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Résumé

Le temps d’hospitalisation ainsi que le pronostic de survic des patients gravement briilés
est grandement influencé par la sévérité de la brilure, son étendue et les soins apportés
par le personnel hospitalier. Unc meilleure compréhension des conséquences
physiologiques de la brilure chez les patients revét une importance particuliére puisque
c’est a partir de ces travaux de recherche quc des traitements plus appropriés seront
prodigués. Une briilurc grave cst en fait ’agression la plus intense que le corps humain
peut subir. Au-dela des blessures cutanées, il y a les organes vitaux qui sont en hyper-
réaction. Les grands-brillés sont des polytraumatisés faisant face a plusicurs conséquences
médicales graves : perte de masse musculaire importante, cc qui diminue la capacité de se
rétablir, perte d’eau importante, risque d’infection majeure au niveau du sang
(septicémie) causée par la perte de la peau et la perméabilité accrue de la barriére gastro-
intestinale, déstabilisation des fonctions vitales, accumulation des déchets cellulaires

causée par le stress oxydatif et une dysfonction généralisée du systéme immunitaire.

De nombreuses études portant sur la brilure ont démontré effet négatif sur le systéme
immunitaire de divers médiateurs solubles. On compte parmi ces facteurs
immunosuppresseurs : les cytokines pro-inflammatoires, les prostaglandines E; (PGEy),
’oxyde nitrique (NO), les hormones de stress. La sécrétion massive d’hormones de stress
tels les catécholamines et les glucocorticoides (GC) est une adaptation de ’organisme a la
brilure sévére. Le cortisol (Cort) est le principal GC et exerce plusieurs roles tels que : le
catabolisme des graisses et des protéines, le contrdle de la glycémie et de la réponse
immunitaire. Dans les premiéres 24 4 72 heures suivant la briilure, la sécrétion
d’hormones de stress est maximale et sert 4 controler la réponse inflammatoire et a
empécher ’apparition du syndrome de la réponse inflammatoire systémique (SRIS) chez

les grands-brtilés.

Les lymphocytes T sont des cellules particuliérement sensibles & ’action des hormones de
stress. Leurs fonctions sont déprimées chez les grands-briillés. Des nombreuses études
menées soient a partir du sang de patients gravement briilés ou sur des modéles animaux

ont démontré I’influence négative des GC sur le développement et les fonctions des



iv

lymphocytes T. La manifestation le plus spectaculaire de I’action des GC sur le
développement des lymphocytes T a été démontrée en laboratoire a partir de divers
modcles. Les GC séerétés suite a la brillure causent 1’apoptose massive des thymocytes
cntrainant a leur tour unc atrophic du thymus visible au jour 1 post-brillure. Le stress
oxydatif est un autre factcur qui vient influencer les fonctions des lymphocytes T. La
balance intraccllulaire entre molécules anti- et pro-oxydantes permet ’activation adéquate
ct la prolifération de ces cellules. La brilure sévére crée un déséquilibre ct favorise
I’accumulation de radicaux libres. Des nombreuses études en ont fait état comme une

causc d’immunosuppression.

Le but de ce travail était de vérifier la régulation des effets des GC sur les lymphocytes T
lors de la briilure sévére. Dans un premier temps, nous voulions identifier les mécanismes
responsables de la sensibilité des thymocytes aux GC sécrétés dans les premiéres heures
suivant la brilure. Dans un deuxiéme temps, nous voulions évaluer la sensibilité aux GC

et au stress oxydatif des lymphocytes T retrouvés en périphérie au jour 10 post-brillure.

Dans le premier volet de cette recherche nous avons démontré que la brilure sévére
augmente les niveaux du récepteur @ GC (GR) et induit I’expression de ’enzyme 11beta-
hydroxystéroides déshydrogénase de type 1 (11B-HSD1) au niveau des thymocytes. De
plus, nous démontrons que I’expression de la 11B-HSD1 rend les thymocytes plus
sensibles aux hormones de stress en augmentant le pool intracellulaire GC actifs. In vitro,
nous avons observé que I’exposition de thymocytes aux cytokines pro-inflammatoires
telles interleukine (IL)-1B, I’'IL-6 et le tumor necrosis factor (TNF)-a augmentait la
conversion de GC inactifs en GC actifs entrainant ainsi leur apoptose. En résumé, ces
résultats montrent que I’atrophie thymique visible au jour 1 post-briilure est causée par
’augmentation des niveaux plasmatiques de GC, de I’expression du GR et de la 118-
HSD1 chez les thymocytes. Ces trois facteurs sont responsables de I’augmentation de la

sensibilité des thymocytes aux GC.

Dans un deuxiéme volet, nos études se sont portées au jour 10 post-briilure ol nous

voulions vérifier ce qu’il advenait de la sensibilité des lymphocytes T périphériques aux



GC ct au stress oxydatif. Jusqu’a présent, aucun travail de recherche n’avait été effectué
cn cc sens. La premiére étape fut de vérifier comment Ic stress oxydatif influence les
fonctions des lymphocytes T de souris briilées. Pour ce faire, nous avons utilisé un
modcle de culture cellulaire ex vivo. De nombreuses études utilisant cc méme mod¢le ont
montré unc dysfonction des lymphocytes T au jour 10 post-briilurc. En culture cellulaire,
I’ajout de 2-mercaptoéthanol (2-ME) au milicu permet de diminuer le stress oxydatif du
milieu extracellulaire et stimule la prolifération des lymphocytes T. Le 2-ME permect
Pentrée de cystéine dans ces cellules. Cet acide aminé est essenticl pour les lymphocytes
T. In vivo, la cystéine cst livrée aux lymphocytes T par les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) lors de la présentation antigénique. /n vitro, lorsque ces cellules sont
cultivées sans CPA elles nec peuvent proliférer, d’o0 I'utilité¢ de 1’ajout 2-ME. Notre
mode¢le consistait a vérifier la prolifération in vitro de cellules T isolées de souris
briilées/témoins dans un milieu de culture avec et sans 2-ME, ce qui recréait un micro-
environnement réducteur ou oxydatif. A notre grande surprise, nous avons observé la
prolifération de lymphocytes T de souris briilées méme dans un milieu exempt de 2-ME.
Ceci nous a amené a identifier le mécanisme responsable de cette prolifération. Nous
avons découvert un systéme de transport exprimé a la surface des lymphocytes T de
souris briilées qui permettait d’augmenter la concentration intracellulaire en cystéine et

favorisait leur prolifération.

La seconde étape fut de vérifier dans ces mémes conditions de culture la sensibilité aux
GC des lymphocytes T de souris briilées. Nous avons observé que ces cellules sont moins
sensibles a I’apoptose induite par les GC et réfractaires & leur action anti-proliférative.
Cette résistance semble passer par la phosphorylation de la protéine p38 Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK). L’inhibition de la phosphorylation de cette protéine
chez les lymphocytes T de souris briilées tend a normaliser la production d’IL-2 et

d’interféron-y (IFN-y), deux cytokines fortement produites suivant leur activation.

En résumé, ces travaux de recherches démontrent que la génération intracellulaire de GC
actifs est un mécanisme important modifiant la sensibilité des thymocytes aux hormones

de stress. Aussi, nous montrons que la sensibilité aux GC est variable en fonction du
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temps post-brilurc ct dc la naturc des cellules puisqu’au jour 10, les lymphocytes T
périphériques ont développé une certaine résistance aux hormones de stress. Qui plus est,
les fonctions de ces cellules ne sont plus limitées par les besoins en cystéine, puisqu’elles
ont trouv¢é un moycn d’assurer son importation via I’expression d’un systéme de transport

spécifique.

Michele D’Elia Dr. Jacques Bernier

Etudiant Directeur de recherche
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Introduction

Une des principales conséquences de la briilure sévére est une dysfonction généralisée du
systéme immunitaire. Cettc immunosuppression augmente le risque d’infections, le temps
d’hospitalisation et la mortalit¢ des grands-briilés. Parmi les principaux facteurs
immunosuppresseurs qui ont ¢t¢ associés a la brillure sévére le stress oxydatif et les GC

excrcent unc influcnce sur le développement et les fonctions des lymphocytes T.

Le stress oxydatif cst relié a la synthése et a la libération par les cellules endothéliales, les
macrophages ct lcs neutrophiles de médiateurs de I’inflammation tels le NO, le peroxyde
d’hydrogeéne (H»O2) et les radicaux libres (O,, HO;). Ces molécules oxydantes
permettent & I’organisme d’attaquer directement les bactéries ou de les combattre a
travers un processus pro-inflammatoire qui s’accompagne par la production massive de
cytokines dc ce type telles 'IL-1B, le TNF-a et I’'IL-6. Par ailleurs, I’activation des
cellules augmente la synthése intracellulaire de radicaux libres, qui sont pour ainsi dire,
des déchets métaboliques. Le glutathion (GSH) est la principale molécule anti-oxydante
synthétisée par les lymphocytes T pour contrer I’accumulation des radicaux libres. C’est
un tripeptide formé des acides-aminés glutamate, glycine et cystéine. Ce dernier est le
plus important, car les lymphocytes T ne peuvent I’importer. In vivo, ce sont les CPA qui
fournissent aux cellules T la cystéine qui leur est indispensable; in vitro, une
supplémentation du milieu de culture en 2-ME permet de palier au probléme. Une des
principales conséquences de la brillure est un déficit en acide aminés, une forte activation
cellulaire et la chute des niveaux de GSH, ce qui entraine une dysfonction au niveau des

lymphocytes T.

Les GC synthétisés massivement en réponse au traumatisme de la brilure exercent une
influence spectaculaire sur la viabilité des thymocytes. En effet, prés de 50 % de ces
cellules entrent en apoptose dans les premiéres 24 a 48 heures suivant la brilure sévére,
entrainant I’atrophie de I’organe. La quasi-totalité des GC sont synthétisés par les glandes
surrénales suite a ’activation de I’axe hypothalamo-hypophysaire-surrénalien (axe HPA).

Par ailleurs, certaines cellules augmentent leur niveau intracellulaire de GC actifs via



Iexpression de ’enzyme 11B-HSDI. Récemment, la présence de cetic ecnzyme a été
démontrée chez les thymocytes et lymphocytes T. L’activation des lymphocytes T les
rend moins sensibles a I’apoptose induite par les GC. Par ailleurs, ccrtaines fonctions des
lymphocytes T matures sont influencées par les GC. En cffet, ces hormones modificnt le
patron de synthésc des cytokines en diminuant la production d’IL-2 ct d’IFN-y ct en
favorisant celle d’IL-4 et d’IL-10. Une forte activation des cellules T pecut méme mener a
un phénoméne de résistance aux GC impliquant divers éléments de signalisation
intracellulaire, parmi ceux-ci, les MAPKs. Une baisse de la sensibilité aux GC chez les
lymphocytes T a été observée dans diverses maladies inflammatoires telles 1’arthrite

rhumatoide, la maladie pulmonaire obstructive chronique (MPOC) et 1’asthme.

Les buts de ce travail sont multiples. Dans un premier temps, nous voulions identifier les
mécanismes responsables de I’hypersensibilité des thymocytes aux GC au jour 1 post-
briilure. Dans un deuxiéme temps, nous cherchions a vérifier le niveau de sensibilité des

lymphocytes T périphériques au stress oxydatif et aux GC au jour 10 post-brillure.

Cc document est divisé en plusieurs chapitres. Le premier chapitre est une revue des
connaissances actuelles sur les lymphocytes T, les GC et le stress oxydatif. Nous
soulignerons les facteurs responsables de la sensibilité des lymphocytes T aux GC. Aussi,
nous analyserons la réponse immunitaire chez les grands-briilés en mettant I’emphase sur
les principales dysfonctions. Par la suite, nous nous intéresserons aux conséquences
physiologiques du traumatisme de la brilure, plus particuliérement celles associées au
stress oxydatif et aux GC. Finalement, nous analyserons comment les thymocytes et les
lymphocytes T s’adaptent a la brillure sévére en fonction de leur exposition au stress
oxydatif et aux GC. Le second chapitre présentera les objectifs spécifiques du projet de
recherche. Les résultats obtenus lors de mon doctorat seront présentés dans les chapitres
subséquents sous la forme de trois articles, dont je suis ’auteur principal. Ces articles se
rapportent aux différents volets du projet. Ces trois articles sont présentés sous la forme
de manuscrit et ont récemment été soumis aux journaux avec comité de lecture. L’article
démontrant que la brilure sévére induit ’expression de 1’enzyme 11B-HSD1 au niveau

des thymocytes a été publié par American Journal of Physiology : Endocrinology and



Metabolism, ct deux articles, I’'un démontrant ’adaptation post-briilure des lymphocytes
T périphériques au stress oxydatif, I’autre présentant le phénoméne de résistance aux GC
chez ccs mémes cellules ont été soumis respectivement a Immunology Letters ct Critical
Care Medecine. Chacun des articles est précédé d’une mise en contexte, d’une traduction
francaisc du résum¢ original et du détail dc la contribution dec chacun des autcurs de
Particle. Par la suite, I’ensemble de cet ouvrage sera synthétisé ct analysé dans le dernier

chapitre.



Chapitre 1 : Revue bibliographique




1. Les lymphocytes T

Ce chapitre résumera les principales caractéristiques des lymphocytes T sans entrer dans
les détails puisque d’autres sections de cette rcvuc de littérature s’y attarderont. Un
premicr point portera sur les étapes menant a la maturation des thymocytes dans le
thymus, un second point s’intéressa aux lymphocytes T matures, a leurs sous-types, aux
¢tapes menant a leur différentiation en effectcurs de type Thl ou Th2 et finalement au

signal intracellulaire résultant de I’engagement du TcR.
1.1 La maturation des thymocytes

Le thymus joue un réle clé dans la différentiation et la sélection des cellules T
fonctionnelles. La maturation des thymocytes implique la régulation de ’expression de
diverses protéines membranaires tel le TcR qui, couplé au CD3, permet une signalisation
menant a Pactivation cellulaire. L’expression différentielle des molécules accessoires
CD4, CDS8 ainsi que CD44 et CD25 permet de définir les étapes de la maturation des
thymocytes. Le TcR est un hétérodimeére formé par ’association des chaines o/ ou /6.
Les cellules y/8" sont les premiéres a apparaitre au stade embryonnaire. A 1’age adulte,
prés de 99% des thymocytes expriment un TcR o/f” tandis que seulement 1 % des

cellules sont y/8" {Savino & Dardenne 2000}.

Les cellules qui entrent dans le thymus dérivent toutes de précurseurs hématopoiétiques,
issus du foie fétal ou de la moelle osseuse, attirés vers 1’organe par certains facteurs dont
la thymotaxine {Imhof, Deugnier, et al. 1988}. De plus, différentes études ont montré la
production par le thymus de diverses chimiokines incluant CXCL12, CCL21 et CCL25
qui sont responsables du peuplement du thymus fetal par les cellules progénitrices {Liu,
Sinha, et al. 2005}. Parallé¢lement, I’expression de divers récepteurs leur permettant de
lier les chémokines fut démontré a la surface des cellules hématopoiétiques se dirigeant
vers le thymus {Robertson, Means, et al. 2006} . D’ailleurs, la présence du ligand PSGL-1
par les cellules progénitrices permet leur attachement & 1’épithélium thymique via une

interaction avec la P-selectine. Les cellules qui pénétrent dans le thymus expriment a leur



surfacc lc marqueur Thy-1, mais sont déficientes pour les chaines o et B du TcR ct les co-
récepteurs CD4" ou CD8’. Ces cellules, doubles-négatives (DN) se logent principalement
dans la partie sous-capsulairc de I’organe. La maturation des thymocytes se poursuit dans
le cortex et finalement la médulla. Leur mouvement dans le thymus est assuré par
Pexpression de molécules d’adhésion et d’intégrines telles que: ICAM-1, CDIS,
CD2/LFA-3 et CD44 {Wada, Kina, et al. 1996}; {Barda-Saad, Rozenszajn, et al. 1999}.
De plus, I’expression de la cadhérine-E, une protéine impliquée dans I’adhésion des
ccllules, a la surface des thymocytes ct de 1’épithélium du thymus, permet la transition de
la zonc sous-capsulaire au cortex {Lee, Sharrow, et al. 1994}. Aussi, la présence a la
surface des thymocytes DN du CD103, le ligand pour la cadhérine-E, fut démontré et
corrtle avec une augmentation de leur prolifération {Kutlesa, Wessels, et al. 2002}.
L’expression des récepteurs a chimiokine CXCR4 et CCR7 a la surface des thymocytes
double-négatifs (DN) est cruciale pour leur progression au-dela de la jonction cortico-
médullaire puisqu’une mutation dans un ou I’autre de ces génes cause une accumulation

de cces cellules a la jonction {Misslitz, Pabst, et al. 2004}.

Lc réle premier du thymus est d’établir un répertoire de cellules T capables de reconnaitre
et d’étrc activées par un éventail tout aussi étendu d’antigénes (Ag) présentés par les
molécules du CMH du soi et d’éliminer les cellules auto-réactives {Vacchio & Ashwell
2000}. Lors de leur maturation, les thymocytes traversent différents points de
contréle incluant la B-sélection, les sélections négative et positive et parallélement sont
définis comme étant DN, double-positifs (DP) ou simple-positifs (SP) selon I’expression

différentielle des marqueurs de surface (voir Figure 1).

Le stade DN est caractérisé par I’absence a la surface des thymocytes des marqueurs
CD4" et CD8". Toutefois, I’expression différenticlle des marqueurs CD25 et CD44
permet de suivre leur maturation. Ainsi, 4 stades DN1 a DN4 se succédent a travers
lesquels le thymocyte en développement exprime successivement la chaine B du TcR
(DN3) et un pré-TcR (DN4) {Ladi, Yin, et al. 2006}. La chaine B du TcR est issue du
réarrangement par épissage alternatif des transcrits des génes V, D et J {Vacchio &

Ashwell 2000}. Pres de la moitié des cellules DN n’expriment pas un TcRp fonctionnel.



Pour parvenir a traverser ce point de contréle qu’est la B-sélection, le thymocyte
cxprimant un TcRP fonctionnel doit I’associer @ un pré-TcRa. Les cellules non-
fonctionnelles sont par la suitc éliminées par apoptose selon un mécanisme p53-
dépendant {Costello, Cleverley, et al. 2000}. Le pré-TcR est composé des chaines
accessoires ¥, 6, € ct de I’homodimeére {-£ qui s’associent pour former le complexe CD3.
Cette ¢tape est cruciale dans la progression de la cellule au stade double-positif (DP)
caractérisé par la co-expression des chaines CD4" et CD8" {Shinkai, Koyasu, ct al.
1993}. Les facteurs de transcription de la famille Early Growth Response (EGR)
notamment, EGR1, 2 et 3 jouent un rdle essenticl dans le passage des thymocytes du

stade DN a DP {Carleton, Haks, et al. 2002}.

