloquait 1’effet de la morphine sur 1’élévation des
niveaux de CBG. Cette situation a causé une diminution substantielle des niveaux de Cort
libre, biologiquement actif. Des niveaux élevés de CBG observés lors de 1’administration
de morphine sont responsables d’une plus grande séquestration de i’hormone, ce qui peut
affecter la réponse au stress. En ce qui nous concerne, nous avons démontré que la Bup
agissait d’une maniére différente, car elle n’affectait ni la production ni la capacité de
liaison de la CBG ainsi, un changement dans la quantité de Cort libre, demeure toujours

relié a une modulation dans la production de I’hormone.

Préalablement a notre étude, ’effet négatif de la majorité des opiacées sur le systeme
immunitaire avait été démontré dans de nombreuses études. Bryant et al. (1988) avaient
observé une atrophie de la rate et du thymus accompagnée d’une réduction de la capacité
proliférative des splénocytes en réponse a une stimulation avec la Concanavalin-A (Con-
A) chez des souris traitées a la morphine. Divers effets immunosuppressifs tels qu’une
baisse de I’activité cytotoxique des cellules NK, de la prolifération des cellules T et de la
production d’interféron-gamma (IFN-y) furent observés chez des rats traités avec de la
morphine. (West et al., 1998 ; Tsai et al., 2000). 1 fut proposé par Freier et Fuchs (1994)
que I’effet immunosuppressif de la morphine était lié 4 une augmentation de 1’ activité de
I’axe HPA. Contrairement aux autres opiacés, I’utilisation de la Bup s’est avérée plus stire

sur le systtme immunitaire. La drogue ne causa pas de changements au niveau de la
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cellularité de la rate et du thymus ni méme au niveau des différentes sous-populations
cellulaires. Par ailleurs, nous avons observé une augmentation de la prolifération des
splénocytes au jour 5, cette situation fut d’ailleurs évoquée dans une étude précédante oil
des souris femelles C3H étaient soumises au méme traitement (Jobin ez al., 2000). Cette
observation fut ponctuelle et des valeurs comparables ont été mesurées entre les souris
des deux groupes au 10° jour d’exposition. De plus, comme nous n’avons pas observé de
changements au niveau du Cort total et de la CBG, I’effet observé an jour 5 ne semblait
pas étre reli€ a Dactivité de ’axe HPA, mais probablement 2 une interaction avec les

récepteurs aux opiacés présents 2 la surface des cellules.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence qu’une exposition chronique a la Bup
n’affectait ni la production ni la biodisponibilité du Cort dans le plasma et n’avait pas
d’impact sur les fonctions immunitaires. Ainsi, la Bup peut réduire la douleur sans
toutefois causer les effets secondaires qui accompagnent généralement un traitement 2 la
morphine. Bref, nos résultats indiquent clairement que la Bup peut étre utilisée
préférentiellement aux autres composés opiacés dans la traitement de la douleur chez des

patients sévérement traumatisés.

Par ailleurs, une briilure sévére cause une élévation marquée de la concentration
plasmatique en Cort suite a I’activation, par divers mécanismes, de 1’axe HPA. Dans notre
seconde étude, nous avons remarqué une induction rapide de la réponse associée au stress
suite a I’observation d’une augmentation des niveaux de Cort total 24 heures suivant le
traumatisme. Cette concentration élévée en Cort dans le plasma fut de courte durée,
puisque le retour a des niveaux normaux de I’hormone furent mesurés dés le 5° jour
suivant la briillure. Associé a cette situation, nous observiames une montée en fleche du
pourcentage de Cort libre dont le maximum (16%) fut atteint 48 heures suivant le
traumatisme. Ensuite, nous remarquimes une décroissance et un retour a des valeurs

normales (5-7 %) dés le 5° jour post-briilure.

La variation du pourcentage de Cort libre fut le principal facteur qui servit a expliquer les

fluctuations mesurées dans la quantité de Cort libre. En effet, nous avons observé une
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augmentation de I’ordre de 400 & 500% des niveaux de I’hormone 2 1’état libre entre 24 et
48 heures post-brillure et un retour a des valeurs normales dés le 5° Jour. Un des facteurs
qui expliqua cette situation fut la décroissance de I’expression du géne de la CBG dans le
foie qui se produisit entre 12 et 24 heures suivant le traumatisme de la bralure. En effet, il
fut démontré qu’une concentration €lévée en Cort plasmatique, comme celle observée lors
d’une britlure sévére, agissait d’'une maniére négative et transitive sur I’expression du
geéne de la CBG (Smith et Hammond, 1992). Deux hypothéses furent soulevées pour
expliquer ce fait. Premiérement, bien qu’il n’existe aucun élément de réponse aux GC
dans le géne murin de la CBG, nous croyons que le récepteur aux GC réprimerait la
transcription du géne de la CBG via une interaction physique avec d’autres facteurs tel le
HNF1 (hepatic nuclear factor 1). Aussi, quelques études ont rapporté un lien entre les
niveaux €levés en IL-6, une cytokine pro-inflammatoire retrouvée en grande quantité dans
le sérum de patients brilés et la répression du géne de la CBG. Son action serait effectuée
via une interaction directe avec un élément de réponse i I’IL-6 contenu dans le promoteur
du geéne de la CBG ou par une modification post-transcriptionnelle de I’ARNm codant
pour la CBG, y affectant ainsi sa stabilité (Bartalena et al. 1993 ; Emptoz-Bonneton et al.,
1997). Aussi, nous avons remarqué que la baisse de ’expression du géne de la CBG
précédait la chiite de la concentration plasmatique du transporteur. Ceci entraina 3 son
tour une diminution de la capacité de liaison de la CBG dans le plasma. Un autre
phénomene propre a la CBG peut influencer son efficacité 2 lier I’hormone. En effet, des
études ont revélé que la CBG subissait un changement conformationnel durant
I’inflammation (Pemberton et al, 1988). Cette modification de structure de la protéine
serait causée par la présence d’élastase, une protéase relachée en grande quantitée par les
neutrophiles aux sites inflammatoires (Hammond et al., 1990). La CBG ainsi clivée, ne
pourrait lier I’hormone. Tous ces phénomeénes caractérisant le comportement du
transporteur en réponse au traumatisme de la brilure concordérent remarquablement bien

pour expliquer la hausse des niveaux de Cort libre mesurés & ce moment.