Le stade DP est caractérisé par une prolifération rapide des cellules et le processus de
réarrangement de la chaine a du TcR qui précédent les sélections positive et négative.
Ultimement, ce processus rigoureux empéche la progression de la maturation des cellules
T non-fonctionnelles ou auto-réactives, potenticllement dommageables pour 1’organisme.
Les thymocytes sont en premier licu triés selon leur habilité a reconnaitre le complexe
formé d’un peptide présenté par les molécules du CMH du soi exprimées 4 la surface des
ccllules épithéliales corticales du thymus. Les thymocytes ayant un TcR ne reconnaissant
pas le CMH du soi sont dépourvues de toutes utilité et meurent par « négligence » selon
un mécanisme apoptotique impliquant la voie mitochondriale {Vacchio & Ashwell
2000}. La sélection négative est quant a elle achevée au niveau de la jonction cortico-
médullaire via I’interaction du TcR exprimé par les thymocytes DP et le CMH présentant
un peptide circulant exprimé a la surface des cellules dendritiques. Ce processus double

particulierement stringeant épargne seulement un faible nombre de cellules DP.

Les étapes de sélection positive et négative coincident avec la maturation des cellules en
type CD4" ou CD8” selon la classe des molécules du CMH avec lequel le TcR interagit et
la durée de cette liaison {Werlen, Hausmann, et al. 2003}. Toutefois, des travaux menés a
partir de souris transgéniques exprimant des cellules DP réactives soit pour le CMH; ou le
CMHjy; ont démontré que la restriction au CMH ne sert pas a définir le type de cellules SP

puisque des cellules CD4" et CD8" furent générées dans les deux cas {Itano, Salmon, et



al. 1996}. La liaison du co-réccptecur CD4 ou CD8 implique un signal intracellulaire
transmis par le proto-oncogéne pS6Lck. Hernandez-Hoyos ct collaborateurs (2000)
obscrvérent qu’en présence d’un fort inducteur de I’activation cellulaire, Lck était
proportionnellement activée et la maturation du type CD4" favorisée {Hernandez-Hoyos,
Sohn, ct al. 2000}. Ainsi, la force et la durée du signal d’activation influencent le devenir

de la cellule en type SP CD4” ou SP CD8" {Iwata, Kuwata, ct al. 1996} .

L’activation ccllulaire via le TcR/CD3 lors des étapes de sélection positive et négative
meéne a la phosphorylation des protéines MAPK. La sélection positive des cellules DP
provoque I’activation de la cascade de signalisation Ras-Raf-Mek-Erk tandis que la
s¢lection négative est controlée par I’activité des protéines JNK ct p38 {Bommhardt,
Beyer, et al. 2004}. Suite aux étapes de sélection, I’expansion des thymocytes comprend
au moins 6 rondes dc division cellulaire et est dépendante de I'IL-7 produite par les
ccllules stromales de la médulla. Elle précéde 1’émigration des thymocytes du thymus

vers la périphéric {Penit & Vasscur 1997}.
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Figure 1: Représentation des étapes principales menant a la maturation des thymocytes. Les cellules
progénitrices attirées vers le thymus passent du stade DN (DN| a DN4) a DP. Le réarrangement des chaines
B et a du TcR permet aux cellules de traduire un signal d’activation suffisant menant 4 la sélection positive.
Les cellules auto-réactives sont éliminées lors de la sélection négative. Selon la force du signal de
stimulation regu les cellules deviendront SP, inspiré de Savino & Dardenne (2000).

1.2 Les lymphocytes T matures

Les lymphocytes T matures résident dans les organes périphériques secondaires
(ganglions lymphatiques, rate). La réponse immunitaire adaptative se produit lorsqu’une
cellule T naive rencontre une CPA. Cette interaction physique entre les membranes des

deux types cellulaires crée une zone appelée synapse immunologique dans laquelle le
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TcR intcragit avec le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) (signal 1) et
parall¢lement divers autres ligands, molécules de co-stimulation ct récepteurs
interagissent (signal 2) ce qui favorise I’activation des cellules T. La liaison entre le
complexe CMH/peptide et TcR peut varier en force et durée. Ainsi, unc période de
stimulation trop courte scra incfficace pour activer la cellule T. Par contre, une courte
stimulation du TcR couplée a un fort signal antigénique et a unc stimulation secondaire
adéquate (B7/CD28) permet la prolifération des cellules T {Lanzavecchia & Sallusto
2001}.

Le TcR est un complexe formé de 8 protéines transmembranaires. La reconnaissance d’un
Ag dans le contexte du CMH est réalisée par les chaines a ct B du récepteur tandis que les
chaines v, €, 8, €, {-C formant le CD3 sont essentielles & I’expression du récepteur a la
membrane et a la transmission du signal a I’intérieur de la cellule. De plus, I’expression
de protéines de co-stimulation telles CD4, CD8 et CD28 stabilisc I’interaction entre la
cellule T et la CPA. La liaison du TCR stimule de nombreuses voics de signalisation
intracellulaire. Celles-ci impliquent I’activation de protéines liées a la membrane, la
phosphorylation de protéines intracellulaires, la génération de messagers secondaires, et
Pactivation des protéines MAPKs menant & une augmentation de [I’activité
transcriptionnelle de nombreux facteurs dont NF-AT, NF-kB et AP-1. L’engagement du
TcR cause la phosphorylation des Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs
(ITAMs) situés dans la portion cytoplasmique des chaines du CD3 par les proto-
oncogenes p56Lck et pS9Fyn. Le recrutement de la protéine adaptatrice Zap-70 par les
motifs phosphorylés cause I’activation des voies de signalisation de [’inositol tri-
phosphate (IP;) et Ras {Kung & Thomas 1997}. La Figure 2 qui suit schématise les
différentes voies de signalisation intracellulaire qui sont activées suite a I’engagement du

TcR.
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Figure 2 : Principales protéines impliquées dans la signalisation intracellulaire résultant de la liaison du
TcR a la surface du lymphocyte T. L’engagement du TcR/CD?3 via la présentation antigénique par le CMII
cause le recrutement des protéines p56lck et p5S9fyn qui entrainent la phosphorylation des motifs ITAMs.
La protéine adaptatrice ZAP-70 se lie aux motifs ITAMs phosphorylés et active les voies de signalisations
Ras et 1P3, inspiré de Kung & Thomas (1997).

1.2.1 Les sous-types de lymphocytes T auxiliaires matures

Suite a leur rencontre avec une CPA, les cellules T naives s’activent, produisent de I’1L-2
et proliférent rapidement (expansion clonale). La différentiation des cellules CD4" en
sous-types Th1 et Th2 est influencée par divers facteurs incluant les cytokines présentes
dans I’environnement immédiat, la dose et la nature de I’Ag, I’affinité du TcR pour I’Ag,
et la somme des interactions entre diverses molécules de co-stimulation et leurs co-
récepteurs respectifs : B7/CD28, ICAM-1/LFA-1 et CD40/CD40L. Les cellules Thl sont
importantes pour 1’éradication de pathogénes intracellulaires incluant des bactéries,
parasites, levures et virus. Ces cellules produisent de I'IFN-y et de la lymphotoxine qui
ont pour effet de stimuler la production de cytokines et I’activité microbiocide des
macrophages. Une réponse immunitaire de type Thl est caractérisée par la production
d’Ac d’isotype IgG2a permettant de fixer les protéines du complément, I’activation des
cellules NK et des lymphocytes T CD8". Les maladies auto-immunes telles le diabéte de
type 1 et la sclérose en plaques sont le résultat d’une réponse de type Thl chronique. A

’opposé, les lymphocytes de type Th2 sécrétent entre autres de I’'IL-4, IL-5 et IL-13 qui
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activent les mastocytes ct ¢osinophiles et ménent a I’éradication dc parasites ct a la
synthese d’anticorps (Ac). Unc suractivation de la réponse Th2 cst responsable des
allergics puisque les cytokines de ce type favorisent la synthése d’IgE {O'Garra & Arai
2000}.

En plus du contrdle croisé qu’exercent I’un sur I’autre les types Thl et Th2 : par exemple
le patron de sécrétion des cytokines de I’un empéche le développement et 1’activité de
I’autre, la réponse immunitaire associée aux lymphocytes T cst soumise a I’action
suppressive des cellules T régulatrices. Trois types dc cellules régulatrices furent
caractérisés, les Trl productrices d’IL-10, les Th3 qui sécrétent du TGF-B ct les cellules T
régulatrices CD4"CD25"FoxP3" productrices d’IL-10 et de TGF-B dont I’activité
suppressive est le résultat d’un contact avec une cellule cible {Piccirillo & Thornton

2004},

Récemment, un autre type de lymphocytes T produisant de I’IL-17 et ayant une forte
activité pro-inflammatoire fut identifi¢ dans diverses maladies autoimmunes telles
I’arthrite rhumatoide, la scérose en plaque, I’asthme et le lupus érythrémateux. Ces
cellules appelées Th17 dérivent d’un progéniteur commun aux cellules Thl et Th2 dont la
différentiation est favorisée par la présence d’IL-6 et de TGF-P. La prolifération de ces
cellules est dépendante de I’'IL-23 {Bettelli, Oukka, et al. 2007}. La Figure 3 qui suit
illustre les différents types de lymphocytes T CD4".
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Figure 3 : Sous-types de lymphocytes T CD4' matures. Une cellule T naive lorsque stimulée par une CPA
produit de I’IL-2, ce qui favorise sa prolifération. Cette cellule dite ThO est sensible aux cytokines présentes
dans I’environnement, a la nature de P’antigéne présenté et a la force du signal regu. Ces facteurs influencent
son développement en cellule de type Thi, Th2, Th17 et T régulatrice, inspiré de O'Garra & Arai (2000).

1.2.2 Différentiation des cellules T naives en types Thl vs Th2

L’IL-12 est un déterminant majeur de la différentiation des cellules CD4" en type Thl et
ceci cst favorisé par I'IFN-y qui d’une part, augmente I’expression du récepteur a I’IL-12
(IL-12R) a la surface des cellules T et d’autre part, inhibe la croissance des cellules de
type Th2. La production d’IL-12 par les macrophages et les cellules dendritiques est
provoquée par des composés d’origine microbienne ou la liaison du CD40. La liaison de
I'IL-12 a la surface d’une cellule T provoque la phosphorylation de Signal Transducer
and Activator of Transcription-4 (STAT4) et stimule la production d’IFN-y. Les cellules
de type Thl sont caractérisées par une forte phosphorylation de la p38 MAPK et par la
présence du facteur de transcription T-bet. La liaison de I’'IL-4 4 la surface d’une cellule T
naive active la voie de signalisation JAK1-STAT6 et favorise I’activité transcriptionnelle
de c-maf et GATA-3. De plus, des niveaux élevés en Adénosine Mono-Phosphate
cyclique (AMPc) intracellulaire, par exemple suite a I’exposition de cellules T naives aux

prostaglandines E2 (PGE2), favorisent le développement du type Th2 {O'Garra & Arai
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2000}. La Figure 4 qui suit schématise les médiatcurs responsables de la conversion des
cellules T CD4™ naives en cellules effectrices Th1 ou Th2.

IL4R

L4

N

cellule
T CD4+

IL-12

IL-12R
IL-18R

Figure 4 : Différentiation des lymphocytes T en type Thl ou Th2. L’IL-12 et I'IL-4 sont les principales
cytokines qui ménent a la différentiation des cellules T CD4" en cellules effectrices de type Thl ou Th2.
Les tymphocytes Thl produisent de I'IFN-y et favorisent la réponse pro-inflammatoire tandis que les
cellules Th2 produisent entre autres de 1'IL-4 et de P'IL-5 et stimulent la production d’anticorps, inspiré de
O'Garra & Arai (2000).

2. Les corticostéroides/glucocorticoides/hormones de stress

Depuis leur découverte vers le milieu du siécle dernier, les GC ou corticostéroides sont
largement utilisés pour traiter une variété de maladies inflammatoires et immunitaires.
L’effet immunomodulateur des GC est relié a I’inhibition de I’expression de plusieurs
genes impliqués dans la réaction inflammatoire et codant pour des cytokines,
chimiokines, récepteurs de surface, molécules d’adhésion, facteurs tissulaires, protéinases
et enzymes (cyclooxygénase (Cox) et oxyde nitrique synthétase (NOS)). Malgré les
bienfaits de leur utilisation sur une période relativement courte, la prise de
corticostéroides de maniére chronique entraine des effets indésirables au niveau
physiologique tels: I’ostéoporose, le diabéte, I’hypertension, les cataractes,
I’amincissement de la peau et I’apparence d’un syndrome de Cushing ce qui en limitent

leur utilisation {Saklatvala 2002}. L’explication réside dans le fait que ces hormones,
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essenticlles au bon fonctionnement de I’organisme, sont naturellement produites par le
corps humain et lcurs réceptcurs sont présents dec maniére ubiquitaire. La production
endogene de GC est le résultat de I’activité de ’axe HPA qui assure le contrdle de la
concentration plasmatiquc en cortisol, la principale hormone de stress chez [’humain. On
les qualific ainsi puisque leur production est d’autant augmentée que le stimulus (stress)
est intense. Le chapitre qui suit résumera I’ensemble des connaissances cumulées depuis
la découverte des hormones de stress, c’est-a-dire : leurs lieux de production, leurs voies
de synthése, les divers mécanismes d’action, leurs réles physiologiques, la modulation de
la réponse immunitaire et les différents mécanismes causant unc baisse dc sensibilité aux

GC.

2.1 Découverte du cortisol

Il y a pres d’un siccle, le physicien Solomon Solis-Cohen fut le premier a démontrer que
I’administration par voie orale d’un extrait de glandes surrénales était bénéfique dans le
traitement des symptomes de I’asthme {Solis-Cohen 1900}. Prés de 50 ans plus tard,
lorsque le cortisol fut isolé des glandes surrénales, un lien direct fut établi entre les effets
observés par Solis-Cohen ct le potentiel thérapeutique des corticostéroides. Cette
découverte mérita 8 Edward C. Kendall, Tadeus Reichstein et Philip Hench, le prix Nobel
de physiologic et médecine en 1950. Hench, un rhumatologue de la clinique Mayo,
(Rochester, Minnesota, Etats-Unis) documenta le premier essai clinique dans lequel des
patients arthritiques étaient traités avec des injections intraveineuses de cortisol {Hench,
Kendall, et al. 1949}. Dés lors, de puissants GC synthétiques furent développés qui,
malgré certains effets secondaires indésirables, demeurent parmi les traitements anti-

inflammatoires et immunosuppresseurs les plus efficaces.
2.2 Caractéristiques des corticostéroides
Le terme stéroide réfere a un groupe de composés lipophiles dérivés d’un précurseur

commun, le cholestérol. Il existe 4 types majeurs de stéroides : progestines, estrogénes,

androgeénes et corticostéroides qui différent ’un de ’autre par le nombre d’atomes de
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carbones qu’ils conticnnent, les récepteurs qu’ils lient ct leurs activités biologiques
respectives. Le transport des corticostéroides est assuré dans la circulation sanguine grice
a la formation d’un complexe réversible avec une protéine. Prés de 5-10 % de I’hormone
cst faiblement liée a ’albumine tandis que la grande majorité forme un complexe de haute
affinit¢ avec la Corticosteroid Binding Globulin (CBG). Une petite fraction (1-10%) se
rctrouve a I’état libre dans la circulation sanguine et est biologiquement active {Ashwell,

Lu, et al. 2000}.

Figure 5 : Structure chimique du cortisol

Les GC sont synthétisés a partir du cholestérol en suivant une cascade séquentielle
d’événements impliquant diverses enzymes membres de la famille des cytochromes P450
qui catalysent les réactions de déhydroxylation/oxydation (voir Figure 6). La premiére
étape menant a la production de GC actifs est contrlée par I’activité de I’enzyme
P450scc (side-chain cleavage) qui clive la chaine latérale du cholestérol et génére la
pregnenolone. L’expression de P450scc est localisée au niveau des mitochondries et
limitée aux tissus ayant une activité stéroidogénique : grandes surrénales, placenta,
gonades, cervcau, thymus {Miller 1995}. Par la suite, la pregnenolone subit une
hydroxylation en position C17 par I’enzyme P450c17 qui méne a deux voies de synthéses
paralléles. Chez les rongeurs, I’expression de la P450c17 est limitée aux gonades et
I’enzyme n’est pas détectée au niveau des glandes surrénales. Ainsi, le principal GC
produit chez ces animaux est le corticostérone tandis que le cortisol est prépondérant chez
les humains et la majorité des autres espéces (voir Figure 5) {Keeney, Jenkins, et al.
1995}. La progestérone (ou sa forme 17-OH) est ensuite hydroxylée dans le réticulum
endoplasmique par I’enzyme P450c21 ce qui génére du 11-deoxycorticosterone (ou 11-

deoxycortisol). Finalement, ce stéroide intermédiaire est converti dans les mitochondries
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par la P450clil, aussi appelée 11B-hydroxystéroide déshydrogénase (11B-HSDI1) qui

produit du cortisol (ou corticostérone) actif {Engeland, Levay-Young, ct al. 1997}.

PdSOsce P450c!7u
17a-hydroxy
cholesterol ——Jp pregnenolone —Jp pregneynolone
3p-HSD l 3-HSD
Paselza hydroxy
progesterone ’ progesterone
P4sGe21 l ¢p4soc21
11-deoxy- 11-deoxy-
corticosterone cortisol
msocuﬂl l PdSoclIf
corticasteronc cortisol

Figure 6 : Schéma des étapes et enzymes stéroidogéniques impliquées dans la synthése du corticostérone
chez les rongeurs et du cortisol chez les humains. La chaine latérale du cholestérol est clivée par ’enzyme
P450scc. Les tissus exprimant ’enzyme 3B-11SD parviennent a synthétiser la progestérone a partir du
pregnenolone. Chez les rongeurs, la progestérone est ensuite transformée en 11-deoxycorticosterone et
finalement en corticosterone active via I’action de ’enzyme 1 1B-11SD, inspiré de Lechner et al. (2001).

2.2.1 Production systémique : axe Hypothalamo-Hypophysaire-Surrénalien

La réponse de I’organisme au stress implique 1’activation de I’axe HPA et conduit a la
production de GC (voir Figure 7). L’axe HPA est constitué de trois éléments principaux :
I’hypothalamus, I’hypophyse et les glandes surrénales. La production de GC est initiée au
niveau de I’hypothalamus par la libération de CRF aussi appelé CRH ou corticolibérine
{McCann, Antunes-Rodrigues, et al. 2000}. La physiologiec du cortex cérébral a cet
endroit permet la communication entre I’hypothalamus et I’hypophyse. Les neurones qui
sécretent du CRH se projettent a I’extérieur de ’hypothalamus et entrainent la libération
de ’hormone a travers un réseau de capillaires sanguins qui effectuent la communication
entre les deux glandes {Elenkov, Wilder, et al. 2000}. Les récepteurs CRF-R1 situés a la
surface des cellules corticotrophes de I’adénohypophyse sont stimulés par le CRH, ce qui
favorise la production et la libération d’adrénocorticotropine (ACTH) via une action du
CRH sur ’accumulation d’AMPc, I’activité de la protéine kinase A et son action sur les
canaux de potassium {Lim, Shipston, et al. 2002}. L’ACTH rejoint la circulation

sanguine et induit la synthése de GC dans la zone fasciculata des glandes surrénales
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{Turnbull & Rivier 1997}. L’ACTH stimule la sécrétion de GC de différentes fagons : A)
cn augmentant le nombre de récepteurs a Low Density Lipoproteins (LDL) permettant
I’entrée du cholestérol dans les cellules corticotrophes {Heikkila, Arola, ct al. 1998}, B)
en augmentant ’expression de I’enzyme P450scc {Di Blasio, Voutilainen, et al. 1987},
C) cn hydroxylant la pregnenolone en 17-OH-pregnenolone {Kramer, McCarthy, ct al.
1983}.

Figure 7 : Axe Hypothalamo-Hypophysaire-surrénalien. La production de cortisol est constante et suit un
rythme circadien. La stimulation de I’axe via un stress entraine une hausse de la production de CRH par
I’hypothalamus. Le CRI1 dirigé vers I’hypophyse stimule la production d’ACTH qui libéré dans la
circulation sanguine rejoint les glandes surrénales et sitmule la production de cortisol, (tiré du site web :
http:\lecerveau.mcgill.ca)

La concentration en cortisol (Cort) dans I’organisme varie en fonction du rythme
circadien de I’individu. 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 a I’éveil, I’inverse prévaut pour les organismes nocturnes {Angeli 1974}.

2.2.1.1 Mécanismes de régulation

L’activité de I’axe HPA est influencée par des stress de nature physiologique et

psychologique. La présence de neurones sensibles aux signaux de douleur, chaleur et
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traumatisme provoque la sécrétion de CRH {Dorshkind & Horseman 2001}. En temps
normal, la sécrétion hormonalc de ’axe HPA est contrélée par rétro-inhibition puisque
I’exces de Cort présent dans la circulation sanguine diminue la libération de CRH et
d’ACTH {Young, Kwak, et al. 1995}. Ceci est réalis¢ par un effet double de ’hormone
au niveau des cellules corticotrophes de I’hypophyse. En premier lieu, le GR activé lic un
¢lément négatif de réponse aux GC (nGRE) qui empéche la transcription du géne codant
pour la pro-opiomelanocortine (POMC). La POMC est un peptide précurseur synthétisé
par les cellules corticotrophes de I’hypophyse dont I’ACTH est le produit de son clivage
{Nakai, Usui, et al. 1991}. En sccond lieu, les GC rendent ces cellules corticotrophes
insensibles a I’action stimulante du CRH sur la libération d’ACTH, en inhibant la
phosphorylation des canaux de potassium via I’induction de la protéine phosphatase 2A

{Tian, Knaus, et al. 1998}.

Les cytokines pro-inflammatoires exercent un effet positif sur I’activité de 1’axe HPA.
L’IL-1B et a un degré moindre, le TNF-a et I’IL-6 augmentent la sécrétion hormonale de
I’axe {Dunn 2000}. Le mécanisme par lequel ces cytokines stimulent la production de
GC implique la liaison a leurs récepteurs exprimés a la surface des cellules corticotrophes
de I’hypothalamus et de I’adénohypophyse {Elcnkov, Wilder, et al. 2000}. Deux voies
furent identifiées pour expliquer la maniére dont ces cytokines contrdlent la sécrétion de
GC. Premicrement, ces médiateurs libérés au niveau des sites inflammatoires rejoignent
la circulation sanguine et la liaison a leurs récepteurs spécifiques présents au niveau de
I’hypothalamus et de I’hypophyse favorise la libération de CRF et ’ACTH {Perlstein,
Whitnall, et al. 1993}. Deuxiémement, les neurones cérébraux expriment les ARNm de
PIL-1B, du TNF-a et de I’IL-6, la production locale de ces cytokines active de maniére
paracrine I’axe HPA {Turnbull & Rivier 1999}. L’injection intrapéritonéale de LPS
bactérien favorise I’expression dans ’hypophyse des ARNm codant pour I'IL-1B et de
’enzyme de conversion de I’IL-1 (ICE) aussi nommée caspase-1, responsable du clivage
de la pro-protéine IL-1B et de I’IL-18 en leur forme mature et active. La présence de cette
cytokine augmente I’expression de la forme inductible de I’enzyme NO synthétase
(iNOS) dont I’activité se traduit par la production de NO. L’augmentation du NO favorise

activité de ’enzyme Cox-1 et la production de prostaglandines. Les PGE, activent
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I’enzyme adenylyl cyclase qui augmente la quantité d’AMPc intracellulaire menant a
I’exocytose du CRH contenu dans des granules {McCann, Antunes-Rodrigues, et al.
2000}. En cc qui concerne I’IL-6, cette cytokine stimule 1’axe en aval du CRH {Lyson &
McCann 1993}. Les ccllules folliculostellaires situées au niveau de I’hypophyse
produisent de I’IL-6 ct cxpriment a leur surface le CD14 et le récepteur Toll-like de type 4
(TLR-4) impliqués dans la liaison des LPS {Chesnokova & Melmed 2002}. Cette liaison
provoque la phosphorylation de la protéine p38MAPK et une cascade de signalisation
menant a la production d’IL-6 {Lohrer, Gloddek, et al. 2000}. Puisque les cellules
corticotrophes possédent le récepteur pour I'IL-6 la production locale permet une
régulation paracrine de leur activité ct favorise la sécrétion d’ACTH dans la circulation

{Bethin, Vogt, ct al. 2000}.
2.2.2 Production locale : 11f-Hydroxystéroide déshydrogénase (118-HSD)

Le métabolisme des GC au stade pré-récepteur est un important mécanisme de contrdle
de leur biodisponibilité et effets au niveau des tissus cibles. L’expression des enzymes
11B-HSD permet de modifier la concentration locale en GC et de contréler I’activation
des récepteurs a glucocorticocoides et a minéralocorticoides (MR). Deux isoformes ont
été identifi¢es (11B-HSD1 et 11B-HSD2). Leur activité antagoniste favorise
I’interconversion des formes active et inactive des GC selon des réactions d’oxydation et
de réduction (voir Figure 8). Malgré plusieurs similitudes, ces deux membres de la
superfamille des déshydrogénases/réductases a chaines courtes (SDR) partagent
seulement 21 % d’homologie et sont des produits de deux génes indépendants {Draper &
Stewart 2005}.
11-B HSD2

11-hydroxy steroides (actifs) : 11-keto steroides (inactifs)
cortisol / corticosterone <:::| Cortisone / dehydrocorticosterone

11-p HSD1

Figure 8 : Interconversion des GC par les enzymes 11B-HSD. La présence de 11B-HSD1 dans un tissu
permet la synthése locale de GC actifs, tandis que la 113-HSD2 inactive les GC, inspiré de Draper &
Stewart (2005).
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2.2.2.1 11p-HSD1

La 11B-HSDI fut la premicre isoenzyme a étre caractérisée. Elle posséde une faible
affinité pour son ligand et dépend de la présence du co-facteur NADP(H) pour accomplir
ses fonctions. Bien que son activité in vitro soit bi-directionnelle, son expression in vivo
est localiséc au nivecau des tissus fortement influencés par les GC ou clle agit
principalement comme une réductase en augmentant la concentration en GC pouvant lier
le GR. La présence de I’enzyme, une protéine de 34 kDa localisée dans le lumen du
réticulum cndoplasmique, fut démontrée dans des préparations de poumon, foie, gonade,

hypophyse, cerveau, tissu adipeux, rate et thymus {Fruchter, Zoumakis, et al. 2006}.

2.2.2.2  11B-HSD2

La 11B-HSD2 est une enzyme de haute affinité dont Iactivité est NAD"-dépendante.
Cette protéine de 44 kDa est localisée principalement au niveau du placenta et des tissus
cibles pour les minéralocorticoides (aldosterone): foie, muqueuse du colon, glandes
salivaires, reins. Au niveau cellulaire, on la retrouve ancrée a la membrane du réticulum
endoplasmique, du cété cytosolique. Cette enzyme posséde une forte affinité pour le
cortisol (100 fois celle de la 11B-HSD1). Ceci explique son activité unidirectionnelle,
essentiellement déshydrogénase, qui sert a réduire le ratio cortisol/cortisone. Ainsi, le MR
est protégé du cortisol et il devient disponible pour lier les minéralocorticoides. Par
exemple, la capacité d’inactivation des GC dans le placenta par la 11B-HSD2 est trés
importante, expliquant que la plus forte expression de 1’enzyme soit retrouvée dans ce

tissu {Moore, Hoong, et al. 2000}.

2.2.2.3 Expression et role de la 11g-HSD1 au niveau des cellules du systéeme
immunitaire

La présence de I’enzyme 11B-HSD1 chez différents effecteurs de I'immunité suggére un
role pour cette protéine dans la réponse inflammatoire. Les cellules qui expriment la 11p-
HSD1 augmentent leur sensibilité¢ aux GC {Chapman, Coutinho, et al. 2006} . Une étude a

démontré I’activité de la 11B-HSD1 directement dans le thymus, la rate et les ganglions
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lymphoides. /n vivo, I’inhibition de I’activité de cette enzyme diminue la production de
cytokines de type 1 et augmente la synthése d’IL-4 et d’IL-10 chez les lymphocytes T
activés {Hennebold, Ryu, ct al. 1996}. La présence de la 1 1-HSDI a été remarquée dans
le thymus fétal et adulte de souris et représente 6 & 7 % de I’expression de I’enzyme dans
le foie. De plus, I’expression de I’enzyme directement chez les thymocytes CD3'e
(matures) logés dans la médulla ct la jonction cortico-médullaire suggére une réle pour
cette protéine au-dela de la sélection positive {Nuotio-Antar, Hasty, et al. 2006}. Aussi, la
présence de I’enzyme directement au niveau de cellules T murines CD4" et CD8", de
lymphocytes B ct de cellules dendritiques a été démontrée. Dans ces cellules, cette
protéine posséde une activité essentiellement réductase lui permettant de convertir la
cortisone en cortisol. La stimulation de cellules T CD4" augmente 1’expression de la 11B-
HSDI. La présence de I’enzyme est suffisante pour permettre la conversion de cortisone
en Cort et la transcription de I’'IL-7Ra et de Glucocorticoid-Induced Leucine Zipper
(GILZ), deux génes contrdlés par les GC {Zhang, Ding, et al. 2005}.

Le r6le de la 11B-HSDI dans la réponse inflammatoire a été précisé par une équipe de
chercheurs qui démontra que la différentiation des monocytes en macrophages permet
I’expression de la 113-HSD1. De plus, I’exposition au LPS de cellules THP-1, une lignée
de macrophage humains, multiplie par 4 le niveau de 11B-HSD1 {Thieringer, Le Grand,
et al. 2001}. L augmentation de I’expression et de I’activité réductase de la 11p-HSDI a
aussi ét¢ montrée in vivo dans un modéle utilisant une injection de thioglycolate comme
agent d’activation de macrophages. L’expression de la 11p-HSDI dans ces cellules
correle avec une augmentation de ’activité de phagocytose ct une clairance plus rapide de
cellules apoptotiques {Gilmour, Coutinho, et al. 2006}. Récemment, deux études portant
sur le role de la 11B-HSD1 dans la production de médiateurs de I’inflammation par des
macrophages activés ont été publiées. Dans la premiére, I’inhibition pharmacologique de
la 11B-HSDI1 a diminué la production des cytokines IL-1B, TNF-a et de la chimiokine
MCP-1 ({Ishii, Masuzaki, et al. 2007}. Dans la seconde, une augmentation de la
production de TNF-a, d’IL-6 et d’IL-12 a été remarquée chez les macrophages de souris

11B-HSD1 ™" {Zhang & Daynes 2007}. Quoique conflictuels, ces deux résultats suggérent

un rdle pour la 11B-HSD1 dans la réponse inflammatoire.
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2.2.24 Régulation de D’expression de la 11B-HSD1 par les médiateurs de
I’inflammation

Le contréle de I’expression de la 113-HSD1 au sein des cellules est un moyen de modifier
la concentration intracellulaire en GC actifs. Quelques études ont montré dans divers
types ccllulaires (ex. adipocytes, ostéoblastes, trophoblastes, fibroblastes, cellules
¢pithéliales de I'ovairc et cellules rénales glomérulaires) que les médiateurs de
I'inflammation tels I’'IL-1B ct le TNF-a augmentaient I’expression de I’enzyme et
rendaient ces cellules plus sensibles aux GC. Dans les cellules glomérulaires cette
situation se traduit par une diminution de la transcription de la phospholipase A2 (PLA2)
{Escher, Galli, ct al. 1997}. Chez les ostéoblastes, les auteurs de 1’étude ont remarqué une
augmentation de D’activit¢ de la 11B-HSD1 couplée a I’inactivation de la 11p-HSD2
{Cooper, Bujalska, ct al. 2001}. Au niveau du tissu adipeux, la présence de la 11p-HSDI
ct I’augmentation de son activité par le TNF-a et I’IL-1B a été associé avec 1’obésité des
rats Zucker {Tomlinson, Moore, et al. 2001}. Yong et collaborateurs (2002) ont démontré
que I’IL-1B produit durant la réponse inflammatoire qui accompagne 1’ovulation permet
d’augmenter I’expression et I’activité de la 11B-HSD1 au niveau des cellules épithéliales
de I’ovaire ce qui constitue un mécanisme local de résolution de I’inflammation {Yong,
Harlow, et al. 2002}. Durant la grossesse, les GC produits au niveau de 1’utérus et du
placenta influencent la maturation du feetus et procurent un micro-environnement
protecteur contre le systeme immunitaire de la mére. Les fibroblastes et trophoblastes du
chorion (membrane externe du foétus) expriment la 11B-HSDI et une augmentation de
son expression et activité a été remarquée chez les cellules exposées a I’IL-1f. De plus,
leur co-exposition au Dexamethasone (Dex), un puissant GC synthétique, a favorisé cette

augmentation {Sun & Myatt 2003}; {Li, Gao, et al. 2006}.
2.3 Le récepteur a glucocorticoides (GR)
Le GR est un membre de la famille des récepteurs aux hormones stéroidiennes et posséde

une fonction de facteur de transcription ligand-dépendante au méme titre que les

récepteurs aux estrogénes, a la progestérone, aux minéralocorticoides ainsi qu’aux
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hormones thyroidicnnes {Webster, Tonelli, ct al. 2002}. Son cxpression est ubiquitaire et
indispensable a la vie. Des souris GR™ ont été générées par recombinaison homologue ct
aucune n’a survécu a la naissance en raison d’un retard dans le développement des
poumons {Schmid, Cole, et al. 1995}. Les GC produisent leurs effets via leur interaction
avec deux types de récepteurs, soit le GR (ou de type II) et le MR (de type I). L’affinité
du Cort est plus grande pour le MR (KD = 0.5 — I nM) que pour le GR (KD =5 — 10
nM), ce qui implique une occupation plus importante du MR par I’hormone dans des
conditions basales. Toutefois, lors de stress intenses, I’expression des deux types de
récepteurs peut étre modifiée ce qui améne une plus grande occupation du GR par le Cort
{Dcak, Nguyen, et al. 1999}. Tandis que le GR est exprimé de maniére ubiquitaire, le MR
cst principalement retrouvé au niveau des reins ct du foie. De plus, la densité de ces deux
types de récepteurs est hétérogéne parmi les divers tissus et cellules du systéme
immunitaire. Il a été observé que le thymus exprimait exclusivement du GR et ce, plus
abondamment que n’importe quel autre organe du systéme immunitaire {Miller, Spencer,
et al. 1998}. La rate, de méme que les ganglions lymphatiques et les PBMC expriment
des niveaux similaires de MR et de GR. L’hétérogénéité de I’expression de ces deux
types de récepteurs explique la sensibilité notable des thymocytes aux corticostéroides

{Miller, Spencer, et al. 1998}.

2.3.1 Isoformes du GR

Chez I’humain, deux isoformes du GR ont été initialement décrites, a et B, tandis que
seulement 1’isoforme a est présente chez les rongeurs. Yudt et Cidlowski (2002) ont
découvert différent sites d’initiation de la traduction contenus dans I’exon-2 et ont
proposé I’existence d’isoformes additionnelles portant a 4 les variants du GR : GRa-A,
GRa-B, GRB-A, GRB-B {Yudt & Cidlowski 2002}. L’isoforme a est la forme la plus
abondante, exprimée de manicre constitutive dans les cellules et la seule possédant une
activité transcriptionnelle {Leung, Hamid, et al. 1997}. Le GRp consiste en une forme
tronquée du GRa ou I’épissage alternatif du transcrit primaire permet de remplacer les 50
derniers acides aminés de 1’extrémité C-terminale par une séquence de 15 acides aminés.

Cette modification empéche la liaison de I’hormone au récepteur et le rend
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transcriptionnecllement inactif {Bamberger, Bamberger, ct al. 1995}. Contrairement au
GRa qui est présent principalement dans le cytoplasme, le GR est exprimé dans le noyau
ou il agit comme dominant-négatif en empéchant la liaison a3 I’ADN du GRa via la
formation d’hétérodiméres GRa/GRP. De plus, ’expression du GRp semble limitée a

I’espece humaine {Oakley, Sar, et al. 1996}.
2.3.1.1 Structure du récepteur

De maniére classique, les GC accomplissent leurs effets en liant ’isoforme o du GR.
Chez I’humain, cette protéine de 95 kDa est formée de I’association de 777 acides
aminés. Le GR est exprimé de maniére ubiquitaire dans le cytoplasme et sa densité par
cellule varie entre 200 a 30000 récepteurs. L’affinité pour le cortisol, principale hormone
de stress chez I’humain, est de 5-10 nM, ce qui corréle avec la concentration de
I’hormone libre dans le plasma. Le GR est divisé en trois domaines, le premier situé en N-
terminal permet la transactivation lors de la liaison a ’ADN du récepteur, le second
permet la liaison a I’ADN et le troisiéme, la liaison a I’hormone. Le GR inactif fait partie
d’un complexe totalisant 300 kDa formé des protéines chaperones Heat Shock Proteins
HSP90, HSP70 et HSP27, de méme qu’une immunophiline p59. Les différents domaines

du GRa sont représentés dans la Figure 9 qui suit.