Apres avoir caractérisé les changements qui expliquent la cinétique du Cort libre mesurée
a la suite d’une brillure sévére, nous avons voulu vérifier quel en serait I'impact sur le

systtme immunitaire et plus spécifiquement sur le thymus. Les GC sont reconnus pour
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€tre sécrétés en grande quantité dans des situations post-traumatiques et pour exercer une
forte action sur le thymus. Nous avons observé une atrophie thymique, c’est-3-dire une
perte de la masse cellulaire du thymus, entre 24 et 48 heures suivant une brillure sévére.
Cette diminution importante du nombre de cellules (50 %) fut principalement causée par
la baisse du nombre de thymocytes doubles-positifs CD4*/CD8*. Cette sous-population
lymphocytaire immature représente normalement 85% de tous les lymphocytes qui
peuplent le thymus. Suite 4 la brillure, le pourcentage de cellules doubles-positives
(CD4/CD8") que nous avons mesuré ne réprésentait plus que 60 & 65% des lymphocytes
totaux. L’atrophie du thymus fut passagére et réversible puisque dés le 5° jour post-
brilure et ce, jusqu’a la fin de notre étude, nous avons mesuré des valeurs normales pour
toutes les sous-populations lymphocytaires. Aussi, nos résultats de phénotypage sont
venus confirmer et préciser nos observations. Nous avons noté que la déplétion cellulaire
du thymus était spécifiquement reliée a la diminution du nombre de cellules immatures
affichant le marqueur de surface CD24". L’expression de ce marqueur de surface est une
caractéristique propre aux cellules doubles-positives immatures ainsi qu’a une variété de
sous-populations lymphocytaires de maturité faible 4 intermédiaire (Teh et al., 1998). Par
ailleurs, nous n’avons observé aucun changements causés par la briilure sur les cellules

matures du thymus, caractérisées par I’expression du marqueur de surface Qa.2.

Plusieurs raisons furent évoquées pour expliquer 1’atrophie thymique que nous avons
observé lors des deux premiers jours suivant une brilure sévére. Les cellules doubles-
positives du thymus sont reconnues pour étre cortico-sensibles, c’est-a-dire qu’elles sont
sujettes a la mort par apoptose lorsque misent en présence de GC. Un fait intéressant que
nous avons remarqué aux jours 1 et 2 post-briilure, était la relation qui existait entre la
chute du nombre de thymocytes doubles-positifs et I’augmentation de la concentration en
Cort libre, biologiquement actif. Or, ces sous-populations immatures du thymus évoluent
dans une zone appelée cortex. Il fut démontré que la région corticale du thymus possédait
les enzymes nécessaires pour convertir les précurseurs des hormones GC en Cort
(Lechner et al., 2001 ; Lechner et al., 2000). Normalement, la sélection des cellules T qui
s'effectue dans le thymus est le résultat des signaux positifs et négatifs que recoit la

cellule respectivement via le TcR et le récepteur aux GC. Cette évolution permet
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d’assurer la mort des cellules auto-réactives reconnaissant les peptides du soi et
I’établissement d’un répertoire de cellules T efficaces 2 reconnaitre les antigénes (Ag) du
non-soi. Une concentration en Cort élevée dans le thymus peut causer des défaillances
dans la sélection des cellules T et précipiter la mort des thymocytes immatures. Des
études ont révélé que I’apoptose des thymocytes induite par les GC se produisait via le
signalement mitochondrial et impliquait la formation du complexe Apaf-1 et I’activation
de la caspase-9. 1 fut démontré que les protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL
exergaient un réle protecteur face i I’apoptose médiée par les GC. Fukuzuka et al.
(2000a) observérent que I’atrophie thymique découlant d’une brillure sévere,
s’accompagnait d’une augmentation des niveaux du Fas ligand et de activité apoptotique
de la caspase-3. Il fut démontré qu’un pré-traitement des souris avec le mifepristone, un

agent bloquant la liaison de I’hormone au récepteur des GC, inhibait ce phénoméne.

En conclusion, nos résultats démontrent clairement que la CBG agit, lors d’une brilure
sévere, comme un important régulateur in vivo de 1’action du Cort sur les cellules cortico-
sensibles du thymus. Nous avons pu prouver que le stress causé par le traumatisme efit un
impact négatif sur I’expression du géne de la CBG dans le foie. Cet événement précéda la
diminution des niveaux de CBG circulant dans le sang et se solda par une réduction de la
capacité de liaison du transporteur pour son hormone. Conjointement avec 1’augmentation
de la production de Cort via la stimulation de 1’axe HPA, cette situation accentua les
niveaux libres de 1’hormone. Parallélement, nous avons observer une forte corrélation
entre la baisse du nombre de cellules cortico-sensibles et I’augmentation de la quantité de

Cort biologiquement active.
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