Récepteur a glucocorticoides
1 400 421 486 556 777

— H waison araon H Domaine de fialson au ligand —

Liaison aux HSP

Dimérisation
NLS-1 NLS-2 Translocation nuciéalre
AF-1 GRE-transactivation AF-2 Transactivation

interaction a AP-1

interaction a NF-xB

Figure 9 : Structure du récepteur a glucocorticoides humain. Le GR est divisé en trois domaines qui
permettent la transactivation, la liaison a I’ADN et la liaison au ligand. Le domaine de liaison au ligand
permet aussi son association aux protéines HSP et la dimérisation du récepteur, tiré de Adcock & Ito
(2005).
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2.3.1.2 Complexe transcriptionnel du GR

Suite a la liaison de I’hormone au GR, le récepteur se dissocic de son complexc et se
dirige vers le noyau. Son cntrée est favorisée par deux séquences de localisation
nucléaires (NLS), la premiére située dans le domaine dc liaison a I’ADN, la seconde dans
lc domaine de liaison au ligand. C’est I’interaction entre ces séquences et les protéines
karyopherin et importin-a qui permet I’ancrage du GR activé au complexe protéique
formant le pore nucléaire (NPC). Le passage du GR a travers la membrane nucléaire est le
résultat de D’activité GTPase des protéines Ran/TC4 et pplO/NF2 associées au NPC
{Kohler, Haller, ct al. 1999}. A ce moment, deux monoméres de GR activés s’associent
entres-cux pour former un dimére ayant wune activit¢ transcriptionnelle.
L’homodimérisation est réalisée par I’interaction des motifs en hélice-10 présents au
nivecau de la partie N-terminale du domaine de liaison au ligand {Bledsoe, Montana, et al.
2002}. Le dimere de GR reconnait sur I’ADN un élément de réponse aux
glucocorticoides (GRE) et grace aux motifs a doigts de zinc du domaine de liaison a
I’ADN, s’y associc. Le GRE est une séquence palindromique de 15 paires de bascs,
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
augmcentent sa transcription. La liaison du GR a ’ADN conduit au recrutement de
molécules co-activatrices comme la protéine liant CREB (CBP/p300) et le co-activateur
du récepteur aux stéroides (SRC). La CBP/300 posséde une activité intrinséque histone
acétyltransférase (HAT) qui lui permet de dérouler I’ADN des histones et d’ainsi rendre
le gene plus accessible a la machinerie transcriptionnelle. Cette machinerie est composée
de la RNA polymérase 11, de la protéine d’interaction au GR (GRIP-1), de la protéine de
liaison 8 TATA (TBP) ainsi que des facteurs associés a la TBP (TAF) et des membres de
la famille « switch » (SWI) {Robyr, Wolffe, et al. 2000}. Le complexe transcriptionnel du

GR est représenté dans la Figure 10 qui suit.
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Figure 10: Complexe transcriptionnel du récepteur a glucocorticoides. La liaison de I’hormone au
récepteur permet son entrée dans le noyau. La dimérisation du récepteur et le recrutement de protéines
formant le complexe transcriptionnel actif permet I’accés aux séquences GRE sur I’ADN et la transcription
de génes dont I’expression est contrdlée par les GC, inspiré de Barnes (2006).

2.3.2 Transcription des génes sous I’influence des GC

Les GC produisent leurs effets dans les cellules cibles en activant le GR qui directement
ou indirectement contrdle la transcription de génes cibles. Le nombre de génes par cellule
dont I’expression est influencée par les GC varie entre 10 et 100 et la plupart d’entre-eux
le sont indirectement via I’interaction du GR avec d’autres facteurs de transcription et
molécules co-activatrices {Hayashi, Wada, et al. 2004}. Une étude ayant pour sujet les
actions suppressives et permissives des GC chez les lymphocytes, a démontré a 1’aide de
biopuces que I’expression de prés de 20 % des génes était contrdlée soit positivement ou
négativement par ces hormones {Galon, Franchimont, et al. 2002}. Le Tableau 1 résume

I’éventail des génes impliqués dans la réaction inflammatoire et influencés par les GC.



Transcription diminuée par les GC Transcription augmentée par les GC

=  Chimiokines = Lipocortin-1/annexin-1
IL-8, Rantes, MIP-1a, MCP-1, (inhibiteur de phosphalipase A,)
MCP-3, MCP-4, eotaxin = Récepteur B;-adrénergique
= Cytokines = SLP-1
Interleukines-1, 2, 3, 4, 5, 6, 9, »  JL-1 récepteur antagoniste
11,12, 13, 16, 17, 18, TNF-a, » JL-1R2
GM-CSF, SCF = JxBa
= Enzymes inductibles = CDIl63
iNOS, COX-2, phospholipase = MKP-1
A2 cytoplasmique « GILZ
= Récepteur a I’endothelin-1, = GITR

récepteur a neurokinin NK et
NK,

= Molécules d’adhésion
ICAM-1, E-selectin

Tableau 1 : Génes reliés a I’inflammation dont la trancription est modifiée par I’action des GC, tiré de
Hayashi, Wada, et al. (2004).

2.3.2.1 Meécanismes de répression de la transcription des génes par le GR

Le complexe du GR peut diminuer I’expression de certains génes selon 4 mécanismes
différents (voir Figure 11). Premic¢rement, par transrépression, le GR monomérique peut
lier directement les facteurs de transcription AP-1 et NF-«kB et ainsi diminuer leur activité
transcriptionnelle. Ceci a pour effet de diminuer la synthése de médiateurs pro-
inflammatoires. Deuxiémement, le GR dimérique peut lier I’ADN sur une séquence GRE
incluse dans le site de liaison @ I’ADN d’un facteur impliqué dans la transcription de
génes pro-inflammatoires et ainsi empécher leur synthése. Troisiémement, le GR
dimérique peut induire I’expression de génes tels GILZ, IkB et MAPK phosphatase-1
(MKP-1). Finalement, les GC peuvent augmenter le niveau de ribonucléases et de
protéines déstabilisant I’ARNm, réduisant les niveaux de certains mRNA encodant pour

le CSF-1, MCP-1 et I’enzyme NOS2 {Goulding 2004}.
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Figure 11 : Mécanismes de répression de la transcription des génes par le GR. Le GR activé peut lier AP-1
et NF-kB et empécher leur activité transcriptionnelle (transrépression) (1). Le GR dimérique peut lier
I’ADN au niveau d’un site GRE inclus dans le promoteur d’un géne et empécher sa transcription (2). Le GR
peut lier ’ADN et favoriser la transcription de génes empéchant I’action de certaines protéines (3).
Finalement, le GR peut augmenter I’activité de certaines ribonucléases diminuant la durée de vie de certains
ARNmMm, tiré de Adcock & lto (2005).

2.3.2.1.1 Transrépression

Aux concentrations physiologiques, certains effets anti-inflammatoires reliés aux GC sont
le résultat d’une interaction protéine/protéine entre le GR et d’autres facteurs de
transcription tels que AP-1, NF-kB de méme que C/EBPB, tous trois impliqués dans
I’expression de génes pro-inflammatoires {Webster, Tonelli, et al. 2002}. AP-1 est un
facteur de transcription formé d’un homodimére ou d’hétérodiméres des protéines c-Fos
et c-Jun. Sa liaison au site AP-1 permet I’expression des cytokines IL-2, IFN-y et IL-1
{Adcock 2000}. L’étude de Granelli-Piperno et collégues a été la premicre a suggérer une
interférence entre les GC et AP-1 {Granelli-Piperno, Nolan, et al. 1990}. Le GR
monomérique peut aussi lier la sous-unité p65 de NF-kB grice a la présence en C-
terminal de deux acides aminés (Arg-488, Lys-490) dans le second motif en doigts de

zinc {Liden, Delaunay, et al. 1997}.
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2.3.2.1.2 Recrutement de protéines HDACs

Les modifications au nivcau de la chromatine jouent un réle dans I’expression des genes.
Ainsi, I’acétylation des histones sur certains résidus lysine par les protéines HAT favorise
lec déroulement de I’ADN et I’accés au promoteur pour le complexe transcriptionnel. A
I’inverse, I’hypoacétylation induite par I’activité des protéines Histones Déacétylascs
(HDAC:) est associce a unc suppression de I’expression génique {Allfrey, Faulkner, et al.
1964}. Les propriétés anti-inflammatoires des GC reposent sur le recrutement de
protéincs HDACs au niveau du complexe transcriptionnel. Chez les macrophages
alvéolaires, la synthése des ARNm de médiateurs pro-inflammatoires tels I’'IL-1p, I’IL-6,
le TNF-o ct I’IL-8 est diminué par le recrutement de HDAC-2 {Ito, Barnes, et al. 2000}.
Plus précisément, le GR activé favorise le recrutement de HDAC-2 au niveau du
complexe transcriptionnel HAT associé a la sous-unité p65 de NF-kB ce qui diminue la
transcription de génes sous le contrdle de NF-xB tels I'IL-1B et GM-CSF {Ito, Lim, et al.
2001}. Récemment, la méme équipe a montré que la perte de HDAC-2 n’entraine aucun
changement au niveau de la translocation du GR dans le noyau, ni sa liaison avec le GRE,
ni méme I’induction de génes sous son contrdle mais empéche sa liaison a NF-«xB. Suite a
la liaison de ’hormonc au GR, le récepteur est acétylé aux lysines situées en position 494
et 495. Le recrutement de HDAC-2 est nécessaire pour désacétylé le récepteur et ainsi
permettre sa liaison a p65, ce qui empéche la transcription des génes sous le controle de

NF-«B {Ito, Yamamura, et al. 2006} .
2.3.2.1.3 Induction de génes répresseurs

Les GC favorisent ’expression de certaines protéines dont I’effet est de diminuer la
réponse immunitaire. Une de ces protéines est IkBa dont le rdle est d’inhiber I’activité du
facteur de transcription NF-kB. Ce facteur est composé d’une protéine p65, c-Rel ou Rel-
B qui contiennent toutes trois un domaine C-terminal de transactivation et de 1’'une ou
I’autre des protéines pS0 et p5S2 (NF-kB2) qui possédent un site d’interaction avec les
membres de la famille IkB {McKay & Cidlowski 1999}. Ainsi, les hétérodiméres de la

famille NF-kB se trouvent confinés au cytoplasme lorsque liés a la protéine inhibitrice
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IxB. Un decs cffets de I’interaction cntre les cytokines pro-inflammatoires TNF-a ou IL-1
ct leur récepteur spécifique est la phosphorylation d’IkB qui méne a son ubiquitination ct
sa dégradation par le protéasome. La libération de NF-kB permet la transcription dans le

noyau des genes de cytokines pro-inflammatoires {Almawi & Melemedjian 2002}.

Une autre action génomique anti-inflammatoire des GC est médiée par ’expression de la
MKP-1 dont le rdle est d’atténuer le signal intracellulaire impliquant les voies des
MAPKSs ERK, JNK et p38. MKP-1 est une protéine phosphatasc a double-spécificité qui
inactive les MAPKs en ciblant les résidus phosphorylés thréonine et tyrosine {Keyse
2000}. La protéine MKP-1 est essenticlle dans le contrdle négatif de la réponse
immunutaire innée. L’injection de faibles doses de LPS a dcs souris MKP-1 ™ provoque
une réponse inflammatoire exagérée et meéne a leur mort par choc septique (Salojin et al.
2006). L’induction de I’expression de MKP-1 par les GC a ¢été expliquée par la présence
de 3 séquences GRE dans le promoteur de cette protéine {Noguchi, Mectz, et al. 1993}.
L’expression de MKP-1 est rapide et soutenue. L’exposition de mastocytes au Dex (1
nM) méne a la synthése de I’ARNm codant pour MKP-1 et de la protéine respectivement
aprés 30 minutes et 5 heures. Malgré la stimulation de ces cellules, I’inactivation de ERK
1/2 est observée {Kassel, Sancono, et al. 2001}. Aussi, I’exposition de cellules Hela au
Dex diminue 1’expression de la Cox-2 selon un mécanisme impliquant I’induction de
MKP-1 et la déphosphorylation de la p38 MAPK. Parall¢lement, les mémes auteurs ont
démontré que I’expression de MKP-1 nécessite une p38 MAPK active {Lasa, Abraham,
et al. 2002}. L’exposition de macrophages au LPS stimule les 3 voies des MAPK et la
production de TNF-a. Chez ces cellules, I’expression de ’ARNm de MKP-1 est
augmentée aprés 1 heure d’exposition et sa stabilisation est fortement controlée par
Pactivité de ERK 1/2. Conséquemment, I’inactivation des voies p38 et JNK et une
diminution de la production de TNF-a a été noté. Les auteurs ont confirmé qu’une
exposition au Dex menait a I’expression de MKP-1 dans ces cellules {Chen, Li, et al.
2002}. La présence de MKP-1 a été détectée au niveau des synoviocytes isolés de patients
arthritiques et leur exposition au Dex coincide avec une diminution de la phosphorylation

de ERK, INK et p38 {Toh, Yang, et al. 2004}.
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2.4 Effets biologiques des glucocorticoides
2.4.1 Effets physiologiques

Les GC ecxercent plusieurs fonctions dans |’organisme. Premiérement, au niveau
métabolique, ils favorisent le catabolisme des graisses et des protéines et permettent la
gluconéogénese par les cellules hépatiques. Parallélement, 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 lipolytique des catécholamines
(adrénaline et noradrénaline) ainsi que la redistribution des graisses de la périphérie au
tronc. Les GC contrélent la balance électrolytique en augmentant 1’absorption des ions
Na®, cn diminuant I’absorption des ions Ca®* ainsi qu’en favorisant ’excrétion des ions
K" et H” par les cellules du tractus gastro-intestinal {Sapolsky, Romero, et al. 2000}. Les
GC influencent la masse osseuse en diminuant le processus de minéralisation via un effet
direct sur I’activité des ostéoblastes {Patschan, Loddenkemper, et al. 2001}. Ces cellules
produisent une protéine, I’ostéocalcine dont le réle est d’augmenter la densité osseuse. Le
promoteur de I’ostéocalcine contient un élément nGRE qui influence a la baisse la
transcription du géne en présence de GC {Meyer, Gustafsson, et al. 1997}. Le role
principal des GC sur le systéme cardio-vasculaire est de maintenir la pression sanguine
{Grunfeld 1990}. Ceci est réalis¢ via I’action positive de ces hormones sur I’expression
des récepteurs B-adrénergiques situés a la surface des muscles lisses qui entourent les

petits vaisseaux sanguins {Collins, Caron, et al. 1988}.
2.4.2 Effets sur les cellules du systéme immunitaire

Vers la fin des années 40, le systéme immunitaire fut identifié comme étant sensible a
I’action des GC. Il a été démontré que I’activité de I’axe HPA via la production de GC par
le cortex surrénalien pouvait réduire la réaction inflammatoire {Hench, Kendall, et al.
1949}. Des doses pharmacologiques de GC sont immunosuppressives sur presque tous les
effecteurs de la réponse immunitaire qu’elle soit innée ou acquise, cellulaire ou humorale
{Webster, Tonelli, et al. 2002}. Les GC suppriment 1’adhésion cellulaire, la migration des

granulocytes, 1’activation des macrophages, la présentation antigénique, ’expression du
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TcR, l’activation ainsi que la prolifération et la différentiation des lymphocytes T,

finalement la production d’Ac par les cellules B {Almawi & Mclemedjian 2002},

2.4.2.1 Thymocytes

Les cffets des GC sur les effecteurs de I’immunité sont causés par I’interaction de ccs
hormones avec son récepteur cytosolique. Une étude a révélé que la quantité de GR était
de 3 a 4 fois plus élevée dans le thymus que dans la rate, ce qui explique en partic la plus
grandc scnsibilit¢ des thymocytes aux GC {Miller, Spencer, ct al. 1998}. Ainsi, unc forte
concentration de GC dans la circulation sanguine entraine une atrophie du thymus ct une
légere baisse de cellularité dans la rate et les ganglions mésentériques. La diminution du
nombre de cellule est attribuable a leur apoptose. La sensibilité des thymocytes aux GC
ainsi que I’expression du GR différent a travers les sous-populations du thymus. 11 a été
démontré que I’expression du GR est forte du stade DN, diminue au stade DP ct
augmente chez les cellules matures {Berki, Palinkas, et al. 2002}. La variation de
I’expression du GR au stade DN suit ’expression en surface du CD25. La signalisation a
partir du pré-TcR précéde la diminution de I’expression du GR observé au stade DP. La
sensibilité des thymocytes aux GC n’est pas liée a la quantité de GR exprimé puisque les
cellules DP sont les plus susceptibles a I’effet délétere des GC {Brewer, Sleckman, et al.
2002}. L’apoptose des thymocytes induite par les GC dépend de I’interaction entre le GR
activé et la proto-oncogéne Src. Cette liaison méne a la phosphorylation de la
phospholipase C spécifique au phosphatidylinositol (PI-PLC) ainsi que 1’activation de la
sphingomyélinase acide (aSMase). Ceci a pour cffet d’augmenter la perméabilité de la
membrane mitochondriale, d’induire la libération de cytochrome C ce qui méne a

I’activation des caspases-8, -9 et -3 {Marchetti, Marco, et al. 2003}.

De nombreuses études suggérent un lien physiologique entre les GC et la maturation des
thymocytes, mais ce sujet demeure litigieux puisque les conclusions de divers travaux ne
parviennent pas a établir un consensus (voir Tableau 2). La premiére étude qui suggéra
un rdle des GC dans la maturation des thymocytes a fait la démonstration de la présence

des enzymes stéroidogéniques au niveau des cellules épithéliales du thymus (TEC) et de
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la synthésc locale de GC biologiquement actifs {Vacchio, Papadopoulos, ct al. 1994}.
L’étude de Pazirandch et collaborateurs a par la suite confirmé I’expression des enzymes
11-a hydroxylasc (P450scc), 21-hydroxylasc et 11B-HSD! au niveau de la membrane
mitochondriale des TEC chez la souris ct démontré dans un modele in vitro de co-culture
cellulaire (TEC-thymocytes) que la synthése locale de GC provoque I’apoptosc des
thymocytes ct son inhibition préserve cn partie leur viabilité {Pazirandeh, Xue, et al.
1999}. Zilberman et collégues (2004) ont confirmé les précédants résultats cn utilisant
unc lignée de lymphome résistante a I’apoptose par les GC. Ils ont montré que la ré-
expression du GR dans ces ccllules permet leur apoptose lorsque co-cultivées avec des
TEC {Zilberman, Zafrir, et al. 2004}. L’importance de la synthése locale de GC a été
confirmé dans 1’étude de Pazirandeh ct collaborateurs qui montre qu’en surexprimant le
GR dans des thymocytes, il est possible d’induire 1’apoptose de ces cellules méme chez
des souris surrénalectomisées {Pazirandch, Jondal, ct al. 2005}. Par ailleurs, I’interaction
des thymocytes avec la structure thymique est essentielle pour induire I’expression des
enzymes stéroidogéniques {Lechner, Wiegers, et al. 2000}. Parallélement, Jenkison et
collégues ont remarqué que les thymocytes DP préts a subir la sélection positive
expriment I’enzyme P450scc, ce qui attribue un réle a la génération intracellulaire des GC
dans la maturation de ces cellules {Jenkinson, Parnell, et al. 1999}. Toutefois, seule, la
synthése locale de GC n’est pas suffisante pour assurer le développement normal des
thymocytes puisque dans un modeéle de souris surrénalectomisée, une atrophie thymique a
été observée et I’administration exogéne de GC a permis de restaurer ’homéostasie dans

le thymus {Pruett & Padgett 2004}.

Pour expliquer le réle des GC dans la sélection des thymocytes, Vacchio et Ashwell
(1997) ont proposé le concept d’antagonisme mutuel définissant le réle que jouent
respectivement la signalisation via le TcR et celui via le GR dans la maturation des
thymocytes {Vacchio & Ashwell 1997}. La premiére étude menant & ce concept fut la
découverte, lors d’expériences in vitro, que I’apoptose causée par la stimulation des
thymocytes via le TcR était inhibée par leur exposition aux GC et vice-versa
{Zacharchuk, Mercep, et al. 1990}. Ce concept stipule que la production locale de GC

dans le thymus permet D’activation du GR qui contre-balance le signal émis par
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I’engagement du TcR lors de la sélection positive des thymocytes. Ainsi, les GC produits
par les cellules épithéliales du thymus entrainent 1’apoptose des thymocytes DP ayant un
TcR nc produisant pas un signal assez puissant menant a I’activation cellulaire
{Zilbecrman, Yefenof, ct al. 1996}. De plus, les GC atténuent la signalisation via la TcR
des chaines des protéines ZAP-70 et LAT qui s’associent aux chaines {-( du complexe
CD3, cn modifiant leur localisation a la membrane cellulaire ce qui diminue leur
phosphorylation {Van Laethem, Baus, et al. 2001}. Parallé¢lement, la stimulation in vitro
de thymocytes via des Ac dirigés contre le TcR/CD3 protége ces cellules de 1’apoptose
induite par une dose physiologique de GC {Iwata, Hanaoka, ct al. 1991}. Cet effct a été
observé spécifiquement au niveau des thymocytes SP et une sous-population de cellules
DP au TcR™®* {Erlacher, Knoflach, et al. 2005}. Par ailleurs, une forte induction du TcR
ou la présence de GC entraine une atrophic thymique sans empécher la maturation des
thymocytes. Toutefois, la stimulation des thymocytes via le TcR/CD3 et I’exposition
concomitante de ces cellules aux GC augmente I’expression de la protéine anti-
apoptotique Bcl-2 et favorise leur suvie, ce qui ultimement, préserve la cellularité de
I’organe {Boldizsar, Palinkas, et al. 2003}; {Palinkas, Talaber, et al. 2008}. Cette
situation crée une fenétre de sélection (voir Figure 12) ou seuls les thymocytes portant un
TcR qui réagit avec une avidité moyenne pour le complexe Ag/CMHy, s peuvent

poursuivre leur maturation {Vacchio & Ashwell 1997} {Vacchio, Lee, et al. 1999}.
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Figure 12 : Concept d’antagonisme mutuel expliquant la sélection positive des thymocytes. Selon une idée
€élaborée par Zacharchuk (1990) et précisée par Vacchio (1994), lors de la sélection positive les thymocytes
DP recoivent deux signaux s’opposant, un premier provenant d’un contact entre le TcR et le CMH et un
second via les GC et le GR. La balance des deux signaux permet aux cellules présentant un TcR d’avidité
moyenne pour le CMI-peptide de poursuivre leur maturation,

Certaines études publiées ont montré des résultats controversés quant au role exact des
GC dans la maturation des thymocytes. Le développement normal du répertoire de
lymphocytes T a été observé a partir de cultures cellulaires de thymus fétal (FTOC) chez
des souris déficientes en GR {Purton, Boyd, et al. 2000}. De plus, un répertoire normal de
lymphocytes T a été démontré chez quelques souris GR™™ ayant atteint I’Age adulte

{Purton, Zhan, et al. 2002} .
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Lc Tableau 2 qui suit résume I’cnsemblc des études ayant pour sujet le réle des GC dans

la maturation des thymocytes :

Modéle Observations Référence
Stimulation = GC inhibe apoptose des thymocytes via TcR ~ {Zacharchuk, Mercep, et
thymocytes via anti- = Signalisation via TcR inhibe I’apoptose des al. 1990}; {Iwata,
TcR/CD3 + GC thymocytes induite par GC Hanaoka, et al. 1991}
Souris transgénique | cellularité thymus, surtout cellules DP {King, Vacchio, et al.
GR anti-sens s Répertoire cellules T matures restreint 1995}; {Lu, Yasutomo,
et al. 2000}
Inhibiteur du GR s | apoptose des cellules DP induite par I’anti-  {Xue, Murdjeva, et al.
CD3 1996}; {Vacchio,
s 1 apoptose des cellules DP induite par anti- Papadopoulos, et al.
TcR 1994}
s Inhibition de la sélection négative
Inhibiteur de la = | cellules DP post-stimulation TcR {Vacchio,
synthése de GC = | cellules DP dépend de I’engagement du Papadopoulos, et al.
TcR 1994}; {King, Vacchio,
= | cellules DP est proportionnel a la et al. 1995}; {Vacchio &
complexité des Ag présentés par CMH Ashwell 1997 #185};
{Vacchio, Lee, et al.
1999}
Mutation du GR =  Sous-populations de thymocytes normales {Reichardt, Kaestner, et

empéchant la
dimérisation
Souris GR” "

Développement normal des thymocytes

al. 1998}

{Purton, Boyd, et al.
2000}

Tableau 2 : Etudes ayant pour objet le role des GC dans le développement des thymocytes, inspiré de
Godfrey, Purton, et al. (2000).

2.4.2.2 Lymphocytes T

Les GC influencent I’activité des lymphocytes T matures, réduisent leur prolifération et
dans certains cas augmentent leur mortalité {Webster, Tonelli, et al. 2002}. L’influence
des GC sur les lymphocytes T matures est tantt négative, tantot positive et dépend de
I’état d’activation de la cellule et de leur concentration. Un des exemples le plus marquant
du rdle essentiel des GC dans I’organisme est le controle de I’expansion clonale des
lymphocytes T dans un modele de suractivation du systéme immunitaire. Gonzalo et
collaborateurs (1993) ont démontré que sans I’influence des GC produits naturellement
par ’organisme, I’activation des lymphocytes T résultant de 1’injection a des souris de
I’entérotoxine B du staphylocoque (SEB), un superantigéne, entrainait la mort de 100 %

d’entre-elles {Gonzalo, Gonzalez-Garcia, et al. 1993}.
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Le principal effet inhibiteur des GC sur les lymphocytes T matures, ct le premier a avoir
fait I’objet d’études exhaustives, a été la diminution de la production d’un factcur de
croissance des lymphocytes T, défini plus tard comme étant I’'IL-2 {Crabtree, Gillis, et al.
1980}. Reem et Yeh ont démontré que I’exposition des lymphocytes T activés au Dex
diminuc a la fois la production d’IL-2 et d’IFN-y et I’expression du récepteur a 1’IL-2
{Reem & Yeh 1984}. Le mécanisme d’action des GC sur la production d’IL-2 implique
la liaison de I’hormone au GR et la synthése de novo de protéines {Redondo, Fresno, ct
al. 1988}. Les GC ne modifient pas la concentration intracellulairc des facteurs dc
transcriptions liant le promoteur de I'IL-2 (NF-AT, AP-1, AP-3, Oct-1 et NF-kB)
{Granelli-Piperno, Nolan, et al. 1990}. Toutefois, I’interaction entre 1’extrémité NH,-
tcrminale du GR et les facteurs de transcription NF-AT ou AP-1 empéche leur liaison a
I’ADN (voir section : Transrépression) {Northrop, Crabtree, et al. 1992}; {Vacca, Felli,
ctal. 1992}; {Paliogianni, Raptis, et al. 1993}.

Les GC perturbent aussi le signal d’activation transmis par le TcR selon des mécanismes
génomiques et non-génomiques. Les GC favorisent I’expression de la protéine GILZ chez
les lymphocytes T activés {Mittelstadt & Ashwell 2001}. GILZ diminue le signal
d’activation du TcR transmis par la protéine Ras via une interaction protéine-protéine
{Ayroldi, Zollo, et al. 2002}. Aussi, la sous-unité N-terminale de GILZ s’associe avec c-
Fos et c-Jun et inhibe I’activité transcriptionnelle de AP-1{Mittelstadt & Ashwell 2001} .
De plus, GILZ forme un complexe avec NF-kB en s’associant aux sous-unités p65 ou p52
et inhibe la liaison a ’ADN du facteur de transcription en séquestrant NF-kB dans le
noyau {Ayroldi, Migliorati, et al. 2001}. Récemment, il a été montré que GILZ était un
médiateur indispensable de I’action anti-proliferative des GC sur les cellules T activées
{Ayroldi, Zollo, et al. 2007}. L’action non-génomique des GC sur les événements
précoces suivant la liaison du TcR est localisée a la membrane cellulaire. Ces hormones
inhibent les premiéres étapes du signal transmis par le TcR telles I’induction d’un flux de
Ca, la production d’inositol phosphate, et la phosphorylation de la phospholipase-Cyl
{Baus, Andris, et al. 1996}. Il a été observé que les GC relocalisaient les diverses
protéines associées au TcR/CD3 en empéchant leur association a I’intérieur de radeaux

lipidiques {Van Laethem, Baus, et al. 2001}; {Van Laethem, Liang, et al. 2003}.
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Paradoxalement, a faible dosc (10 nM) les GC augmentent le signal transmis par le
TcR/CD3 en favorisant I’expression de la chaine { dans ce complexe tandis qu’a plus
forte dosc un défaut dans la distribution a la membrane de cette chaine associée au CD3
fut observé {Nambiar, Enyedy, et al. 2001}. Bartis et collégues (2006) ont démontré
qu’unc forte concentration de Dex pecut induire la phosphorylation de ZAP-70 via la

protéine kinase pS6Lck ct le GR activé {Bartis, Boldizsar, ct al. 2006} .

Un autre effet inhibiteur des GC sur la prolifération des lymphocytes T est relié a
’augmentation de I’expression de la protéine CTLA-4. Ce récepteur entre en compétition
avec le CD28 pour lier les molécules de la famille B7 exprimées a la surface des CPA et

transmect un signal diminuant la prolifération des cellules T {Xia, Gasser, et al. 1999}.

Paradoxalement, une concentration physiologique de Cort favorise la prolifération des
splénocytes stimulés via un anti-TcR en augmentant I’expression du récepteur a I’IL-2 et
du co-récepteur CD4" a la surface des cellules T {Wiegers, Labeur, et al. 1995},
{Wiegers, Stec, et al. 2000}. Aussi, I’exposition de lymphocytes T naifs au Cort
préalablement a leur stimulation, augmente la densité de la chaine a de I'IL-2R et favorise
par la suite, leur prolifération dans un milieu exempt en GC {Almawi, Melemedjian, et al.

1999}.

Les effets permissifs et suppressifs du Cort sur la prolifération in vitro des cellules T sont
reliés a la densité cellulaire. En effet, la stimulation de la prolifération des lymphocytes T
par les GC est visible durant les premicres 72h lorsque leur concentration est égale ou
supérieure 2 2 x 10° cellules/puit tandis qu’un effet inhibiteur est observé a une
concentration inférieure. De plus, la production d’IL-2 est inhibée dans ’'une ou I’autre

des situations {Wiegers, Stec, et al. 2001}.

Dans certains conditions, les GC peuvent inhiber I’apoptose des lymphocytes T induite
par I’activation cellulaire (AICD) via I’expression des protéines GILZ et GITR {Riccardi,
Cifone, et al. 1999}. L’exposition de thymocytes et lymphocytes T périphériques au Dex

induit GILZ qui protége ces cellules de I’apoptose reliée a I’activation cellulaire via le
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CD3. La présence de GILZ bloque I’augmentation de I’expression de FasL (CD95L) a la
membrane cellulaire lors de I’activation des lymphocytes T {D'Adamio, Zollo, et al.
1997}. Récemment, deux sites nGRE ont été identifiés dans le promoteur de CD95L
{Baumann, Dostert, et al. 2005}. Conjointement, ces deux études permettent d’expliquer
la manic¢re dont les GC diminuent I’AICD. L’expression de GITR a la membrane des
cellules T activées leur confére une protection contre I’AICD. GITR est une protéine
transmembranaire de la famille des récepteurs & TNF qui a été caractérisée dans un
hybridome de cellules T traitées au Dex et dont 1’expression a été induite par 1’activation
cellulaire {Nocentini, Giunchi, et al. 1997}. La présence de I’homologue humain, AITR
(activation-induced TNF-family receptor) a été montrée a la surface de lymphocytes T
activés {Kwon, Yu, et al. 1999}. GITR agit comme molécule de co-stimulation en
favorisant la production d’IL-2, la prolifération et la survie cellulaire {Ronchetti, Zollo, et

al. 2004},

Les GC polarisent la sécrétion des cytokines par les cellules T matures en favorisant la
production de molécules anti-inflammatoires de type Th2 telles I'IL-4 et I'IL-10 {Almawi
& Melemedjian 2002}. En bloquant préférenticllement la syntheése de I'IL-12 par les
monocytes/macrophages et cellules dendritiques, les GC favorisent le développement des
lymphocytes T de types Th2. L’effet des GC sur la production d’IL-12 par les CPA est
relié a ’action négative des GC sur les niveaux de phosphorylation de la protéine STAT-4
dont I’activité est essentielle pour permettre I’expression de cette cytokine. Parallélement,
les GC diminuent I’expression des chaines 1 et B2 du récepteur a I’'IL-12 a la surface des
cellules T en inhibant la liaison de NF-kB au promoteur du géne ce qui diminue la
production d’IFN-y {Hasko & Szabo 1999}. Contrairement a I’effet inhibiteur des GC sur
’activation de STAT-4 par I'IL-12, ’exposition des cellules T au Dex augmente la
phosphorylation de STAT-4 et la production d’IL-10 lorsque ces cellules sont exposées a
I’IFN-B. Miyaura et Iwata ont démontré, dans un systéme de différentiation des cellules T
CD4" naives en type Th1/Th2, que ’ajout de GC empéche I’apparition du type Thl en
diminuant la production d’IFN-y et la phosphorylation de la p38 MAPK {Miyaura &
Iwata 2002}. La production d’IFN-y par les lymphocytes T est liée a I’activité du facteur

de transcription T-bet. Liberman et collégues (2007) ont démontré que les GC diminuent
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la liaison a ’ADN dc T-bet via unc interaction cntre le GR activé et ce factcur de
transcription {Liberman, Refojo, et al. 2007}. La protéine GILZ serait aussi impliquée
puisque sa sur-expression dans un modé¢le de souris transgénique favorise le
développement de lymphocyte T CD4" de type Th2, la production d’IL-4, IL-5, IL-10 et
IL-13 et ’expression des facteurs de transcription GATA-3 et STAT-6. Parallélement, ces
souris expriment moins le facteur de transcription T-bet et des niveaux réduits d’IFN-y

{Cannarile, Fallarino, et al. 2006}.

La modulation par les GC du profil de cytokines produites par les lymphocytes T CD4"
n’est pas restreinte a cette sous-population. En effet, I’exposition de cellules CD8" au Dex
provoque une augmentation de la production d’IL-10 ainsi qu’une diminution de la
synthese d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13. Cet effet nécessite la présence conjointe d’IL-4 dans
le milieu de culture et de CPA. L’augmentation de la production d’IL-10 est associée a la
présence d’un GRE au niveau du promoteur du géne de cette cytokine. La production
d’IL-10 par les cellules T CD8" exposées au GC cause, par un mécanisme de rétro-
inhibition, une diminution de I’expression de I’IL-2R et de la production d’IFN-y

{Richards, Fernandez, et al. 2000}.
2.4.2.3 Autres cellules

L’activité immuno-régulatrice des GC ne se limite pas uniquement ux lymphocytes T.
Toutefois, puisque cette revue de littérature s’intéresse a I’influence des GC sur les
lymphocytes T et les thymocytes, le Tableau 3 qui suit, résume les principaux effets des

GC sur les autres cellules du systéme immunitaire.
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Type cellulaire

Conséquences physiologiques

Références

1 apoptose des précurseurs immatures
T apoptose des cellules matures

{Lill-Elghanian,
Schwartz, et al. 2002} ;

SEERSL) modulation de la sécrétion des Ac : T production ;lp elr;;gt;nlegi I‘ll{e\;’a‘,let
d’1gE Sarfati, et al. 1991}
{ libération de cytokines pro-inflammatoires : TNF- é.(l)(()));t;e: ?I\I/In::llggr,):«ta:xlx-
a, IL-1B, IL-6,IL-8 g
Macrophage 1 libération de NO Parini, Errasfa, et al.
{ libération de PGE 1ob kitbias enet:
2 Seibert, et al. 1992}
T expression de Fas/Fas ligand, apoptose {Schmidt, Lugering, et
PBMC { libération de cytokines pro-inflammatoires : TNF-  al. 2001} ; {Joyce,
a, IL-1B, IL-6, IL-8 Kloda, et al. 1997}
 migration {Goulding, Euzger, et
Granulocyte | phagocytose al. 1998}, {Strickland,
T survie cellulaire Kisich, et al. 2001}
! maturation (baisse de I’expression du CD80, CD86) {Verhoeven, Van
{ de la présentation des A I SR 2L 5
Cellule dendritique 1 P g { Brgkaw, Wh;te, et al.
1998} ; {Sacedon,
J’ production IL-IB et TNF-a Vicelztef etal. 1999}
Cellule NK { de la cytotoxicité :CauiiCevalioctal

1987}

Tableau 3 : Description des différents effets causés par les GC sur les principaux effecteurs de I’immunité.

3  Le phénoméne de résistance aux glucocorticoides

La réduction de la sensibilité de divers types cellulaires a I’action suppressive des GC est
un probléeme commun qui complique la gestion des pathologies inflammatoires
chroniques. Les patients ayant développé une résistance aux GC souffrent d’une
inflammation sévére caractérisée par des niveaux élevés de cytokines, de facteurs de
croissance et de co-stimulation associés aux tissus {Leung, de Castro, et al. 1998}. Chez
ces individus, les GC exercent un effet anti-inflammatoire en périphérie, tandis qu’une
résistance a leur action a été observée localement au sein des zones inflammées {Kino &
Chrousos 2002}. Il a été suggéré que certains signaux ou molécules présents localement
et favorisant la réponse inflammatoire peuvent interférer avec 1’effet inhibiteur des GC et

diminuer leur potentiel immunosuppresseur.
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3.1 Meécanismes de résistance

Les études portant sur la résistance aux GC ont fait état de divers mécanismes. Ces
derniers ont été reliés a Iactivité cellulaire, a des modifications au niveau de I’épissage
alternatif du mRNA du GR, a la phosphorylation du réceptcur par les MAPKs, a un
défaut au niveau du recrutement de la protéine HDAC-2 et finalement a la synthése de la
protéine MIF (macrophage inhibitory factor). Les prochaines scctions relatcront les

divers travaux ayant caractérisés ces mécanismes de résistance aux GC.

3.1.1 Activité cellulaire

La stimulation des lymphocytes T CD4” via le CD3 et le CD28 simultanément confére a
ces cellules une résistance a I’action des GC. Ce phénoméne a été associé a une
prolifération soutenue malgré une diminution de la production d’IL-2 {Nijhuis,
Hinloopen, et al. 1994}. D’autre part, une plus grande sensibilité des cellules naives
(CD45RA+) a I’effet anti-prolifératif du Dex a été notée et suggére que la signalisation
via le CD28 contribue a une meilleure résistance aux GC des lymphocytes T CD4"
mémoires (CD45RO+) {Nijhuis, Hinloopen, et al. 1995}. L’activation du CD28 favorise

la survie des cellules exposées aux GC via la liaison de NF-kB a un élément de réponse

au CD28 (CD28RE) dans le promoteur du géne de I'IL-2 {Wagner, Hagman, et al. 1996}.

Une autre voie de résistance aux GC a été reliée au signal transmis par I’IL-2R. En effet,
I’ajout d’IL-2 exogene a une culture cellulaire de lymphocytes T stimulés avec de la PHA
empéche D’effet anti-prolifératif de la prednisone et protége les cellules de Thl de
I’apoptose induite par les GC {Walker, Potter, et al. 1987}; {Zubiaga, Munoz, et al.
1992}. Le traitement de la lignée de lymphocytes T (HT-2) avec de I’'IL-2 rend ces
cellules résistantes aux GC en diminuant la translocation au noyau du GR. Dans ces
cellules, le signal transmis par I’IL-2R active la protéine JAK-3 qui phosphoryle ensuite
STATS et mene a la formation d’un complexe STATS-GR retenu dans le cytoplasme
{Goleva, Kisich, et al. 2002}; {Biola, Lefebvre, et al. 2001}.
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Un autre modéle permettant unc forte activation des lymphocytes T est I’entérotoxine B
du staphylocoque (SEB). Cette molécule agit comme un superantigéne en se fixant a
I’extérieur de la niche peptidique du CMHj; présent a la surface des APC Les cellules T
ayant un TcR composé d’un domaine variable spécifique (Vp8+) sont activées par le
complexe CMH-SEB ct résistent a I’cffet anti-prolifératif ct a 1’apoptose reliés aux GC
{Weng, Zhao, et al. 1999}. In vitro, lc pontage du CD28 a I’aide d’anticorps spécifiques
rend les cellules T cxposées au SEB réfractaires a I’effet anti-prolifératif du Dex.
L’activation de ERK 1/2, la phosphorylation du GR et sa rétention dans le cytoplasme ont
¢été observés. Ces événements corrélent avec la résistance des cellules T au Dex {Li,
Goleva, et al. 2004}. Le réle des protéines MAPK MEK/ERK a été confirmé dans une
autre étude. Dans celle-ci, la prolifération de lymphocytes T CD4" naifs stimulés a I’aide
d’un anti-CD3 a été inhibée par la présence de Dex dans le milieu de culture via une
diminution de I’activité transcriptionnelle des facteurs AP-1, NF-AT et NF-«kB. Toutefois,
I’ajout d’IL-2 ou d’une co-stimulation via le CD28 a empéché I’activité suppressive du

Dex en favorisant une signalisation via les MAPKs {Tsitoura & Rothman 2004}.
3.1.2 Phosphorylation du récepteur via les MAPKkinases

Le GR est une phosphoprotéine dont le niveau de phosphorylation influence son transfert
au noyau, I’interaction avec des co-facteurs et sa stabilité {Webster, Jewell, et al. 1997};
{Ismaili & Garabedian 2004}. Le groupe de Bodwell et collégues (1991) a identifié 7
sites potentiels de phosphorylation, tous présents dans la partiec N-terminale du GR murin

224 et Ser232

{Bodwell, Orti, et al. 1991}. Parmi ceux-ci, deux sites en position Ser
correspondant aux sites en position Ser’ et Ser’’' du GR humain deviennent
hyperphosphorylés en présence de I’hormone {Krstic, Rogatsky, et al. 1997}. Des
données recueillies lors d’études menées in vitro ont révélé que la phosphorylation du
récepteur en position Ser’® favorise sa présence dans le cytoplasme tandis que la forme
phosphorylée en Ser’’' prédomine dans le noyau {Wang, Frederick, et al. 2002}. Au
niveau fonctionnel, la phosphorylation du GR en Ser’'' par la p38 MAPK entraine
I’apoptose de cellules lymphoides exposées au Dex tandis que la phosphorylation du GR

de rat en position Ser’*® par JNK empéche I’activité transcriptionnelle du récepteur
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{Miller, Webb, ct al. 2005}; {Rogatsky, Logan, ct al. 1998}. Une diminution de P’activité
transcriptionnelle du GR a été aussi observée chez des PBMC de patients asthmatiques
cxposés conjointement aux cytokines IL-2 et IL-4. In vitro, une pertc de D’effet de
stimulation du Dex sur la production d’IL-10 et la répression de I’expression du GM-CSF
par ccs ccllules a été observé {Irusen, Matthews, ct al. 2002}. Le site de phosphorylation
inhibitecur du GR par le p38 MAPK se situc sur une sérinc (non identifiée) dans lc
domaine de liaison au ligand entre les acides-aminés 525-795 {Szatmary, Garabedian, ct

al. 2004}.

3.1.3 HDAC-2

Certains patients asthmatiques sévéres ou atteints de maladie pulmonaire obstructive
chronique (MPOC) développent une résistance aux corticostéroides. Le mécanisme
impliqué dans cette baisse de sensibilité aux GC est reli¢ a la diminution dc 1’expression
ct de l'activité des HDACs chez les PBMC et les macrophages alvéolaires {Hew,
Bhavsar, et al. 2006}. Tel que mentionné plus haut, ’activité de HDAC-2 est nécessaire
pour permettre la liaison du GR a p65 et ainsi inhiber la transcription de génes sous le
contréle de NF-kB (voir section : Transrépression). La fumée de cigarette est unc des
principales causes de MPOC et le stress oxydatif qu’elle engendre a été démontré comme
responsable de la diminuation de I’expression de HDAC-2 via son ubiquitination, sa
nitration ou sa phosphorylation. Une augmentation de la production d’IL-1p et de TNF-a
a été observée chez des macrophages alvéolaires isolés de patients atteints de MPOC qui

affichent une résistance aux GC (voir Figure 13) {Ito, Lim, et al. 2001}.
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Figure 13: Réle de HDAC-2 dans la perte de sensibilit¢ aux GC. La fumée de cigarette diminue
I’expression de la protéine HDAC-2 et par conséquent, baisse la désacétylation du GR. Une quantité réduite
de GR désacétylé ne permet plus la répression de la transcription des génes sous le contréle de NF-kB et la
synthése de médiateurs pro-inflammatoires, inspiré de Barnes (2006).

3.1.4 Compétition avec GRp

Tel que décrit plus haut, le GRp est une forme tronquée du GRa et permet de réduire les
effets génomiques reliés au GC dans une cellule en formant des hétérodiméres inactifs.
Les premiéres études cliniques portant sur le sujet ont été réalisées avec des PBMC isolés
de patients asthmatiques résistants aux corticostéroides. Une perte de sensibilité aux GC
reliée a une diminution de I’interaction GR :ADN a été notée chez ces cellules exposées
in vitro a ’'IL-2, I’IL-4 ou I’'IL-13 {Spahn, Szefler, et al. 1996}; {Leung, Hamid, et al.
1997}. De plus, une augmentation de I’expression GRB a été montrée dans les
lymphocytes T isolés de lavages bronchoalvéolaires de patients asthmatiques résistants
aux corticostéroides ou présents sur des coupes histologiques prélevées de patients
asthmatiques décédés {Hamid, Wenzel, et al. 1999}; {Christodoulopoulos, Leung, et al.
2000}. L’accumulation de GRf et I’augmentation du ratio GRP :GRa ont été observées

dans divers types cellulaires suite a leur exposition au TNF-q, IL-1 ou IFN-y {Webster,
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Oakley, ct al. 2001}; {Tliba, Cidlowski, ct al. 2006}. L’implication du GRp dans la
résistance aux GC a aussi été documentée dans d’autres pathologies inflammatoires.
Ainsi, des travaux mencs sur des paticnts atteints de colite ulcéreuse ont révélé que prés
de 83 % de ccux qui sont résistants au GC expriment la forme B du GR {Honda, Orii, et
al. 2000}. De plus, unc augmentation de I’infiltration d’¢osinophiles et de lymphocytes T
ayant des niveaux ¢levés de GRP a été observé chez des personnes préscntant unc
polyposc nasale ct résistants aux corticostéroides, {Hamilos, Leung, et al. 2001}. La
présence d’IL-18 dans le sérum de patients atteints de maladie de Crohn corréle avec
I’augmentation dec la forme GRf dans les cellules T et diminue leur sensibilité aux GC

{Towers, Naftali, et al. 2005} .
3.1.5 Influence du facteur inhibiteur de migration (MIF)

Le facteur inhibiteur de migration MIF a été découvert dans les années 60 et initialement
caractéris¢é comme unc molécule soluble produite par les lymphocytes T activés qui
diminuc la migration des monocytes/macrophages {George & Vaughan 1962}. Ce facteur
est associ¢ & la réponse systémique au stress. La production de MIF par I’hypophyse et sa
libération dans la circulation sanguine a été observée lors de I’activation de I’axe HPA.
La production de MIF et des GC se fait parallélement et ces deux molécules agissent de
maniére inverse sur de nombreuses cibles communes. MIF est une cytokine qui joue un
role critique dans la cascade inflammatoire en augmentant le potentiel endotoxique du
LPS et la mortalit¢ {Bernhagen, Calandra, et al. 1993}. Outre la production de MIF au
niveau systémique, les macrophages emmagasinent une quantité importante du facteur
préformé et sa libération est favorisée par le LPS. De plus, une boucle d’amplification
entre MIF et le TNF-a a été observée puisque ces deux cytokines favorisent leur sécrétion
mutuelle {Calandra, Bernhagen, et al. 1994}. La production de MIF par les macrophages
et les cellules T activées peut aussi étre stimulée par une faible concentration de GC
tandis qu’une concentration > 10® M inhibe complétement sa synthése {Calandra,
Bernhagen, et al. 1995}. Parallélement, MIF stimule I’activité des lymphocytes T puisque

sa neutralisation diminue la prolifération de ces cellules et la production d’IL-2 {Bacher,
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Metz, et al. 1996}. La Figure 14 qui suit représente le réle central que jouc MIF dans la

réponse inflammatoire et la résistance aux GC.
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Figure 14 : Mécanisme d’action de MIF au niveau cellulaire et son role dans la résistance aux GC. La
production de MIF est systémique et locale. L activation des macrophages et des lymphocytes T entraine la
sécrétion de MIF qui stimule la production de cytokines pro-inflammatoires et la prolifération des
lymphocytes T. La présence de concentrations élevées de MIF rend la réponse inflammatoire insensible a
Paction inhibitrice des GC, inspiré de Baugh & Donnelly (2003).

La présence de MIF dans le milieu est synonyme de résistance aux GC {Baugh &
Donnelly 2003}. La liaison de MIF a son récepteur, le CD74, une protéine
transmembranaire de type II, active la PKA et la voie de signalisation ERK {Leng, Metz,
et al. 2003}. Cette voie contrdle la phosphorylation de la PLA2 et la production d’acide
arachidonique (précurseur des prostaglandines et leukotriénes) dont la syntheése est
inhibée par les GC. MIF permet de soutenir la production de I’acide arachidonique par
des fibroblastes activés méme lorsque exposés au Dex {Mitchell, Metz, et al. 1999}. De
plus, MIF inhibe la synthése d’IxB chez des PBMC exposés au Dex. Ainsi, en bloquant la
synthése d’IkB, MIF favorise le transfert au noyau de NF-xB et la production de
cytokines pro-inflammatoires {Daun & Cannon 2000}. MIF diminue aussi I’activité anti-
inflammatoire des GC en influengant la synthése de MKP-1. Roger et collaborateurs
(2005) ont observé une production soutenue de TNF-a par des macrophages murins

Raw264.7 et d’IL-8 par des cellules promonocytes humaines U937 exposés

conjointement au MIF et au Dex. Dans ce modéle in vitro, la présence de MIF a empéché
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I’expression de MKP-1 et a permis la production soit de TNF-a ou d’IL-8 {Roger,
Chanson, ct al. 2005}. Dans une autre étude, les auteurs ont remarqué que les
macrophages péritonéaux provenant de souris MIF" expriment des niveaux plus élévés
de MKP-1 et ont noté unc réduction parallele de la phosphorylation de la p38 MAPK
{Acberli, Yang, et al. 2006}. Parall¢lelement, une forte activité de la p38 MAPK est
observée chez des patients atteints de colite ulcéreuse et résistants aux GC. La
necutralisation de MIF chez ces patients diminuc la production d’IL-8 par les cellules
isolées de la lamina propria ct restaure leur sensibilité aux GC {Ishiguro, Ohkawara, et al.

2006}.

4. Le stress oxydatif

Les ROS sont un sous-produit du métabolisme des cellules. La production systémique et
intracellulairc de ROS est associée a divers effets négatifs caractérisant des situations
pathophysiologiques telles: la réponse inflammatoire ou I’ischémie/reperfusion.
Toutefois, dans certains systémes la génération de ROS figure comme une étape dans
diverses cascades de signalisation intracellulaire par exemple, celles des MAPKs menant
a l’activation cellulaire, a I’expression de génes ou & la prolifération {Davies 1995}. La
section qui suit portera sur I’influence du stress oxydatif sur les fonctions des
lymphocytes T, le réle anti-oxydant du glutathion (GSH) et du systéme de transport x.-, et
finalement exposera les bienfaits physiologiques et immunitaires des thérapies anti-

oxydantes post-lésion thermique.

4.1  Effets sur les lymphocytes T

La stimulation des lymphocytes T a I’aide d’agents mitogéniques divers tels les lectines
de plantes (PHA, Con-A), des superantigénes (MMTV, SEA, SEB) ou des anticorps
dirigés soit contre le TcR ou le CD3 active une cascade de signalisation entrainant la
production de radicaux libres {Sekkat, Dornand, et al. 1988}; {Williams & Henkart
1996}; {Hildeman, Mitchell, et al. 1999}. La balance intracellulaire entre molécules pro-
et anti-oxydantes exerce une influence sur la production de cytokines, la prolifération et

I’apoptose des lymphocytes T. En effet, une faible concentration de H,O, permet
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I’activation du facteur de transcription NF-«B, la production d’IL-2 ct la prolifération dcs
cellules T {Los, Droge, et al. 1995}. Ceci suggére que la stimulation des lymphocytes T
induit de maniére intrinséque la production de ROS et que leur concentration
intracellulaire influence le devenir de ces cellules. Les travaux de Tatla et collaborateurs
(1999) ont montré que les ROS produits lors de la stimulation des lymphocytes T agisscnt
comme messagers secondaires en favorisant la production d’IL-2 et la prolifération
cellulaire {Tatla, Woodhead, et al. 1999}. D’ailleurs, la stimulation de cellules T via le
CD3 et le CD28 en présence de peroxyde d’hydrogéne entraine une forte phosphorylation
des protéines de la famille des MAPKs {Hehner, Breitkreutz, ct al. 2000}.

A Dlinverse, une concentration trop élévée en ROS renverse ce phénomene {Flescher,
Tripoli, et al. 1998}. La stimulation du TcR entraine la génération de peroxyde
d’hydrogéne et d’ion superoxyde. Chacune de ces molécules est impliquée dans deux
cascades de signalisation qui s’opposent. Il a ét¢ démontré que I’expression du Fas ligand,
prédisposant la cellule T a I’apoptose, est dépendante de I’ion superoxyde tandis que le
signal favorisant la prolifération cellulaire transmis par ERK est dépendant du peroxyde
d’hydrogéne {Devadas, Zaritskaya, et al. 2002}. La concentration en ROS oriente les
fonctions des lymphocytes T. Tel que décrit plus haut, une faible concentration stimule la
production d’IL-2, tandis qu’une forte dose de peroxyde d’hydrogene inhibe totalement
I’expression de cette cytokine via une suppression de I’activité transcriptionnelle du

facteur CREB {Rodriguez-Mora, Howe, et al. 2005}.

4.2  Mécanismes anti-oxydants

4.2.1 Glutathion

Le métabolisme des hydroperoxydes via le glutathion (GSH) et I’activité des enzymes
GSH peroxydase et GSH réductase représente un mécanisme majeur de défense contre le
stress oxydatif {Shan, Tan, et al. 1994}. Le GSH est un tripeptide (y-
glutamycysteineglycine) qui existe en équilibre sous sa forme oxydée (GSSG) ou réduite
(GSH). Dans les cellules au repos, le rapport entre les formes réduites et oxydées du GSH

est de 100:1 (GSH : GSSG). Toutefois, I’activation des cellules, de méme que leur
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cxposition a divers composés pro-oxydants tels les radicaux libres associés a la réaction
d’inflammation, provoquent rapidement un changement dans le ratio GSG :GSSH
{Asensi, Sastrc, ct al. 1999}. En réponsc au stress, diverses réactions chimiqucs
entrainent unc consommation du GSH soit par sa conjugaison avec une variété de
composés électrophiles ou par la formation de GSSH. Parallélement, une cellule peut
entretenir son pool intracellulaire de GSH via la synthése de novo ou a travers la
réduction enzymatique de la forme disulfide (GSSG) cn utilisant le systtme GSH

reductase/NADPH {Dickinson & Forman 2002}.

4.2.1.1 Structure et synthése

La synthése de novo du GSH implique deux réactions enzymatiques qui utilisent de
I’ATP pour combiner les acides aminés glutamate, glycine ct cystéine. Dans la premiére
réaction, le glutamate et la cystéine sont combinés suite a l’action de I’enzyme
Glutamate-cystéine ligase pour former le composé y-glutamycysteine. Dans une seconde
réaction impliquant I’enzyme GSH synthétase, une glycine est ajoutée au dipeptide pour

ainsi former du GSH {Meister & Anderson 1983}.

4.2.1.2 Réle au niveau des lymphocytes T

L’étude de Noeclle et Lawrence (1981) a été la premiére a doser les niveaux
intracellulaires de GSH lors de I’exposition de cellules T au O, et au 2-ME, des molécules
pro- et anti-oxydantes {Noelle & Lawrence 1981}. La séparation des cellules selon leur
contenu en GSH permet d’associer positivement la prolifération des lymphocytes T a leur
niveau intracellulaire en GSH {Kavanagh, Grossmann, et al. 1990} ainsi qu’a une
augmentation de I’expression de I’enzyme glutathion peroxydase, nécessaire a la synthése
du peptide {Amold & Heinze 1990}. Parallélement, d’autres travaux ont démontré
qu’une faible diminution du pool intracellulaire de GSH influence négativement diverses
fonctions des lymphocytes T soient : la progression du cycle cellulaire, la synthése d’IL-2
et la cytotoxicité {Droge, Pottmeyer-Gerber, et al. 1986} ; {Liang, Lee, et al. 1989},
{Suthanthiran, Anderson, et al. 1990}. Par ailleurs, Gmuder et collaborateurs (1990) ont
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obscrvé qu’unc concentration intermédiairc de GSH est optimale pour permcttre la
synthése d’ADN et la prolifération sans affecter 1’expression du mRNA de I'IL-2
{Gmunder, Roth, et al. 1990}. Par contre, une dose excessive de GSH inhibe la synthése
d’IL-2 par les cellules T {Roth & Droge 1991}. La diminution du GSH intracellulaire
affecte plus fortement les fonctions des lymphocytes T CD8" que celles des lymphocytes
T CD4" {Gmunder & Droge 1991}

La concentration intracellulaire en thiols des CPA et des lymphocytes T influence lc
devenir des cellules T naives en cellules effectrices de type Thl ou Th2. Les premiéres
¢tudes ciblant directement les lymphocytes T ont montré un lien positif entre le contenu
ccllulaire en thiols et le phénotype Thl. Ainsi, I’exposition de lymphocytes T naifs (Th0)
aux thiols (N-acétyl cystéine (NAC) ou GSH) diminue de maniére dose-dépendante
I’expression du mRNA de I’IL-4 et sa production, tout en ayant un effet positif sur la
synthese d’IL-2 et la prolifération {Jeannin, Delneste, et al. 1995}; {Eylar, Bacz, ct al.
1995}. Bengtsson et collaborateurs ont aussi observé une diminution de I’expression du
CD30, associ¢ au phénotype Th2, a la surface des lymphocytes T exposés au NAC ou au
GSH {Bengtsson, Lundberg, et al. 2001}.

In vivo, ce sont les CPA qui exercent un réle crucial dans le développement d’une réponse
de type Thl ou Th2. Il a été montré que les niveaux intracellulaires du tripeptide dans ces
cellules peut orienter la différentiation des lymphocytes T auxiliaires naifs en cellules Th1
ou Th2 (voir Figure 15) {Pecterson, Herzenberg, et al. 1998}. Divers agents reconnus
pour diminuer les niveaux de GSH (cyclophosphamide, diéthylmaléate (DEM), éthanol)
ont été incorporés a la nourriture de souris. Des essais in vitro ont établi que les CPA
issues de ces souris présentent une faible production d’IL-12 et favorisent le phénotype
Th2. Les travaux de Nathens et collaborateurs (1998) ont confirmé ces résultats en
utilisant cette fois un modéle de greffe de rein sur des souris C57bl/6 traitées au DEM. Ils
ont montré que ces animaux présentent des niveaux réduits d’IFN-y et d’IL-2 et noté une
prolongation du temps de survie du greffon {Nathens, Rotstein, et al. 1998}. Une
réduction du GSH intracellulaire affecte le ratio GSH : GSSG et est associée a une baisse

de la production d’IL-12 par les CPA. A I’inverse, lorsque des macrophages alvéolaires
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sont exposés a ’IFN-vy, une cytokine dc type Thl, I’augmentation du ratio GSH : GSSG
est noté {Dobashi, Aihara, et al. 2001}. Pour étudier le r6le de la balance intracellulaire
cn GSH dans I’établissement d’une réponse de type Thl vs Th2, Murata et collaboratcurs
(2002) ont généré deux types de macrophages, oxydatifs et réducteurs, en exposant
respectivement des cellules F4/80+ au DEM ou au NAC {Murata, Shimamura, et al.
2002}. Les macrophages réducteurs ayant un niveau intraccllulaire de GSH élevé
favorisent le développement de cellules Thl, via une augmentation de la production d’IL-
12. A I'inverse, des macrophages oxydatifs influencent le développement de cellules Th2
via la production d’IL-10. Dans une autre ¢tude, I’exposition de souris a divers toxiques
de ’environnement tels le tributylétain (TBT), le benzophénone et le p-octylphenol méne
a la réduction du GSH intracellulaire chez les CPA et favorise une forte polarisation de la
réponse de type Th2. La restauration du pool intracellulaire de GSH via I’exposition de
CPA au NAC augmente la production d’IL-12 et retablit la réponse de type Thl {Kato,
Tada-Oikawa, et al. 2006}. De plus, I’injection d’un précurseur du GSH a un modéle de
souris asthmatique, augmente le ratio GSH : GSSG au niveau des poumons et réduit la

production des cytokines de type Th2 : IL-4, IL-5 et IL-10 {Koike, Hisada, et al. 2007}.
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Figure 15 : Effet de la balance intracellulaire en GSI1 chez les APC sur la différentiation des cellules T
naives en cellules de types Thl ou Th2. Lorsque le contenu intracellulaire en GSH est élevé, la CPA libére
de I’IL-12 qui favorise la différentiation des cellules T naives en cellules de type Thl. A I'inverse, lorsque
le contenu en GSH intracellulaire est diminué, la CPA produit de I'IL-10 qui entraine la maturation des
lymphocytes T en cellules de type Th2.

Tel que décrit plus haut, I’augmentation du pool intracellulaire en GSH favorise la
réponse immunitaire de type Thl et la production d’IL-12 par les CPA. Toutefois,
certains résultats contradictoires ont été publiés et tendent a remettre en question le lien
entre la concentration en thiols intracellulaire des CPA et la modulation des réponses de
type Thl ou Th2. L’exposition de cellules dendritiques dérivées a partir des PBMC au
NAC diminue I’expression des molécules de co-stimulation (CD40, CD86, CMHy) et leur
capacité d’activer des lymphocytes T naifs {Verhasselt, Vanden Berghe, et al. 1999}. De
plus, des cellules dendritiques exposées au NAC ou au GSH expriment des niveaux
réduits de CD40 et produisent moins d’IL-12 {lijima, Yanagawa, et al. 2003}. Aussi,
Mazzeo et collaborateurs (2002) ont montré une diminution de la production d’IL-12 par
des cellules THP-1 préalablement stimulées avec de I'IFN-y, lorsque exposées au GSH ou
au NAC {Mazzeo, Sacco, et al. 2002}. Dans une autre étude, ’augmentation des thiols

intracellulaires chez des splénocytes avant leur stimulation avec un anti-CD3 a favorisé la
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production d’IL-4 et empéché la synthése d’IFN-y induite par I’IL-12. Les CPA sont
responsable de ce phénomene, puisque I’exposition des cellules T isolées au NAC n’a
aucun effet sur la production d’IL-4 ou d’IFN-y. Pour expliquer leurs observations,
Monick et collaborateurs (2003) ont proposé un mode¢le dans lequel I’augmentation du
pool intracellulaire en thiols précédant leur stimulation inhibe a la fois la phosphorylation
de STAT4 et de STAT®G, reliée respectivement & la synthésc IFN-y et d’IL-4 par les
lymphocytes T, et favorise chez ces cellules la production d’IL-4 via unc augmentation de

I’activité transcriptionnelle de AP-1 et de NFATc {Monick, Samavati, ct al. 2003}.

Récemment, les travaux de Hadzic et collaborateurs (2005) ont montré qu’une
concentration intracellulaire adéquatc en thiols et indépendante du GSH ecst suffisante
pour assurer les fonctions des lymphocytes T. En cffet, des cellules T dont la voie de
synthése du GSH est inhibée parviennet a proliférer et a produire de I’IL-2 normalement
suite & leur exposition a divers thiols : NAC, 2-ME ou L-cystéine. Somme toute, le GSH,
tout comme divers autres thiols, exerce un réle redondant et agit comme un facteur
favorisant la prolifération ct oricntant les fonctions des lymphocytes T de maniére directe

ou indirecte via I’activité des CPA {Hadzic, Li, et al. 2005}.

4.3  Transport des acides aminés

Le transport des acides-aminés a travers la membrane plasmique est un processus
essentiel utilisé par les cellules pour répondre a leurs besoins physiologiques. Les
principales propriétés des divers systemes qui assurent le transport des acides-aminés
sont : la stéréo-spécificité, c’est-a-dire que les L-acides-aminés sont plus facilement
transportés que les D-acides-aminés; la faible spécificité des transporteurs, donc
plusieurs acides aminés partageant certaines caractéristiques peuvent emprunter le méme
type de transporteur ; ainsi que la dépendance des systémes de transport a 1’établissement
d’un potentiel de gradient de Na*. L’utilisation d’un méme transporteur par deux acides
aminés ou plus est dépendant des constantes d’association de chacun des acides aminés
pour le transporteur ayant pour conséquence que ces acides-aminés agissent comme

inhibiteur compétitif I’uns pour ’autre {Christensen & Henderson 1952}; {Christensen &
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Riggs 1952}; {Christenscn, Riggs, ct al. 1952}. Dans cette revuc de littératurc il sera
question d’un systéme de transport Na'-indépendant spécifique permettant le transport du
glutamate et dc la cystine qui fut découvert par Bannai et Kitamura (1980). Cec
transportcur caractérisé dans unc étude ultéricure prit le nom de systéme x.- {Bannai,

Christensen, ct al. 1984},

4.3.1 Systéme x.-

Un équilibre existe entre la forme réduite et oxydée de la cystéine. Instable a pH
physiologique, la cystéine est rapidement oxydée et forme des homodiméres connus sous
le nom de cystine. Malgré une faible concentration dans les fluides extracellulaires, la
cystéine entre dans les cellules via le systéme de transport des petits acides-aminés ASC
(Alanine, Scrine, Cystéine) tandis quc la cystine, la forme dominante dans les milieux
acqueux comme le plasma, le milieu de culture cellulaire et les fluides biologiques,
emprunte un systéme de transport spécifique appelé systeme x.- {Bannai & Tateishi
1986}. A [Pintérieur des cellules, la cystine est rapidement réduite en cystéine et
incorporée dans les protéines et le GSH. La cystéine est donc I’acide aminé limitant dans
les réactions de synthésc du GSH et un lien existe entre I’activité du systéme x.- et les
niveaux de GSH intracellulaire {Bannai & Ishii 1982}. L’activité du systéme xXc- est
bidirectionnelle et permet 1I’échange d’une cystine pour un glutamate {Bannai &
Kitamura 1980}. Les concentrations intra- et extra-cellulaires de ces deux acides aminés
influencent leur transport mutuel a travers la membrane {Ishii, Nakayama, et al. 1991}.
Le systéme requiert la présence des chaines CD98 et xCT qui s’associent pour former le
transporteur actif {Gmunder, Eck, et al. 1991}; {Sato, Tamba, et al. 1999}. La plupart des
cellules exigent une importation minime de cystine pour permettre la synthése de protéine
et la production de GSH. L’expression du systéme x.- est plutot faible dans plusieurs
types cellulaires dont les lymphocytes T. Contrairement aux cellules T, la présence de x.-
a été observée chez des macrophages, les neutrophiles et plusieurs lignées tumorales
{Ishii, Nakayama, et al. 1991}; {Sakakura, Sato, et al. 2007}; {Chung, Lyons, et al.
2005}. L’expression du systéme x.- dans diverses lignées tumorales suggére un réle du

transporteur dans la création d’un micro-environnement extracellulaire réducteur
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favorisant la viabilité ct la prolifération cellulaire ct constituc unc nouvelle cible
thérapcutique anti-tumorale {Banjac, Perisic, et al. 2008}. D’aillcurs, quelques études ont
déja démontré les bienfaits de 1’utilisation de la sulfasalazine (SASP), un inhibitcur
spécifique du systéme x.-, dans I’arrét de la progression tumorale {Gout, Buckley, ct al.
2001}; {Narang, Pauletti, et al. 2003}; {Chung, Lyons, ct al. 2005}; {Doxsec, Gout, ct al.
2007}.

43.1.1 xCT

L’cexposition de macrophages murins au LPS ou au DEM augmente I’activité du systéme
X~ {Sato, Fujiwara, et al. 1995}. Cherchant & caractériser les composantes de ce
transporteur, des chercheurs ont isolé I’ARNm de ces cellules ct identifi¢ unc protéine
qu’ils ont nommé xCT. Cette protéine révéle une homologie significative avec d’autres
membres de la famille des sous-unités légéres des transporteurs d’acides-aminés
hétéromériques (LSHAT) {Sato, Tamba, et al. 1999}. L’homologue humain du cDNA
codant pour la protéine murine xCT, nommé SLC7A11 (solute carrier family 7, member
11), affiche une similarité de séquence de 93 %. A I’instar de son homologue murin, la
protéine humaine xCT est localisée & la membrane plasmique, s’associe avec le CD98 ct
permet I’échange des acides aminés cystine et glutamate selon un ratio 1:1 {Bassi, Gasol,
et al. 2001}. Les souris déficientes en XCT (xCT ") sont en santé et fertiles. Toutefois, on
observe chez celles-ci des niveaux réduits en GSH plasmatique et inversement, une
accumulation de cystine dans la circulation sanguine. De plus, des fibroblastes issus de
ces souris ne survivent pas en culture cellulaire et 1’ajout de 2-ME au milieu de culture
préserve leur viabilité. In vitro, la mobilisation du calcium permet la progression du cycle
cellulaire chez les fibroblastes activés. L’expression de XCT chez ces cellules diminue les
besoins en Ca®* et favorise le passage en phase S du cycle cellulaire via une augmentation
de I’activité du facteur de transcription AP-1. L’expression de xCT contribue au maintien
de la balance redox in vivo, mais devient indispensable in vitro pour assurer le maintien
de certaines cultures cellulaires {Sato, Shiiya, et al. 2005}; {Lastro, Kourtidis, et al.
2008}.
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4.3.1.1.1 Structure

Les membres de la famille LSHAT sont des protéines & 12 passages transmembranaires
qui s’associent via un pont disulfure aux chaines lourdes 4F2hc (CD98) ou rBAT. La
séquence du cDNA murin de xCT prédit une protéine de 502 acides aminés avec un poids
de 55 kDa. Une cystéinc située cn position 158 est responsable de la formation du pont
disulfure entre xCT et CD98 (voir Figure 16) {Sato, Tamba, et al. 1999}. Dans une autre
étude menée a partir de cellules humaines du gliome U87 traitées au DEM, les auteurs ont
observé une variante de xCT ayant une séquence de 495 acides-aminés et unec homologie
de 86 % avec la protéine murine. La différence se situe au niveau de I’extrémité C-
terminale ou la séquence de 22 acides aminés est remplacée par une séquence de 13
acides aminés résultant d’un épissage alternatif en 3° & un des 3 sites de polyadénylation
{Sato, Tamba, et al. 1999}. Dc plus, des sites potentiels de phosphorylation dépendant de
I’AMPc ou de la protéine kinase C localisés dans la portion intracellulaire ont été

identifiés en position Thr45 et Thr103, respectivement {Kim, Kanai, et al. 2001}.

Chaine lourde

 (€D98)
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Figure 16 : Structure du systéme x.- exprimé a la membrane cellulaire. Les chaines lourde (CD98 ou
4F2hc) et 1égére (xCT) sont reli€es I’'une a I’autre via un pont disulfure.
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4.3.1.1.2 Distribution

L’cxpression de xCT au niveau des tissus humains a été confirmée dans le cerveau, la
moclle épiniére, le pancréas {Kim, Kanai, et al. 2001}. Dans une étude paralléle, la
présence du mRNA de xCT a été visualisée par RT-PCR chez la souris au nivecau dc la
rate, des ovaires, des intestins et des reins et au niveau du pancréas chez I’humain {Bassi,
Gasol, ct al. 2001}. De récents travaux ont montré la présence de xCT au niveau des
ccllules dc la bordure en brosse du duodénum et des reins ainsi que spécifiquement dans
le cerveau au niveau des cellules gliales, des cellules endothéliales vasculaires et des
méninges suggérant un role important du systéme X.- dans le maintien de la balance redox
au niveau du liquide céphalorachidien {Burdo, Dargusch, et al. 2006}. La présence de
XCT a aussi été observée dans diverses lignées cellulaire tumorales : D-54MG, STTGI,
U-251MG (gliomes), CaCo-2 (colon), HepG2 (foie), A2780 (ovaire) {Chung, Lyons, et
al. 2005}; {Bassi, Gasol, et al. 2001}; {Bridges, Kekuda, et al. 2001}; {Okuno, Sato, et
al. 2003}. De plus, I’expression de XxCT a été confirmée chez les cellules épithéliales de la
rétinc {Bridges, Kekuda, et al. 2001}, des macrophages murins et des neutrophiles
humains activés {Sato, Kuriyama-Matsumura, et al. 2001}. L’activation de neutrophiles
par le PMA ou le zymosan méne a la transcription du mRNA de xCT et conduit a une
augmentation du transport de cystine a travers la membrane plasmique. La présence de
XCT chez ces cellules favorise leur survie {Sakakura, Sato, et al. 2007}. Dans un modéle
de choc septique, I’injection de LPS a des souris a augmenté le mRNA de xCT dans la
rate et le thymus suggérant un réle du transporteur dans le contrdle de la réponse

inflammatoire {Taguchi, Tamba, et al. 2007}.

4.3.1.1.3 Géne et régulation de ’expression

L’activité du systéme x.- est favorisée par diverses molécules pro-oxydantes incluant le
DEM, P’oxygéne, les LPS bactériens et le peroxyde d’hydrogéne. S’appuyant sur ces
informations, Sato et collaborateurs (1999) démontrérent que I’activité du systéme x.-
était reliée a I’expression de xCT et que ces mémes molécules influengaient directement

sa transcription {Sato, Tamba, et al. 1999}. Dans une étude suivante, cette méme équipe
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identifia en 5° du gene de xCT un site dc liaison pour le factcur de transcription NF-«B, 8
sites de liaisons pour AP-1 dont un qui jouxte un élément de réponse électrophile (EpRE)
aussi appelé élément de réponse aux anti-oxydants (ARE). Les autcurs démontrérent que
I’exposition in vitro de macrophages péritonéaux a 1pg de LPS augmentait la liaison de
NF-xB a son site de liaison présent en 5° du géne de xCT sans toutcfois pouvoir relier de
maniére dose-dépendante la concentration en LPS utilisée ct la quantité de NF-«xB sc liant
au promoteur de xCT {Sato, Kuriyama-Matsumura, et al. 2001}. L’expression de xCT
chez les macrophages murins fut reliée a I’activité du facteur de transcription Nrf2. Cette
protéine favorise I’expression des genes inductibles par le stress oxydatif tels que la
glutathion-S-tranferase et la NADPH :quinone oxydoréductase. Le traitement de
macrophages au DEM causa la liaison de Nrf2 au site EpRE présent en 5° du géne de
xCT et fut relié en aval a la phosphorylation de la p38 MAPK {Ishii, Itoh, et al. 2000}.
D’ailleurs, dans une autre étude, 1’exposition de cellules de muscles lisses vasculaires au
DEM généra des ROS ce qui activa la voie de la p38 MAPK et augmenta I’expression de
xCT. La déprivation d’acides-aminés induit ’expression de différents génes contrdlés par
un élément de réponse aux acides-aminés (AARE). Deux copies de cet élément de
réponse furent identifiées dans le promoteur de xCT et leur liaison conjointe par le facteur
de transcription ATF-4 nécessaire a I’induction maximale du mRNA de xCT {Sato,

Nomura, et al. 2004} .

43.1.2 CD98

Le CD98, aussi appelé 4F2, appartient & un groupe de prés de deux cent protéines
exprimées & la membrane des leucocytes ayant divers réles lors des réponses
immunitaires tels: la migration, ’adhésion et la transduction de signaux menant a
I’activation cellulaire {Deves & Boyd 2000}. Initialement découvert a la surface des
lymphocytes T, le CD98 est exprimé par toutes les lignées cellulaires humaines testées et
la plupart des cellules tumorales {Haynes, Hemler, et al. 1981}. Les premiéres études ont
démontré un lien entre I’expression du CD98 et la prolifération cellulaire {Yagita,
Masuko, et al. 1986}. Le CD98 est présent a la surface cellulaire en tant qu’un

hétérodimére de 120 kDa composé d’une chaine lourde de 80 kDa appelée CD98hc
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(CD98 hcavy chain), ct d’unc chainc 1égérc de 40 kDa. Six chaines légéres ont ¢té
identifices (LAT-1, LAT-2, y+-LAT-1, y+-LAT-2, xCT, SPRM1) et partagent des
similarités de structures qui leur permettent de s’associer au CD98hc via un lien disulfure
cn formant unc variété d’hétérodimeres et de s’ancrer a la surface cellulaire a travers 12
passages transmembranaircs {Mastroberardino, Spindler, et al. 1998}. L’expression du
CD98 au niveau des lymphocytes T, son association avec la protéine xCT et son réle dans

le transport de la cystine seront abordés dans les prochains paragraphes.

4.3.1.2.1 Structure

Chez I’humain, le cDNA du CD98hc code pour une protéine glycosylée de 529 acide
aminés, contenant un domaine transmembranaire qui s’étend entre les acides aminés 83 a
106, une portion cytoplasmique de 423 acide aminés et un domaine intracellulaire de 82
acide aminés {Lumadue, Glick, et al. 1987}. Le CD98 cst fortement conservé parmi les
mammiféres, le domaine transmembranaire y est similaire chez la souris tandis que la
protéine compléte fait 526 acide aminés et se divise en une portion cytoplasmique de 75
acide aminés et un domaine extracellulaire de 428 acide aminés {Parmacek, Karpinski, et
al. 1989}. Le domaine carboxy-terminal contient 4 sites potentiels de glycosylation et les
différences observées dans le patron de glycosylation expliquent les variations de poids
observés entre lymphocyte T et B {Luscher, Rousseaux, et al. 1985}. La cystéine en
position 109 participe a la formation du lien disulfure avec la chaine légére {Torrents,

Estevez, et al. 1998} .

4.3.1.2.2 Géne et régulation de I’expression

Le géne du CD98 est localisé sur le chromosome 11 et contient 9 exons. La portion 5’ en
amont du géne est riche en nucléotides G/C, hypométhylée, contient plusieurs sites de
liaisons pour le facteur de transcription Spl et partage une homologie de séquence avec
divers génes inductible lors de 1’activation des lymphocytes T incluant I’IL-2, la chaine o
du récepteur de I’IL-2, le récepteur a transferrine, la thymidine kinase {Gottesdiener,

Karpinski, et al. 1988}. L’expression du CD98 est différentielle entre les lymphocytes T
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au rcpos et stimulés. Ainsi, I’activation des cellules T avec de la PHA, du calcium
ionophore ou du TPA (phorbol ester) favorise I’cxpression du CD98. L’ajout d’EGTA
aux cultures de cellules T stimulés bloque I’induction du CD98 démontrant ainsi que
Iefflux de Ca’* est essenticl 4 I’augmentation de I’expression du CD98 {Leiden, Yang, ct
al. 1989}. Deux niveaux de régulation affectent ’expression du CD98hc. Un blocage
dans la phase d’¢longation du mRNA existe au niveau du premicr cxon/intron ct le
traitement des lymphocytes T au repos avec du PMA permet sa transcription. Le premier
intron du géne du CD98hc contient un ¢lément transcriptionnel actif dans la plupart des
cellules T malignes. Cet élément agit en facilitant la transcription du mRNA et contient
des sites de liaison pour les protéines nucléaires NF-4FA et NF-4FB ainsi qu’une
séquence pour la liaison du facteur de transcription AP-1 {Karpinski, Yang, et al. 1989}.
Ces trois séquences sont nécessaires pour I’expression maximale de CD98hc et 1’ajout de
calcium ionophore a un effet additif sur I’activité du promoteur {Lindsten, June, et al.

1988}.

4.3.1.2.3 Fonctions au niveau des lymphocytes T

La premiére étude cherchant a définir une fonction pour le CD98 chez les lymphocytes T
a montré que sa liaison avec un anticorps spécifique inhibe leur prolifération dans la
réaction lymphocytaire mixte ou suite a une stimulation avec I'IL-2 {Yagita, Masuko, et
al. 1986}. Les auteurs de I’étude ont suggéré que le CD98 doit servir au transport d’un
facteur de croissance ou entrainer une cascade intracellulaire contrélant la prolifération.
Le CD98 est faiblement exprimé chez les lymphocytes du sang périphérique et leur
stimulation avec de la Con-A provoque son induction. L’expression de CD98 est
augmentée chez les cellules T dés la 12° heure post-stimulation et un niveau maximal
atteint vers la 36° heure. L’expression du CD98 précéde I’entrée en phase G1 du cycle
cellulaire et un blocage en phase GO a été observé chez des lymphocytes T stimulés et
traités avec un anti-CD98 {Yagita & Hashimoto 1986}. Des études supplémentaires ont
révélé I'association du CD98 aux intégrines By a la surface des lymphocytes T, sa
localisation membranaire dans des radeaux lipidiques et I’induction d’un signal

intracellulaire impliquant la voie de la PI3-kinase {Warren, Patel, et al. 2000}; {Rintoul,
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Buttery, ct al. 2002}. Cette situation facilite ’agrégation des lymphocytes et favorise leur
prolifération {Miyamoto, Mitchell, et al. 2003}.

4.4 Besoins anti-oxydants des lymphocytes T

L’activation des lymphocytes T géncre des radicaux libres et leur concentration
intracellulaire influence plusieurs fonctions (voir section 4.1). Des études antéricures ont
démontré le role des molécules anti-oxydantes, plus particuliérement les thiols, dans la
croissance et la prolifération des cellules T suite & I’engagement du TcR {Droge, Mihm,
et al. 1994}. Ainsi, un environnement riche en thiols est nécessaire pour permettre
I’activation ct la prolifération de PBMC stimulés {Iwata, Hori, ct al. 1994}. L’appellation
thiol ou mercaptan est utilisée en chimie organique pour définir tout composé qui contient
un groupe fonctionnel sulfhydryl (S-H). La cystéine est le thiol le plus simple et I’acide
aminé a la base de la formation de thiols plus complexes. Puisque les lymphocytes T ne
possédent ni cystathionase, ni systéme X.-, la cystéine est donc un acide aminé essentiel
{Eagle, Washington, et al. 1966}. La maniére dont la cystéine est disponible pour ces

cellules influence fortement leurs fonctions cellulaires {Droge, Eck, et al. 1991}

4.4.1 InVivo

L’activation des macrophages favorise le transport de cystine & I’intérieur de ces cellules
et la libération de cystéine dans le milieu extracellulaire. Cette découverte fut le point de
départ d’une série de travaux de recherche qui montrérent que les CPA peuvent subvenir
aux besoins en cystéine des lymphocytes T {Watanabe & Bannai 1987}. L importation de
cystine et la libération subséquente de cystéine dans I’espace extracellulaire ont été notées
chez des monocytes et des fibroblastes. Dans cette étude, les auteurs ont montré une
diminution du transport cystine/cystéine par ’exposition des cellules au glutamate {Eck
& Droge 1989}. La production de cystéine par les macrophages est un élément qui
influence le contenu intracellulaire en GSH des lymphocytes T et de ce fait, joue un réle
immunomodulateur {Gmunder, Eck, et al. 1990}; {Droge, Eck, et al. 1991}. L’étude

d’Angelini et collegues (2002) a révélé I'importance du contact entre une CPA, en
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I’occurrence, les cellules dendritiques et les lymphocytes T dans la libération par les CPA
de thiols ct I’établissement d’un micro-environnement réducteur entre les deux cellules
{Angelini, Gardella, et al. 2002}. La cystéine présente sous sa forme réduite est utilisée
par les lymphocytes T et favorise leurs fonctions. En outre, la production de thiols par une
cellule dendritique augmente lors de sa maturation élicitée soit par 1’exposition des
cellules au TNF-qa, au LPS ou la liaison du CD40 et devient maximale suite au contact
avec un lymphocyte T. Edinger et Thompson (2002) ont établi un concept a travers lequel
une CPA contrdle I’activation, la synthése de protéine et la prolifération des lymphocytes
si et seulement si la sécrétion de cystéine est suffisante pour le permettre (voir Figure 17)
{Edinger & Thompson 2002}. L’inhibition du systéme X.- soit par la SASP ou un exces
de glutamate dans le milieu de culture diminue fortement la libération de cystéine par la

CPA ct parallélement I’activation et la prolifération des lymphocytes T.

o X Micro-environnement
0 f
9 0 réducteur

CPA

. Lymphocyte T
© cysteine

o0 cystine

Figure 17: La sécrétion de cystéine par les CPA activées crée un micro-environnement réducteur dans la
jonction immunitaire et favorise la prolifération des lymphocytes T, tiré de Edinger & Thompson (2002).
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4.4.2 InVitro - Réle du 2-Mercaptoethanol

Les premicres études ayant pour but la compréhension des étapes menant a I’activation et
a la prolifération des cellules T ¢taient limitées par le nombre peu élevé de lymphocytes
spécifiques a un antigéne particulicr. Pour palicr & ce probléme, les chercheurs ont tenté
d’identifier des substances permettant unc activation non-spécifique de ces cellules.
Parmi celles-ci, le 2-ME s’cst avéré particuliérement efficace lorsque incorporé au milicu
de culture cellulaire {Broome & Jeng 1973}. L’utilisation du 2-ME en culture cellulaire :
A) est essenticl & I’établissement de lignées cellulaire murine de lymphome, B) augmente
la synthése d’ADN et la division cellulaire des lymphocytes T stimulés avec divers agents
mitogéniques (CON-A, PHA) ct C) permet de remplacer de maniére fonctionnelle les
CPA dans les cultures mixtes de lymphocytes {Heber-Katz & Click 1972}; {Chen &
Hirsch 1972}. Aujourd’hui, I’incorporation routiniére de S0uM de 2-ME dans nos
milicux de culture est basée sur une découverte de Goodman et Weigle (1977) qui ont
montré que cette dose est optimale pour favoriser la prolifération des lymphocytes T
isolés {Goodman & Weigle 1977}. Parmi divers composés contcnant 1 ou des
groupements thiols (2-ME, dithiothreitol (DTT), L-cysteine, alpha-thioglycerol,
cystéamine, glutathion (GSH), sodium thioglycollate) qui démontrent leur efficacité a
stimuler la prolifération de lymphocytes T de souris, le 2-ME est celui dont ’effet est le

plus prononcé {Ohmori & Yamamoto 1981}.

Le 2-ME est un composé de formule chimique C,H¢OS. La présence d’un groupement
sulfidryl (-SH) lui permet de cliver les liens disulfures et donc de dénaturer les protéines.
C’est cette propriété qui a inspiré ’étude d’Ishii et collégues (1981) dans laquelle le
mécanisme d’action du 2-ME sur les lymphocytes T a été identifié. Au pH physiologique
(fluide extracellulaire et milieu de culture), I’acide aminé cystéine est instable, il s’oxyde
et se conjugue a lui-méme pour former une molécule de L-cystine (voir Figure 18) {Ishii,

Bannai, et al. 1981}.
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Figure 18 : Structure de la cystine.

Tel que démontré précédemment, les cellules T n’expriment pas constitutivement de
systetme de transport permettant I’entrée de cystine et sont donc dépendantes de la
cystéinc libérée par les CPA dans le micro-environement réducteur de la jonction
immunitaire. Ainsi, 'utilisation du 2-ME en culture cellulaire favorise 1’entrée de
cystéine dans les cellules T via la formation de disulfides mixtes Cys-(2-ME) qui
cmpruntent un systeme de transport différent (Leucine-Phénylalanine) exprimé par les

lymphocytes T (voir Figure 19) {Ohmori & Yamamoto 1983}.

L’entrée de cystéine favorisée par le 2-ME permet la transition du cycle cellulaire de la
phase GO a G1 et meéne a la division {Sugama, Namba, et al. 1987}. Ceci a été confirmé
dans un modéle in vitro de stress oxydatif utilisant des cellules mononuclées du sang
périphérique (PBMC) stimulées au PHA et exposées au O, Le 2-ME ajouté au milieu de
culture a eut un effet cyto-protecteur et a assuré la transition de la phase GO & Gl
{Gougerot-Pocidalo, Fay, et al. 1988}. L effet du 2-ME sur les lymphocytes T n’est pas
directement relié a une augmentation de la production d’IL-2, du nombre de récepteurs
pour cette cytokine ni d’un changement de 1’affinité du récepteur pour I’IL-2, mais plutdt
a une translocation de la PKC du cytoplasme a la membrane {Obiri & Pruett 1988};
{Fong & Makinodan 1989}. Les travaux de Messina et Lawrence (1992) effectués in
vitro avec des PBMC humains et des cellules T murines ont montré qu’une dose optimale
de cystine se situant entre 25 et 200uM augmente leur prolifération en réponse & divers
mitogénes (Con-A et PHA). Toutefois, les auteurs ont aussi noté que le 2-ME augmente

la prolifération des cellules T murines, peu importe la concentration environnante de
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cystine ce qui est tout autre chez les lymphocytes T humains ou cet cffet n’cst visible qu’a
des doses sub-optimales de cystine. De plus, en cxposant les cellules au BSO, un
inhibiteur de la synthése de GSH, les mémes auteurs ont montré que le 2-ME permet a
ces cellules de proliférer, suggérant ainsi que la balance intracellulairc entrc besoins
d’une cellule et disponibilité de thiols contréle la prolifération cellulairc {Messina &
Lawrence 1992}. Les besoins énergétiques d’une cellule augmentent sous I’effet de la
stimulation, lc 2-ME permet aux lymphocytes T stimulés d’accroitre I’activité de diverses
enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire telles : glutamate déshydrogénase,
glutamate-pyruvate transaminase, malate déshydrogénase, isocitrate déshydrogénase,

lactate déshydrogénase et pyruvate kinase {Aidoo, Feuers, ct al. 1996}.

Milieu de culture avec 2-ME Milieu de culture sans 2-ME
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Figure 19: La stimulation des lymphocytes T génére des radicaux libres intracellulaires. L’accumulation
des radicaux libre entraine un arrét de la division cellulaire et ’apoptose des cellules. Le 2-ME ajouté au
milieu de culture permet la prolifération (in vitro) des lymphocytes T isolés via la formation de diméres
mixtes 2ME-cystéine.
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5. Le traumatisme de la briillure

Les brilures séveres sont une cause majecure de mortalité et de morbidité et prés de 80 %
des déceés des grands-brilés ayant survécu au traumatisme initial sont attribués & une
septicémic ou au syndrome de dysfonction d’organe multiple (MODS). Les voies
respiratoires sont la principale porte d’entrée d’ou originent les infections affectant les
grands-brilés et prés de 50 % des décés y sont attribuables (Church, Elsayed et al. 2006).
L’infection des plaies est une source moins importante de septicémie chez ces patients
avec seulement 10 % des décés qui y sont reliés. Les traumatismes, particuliérement ceux
reliés aux brilures déstabilisent les mécanismes de défense de I’héte contre les
microorganismes. L’ immunosuppression qui survient en période post-briilure augmente la
susceptibilit¢ aux infections de pathogénes communs et opportunistes {O'Sullivan &
O'Connor 1997}. Cet état contribue au développement de septicémie et au MODS. Une
réponse inflammatoire localisée et spécifique s’avere bénéfique dans le combat contre
I’infection et favorise la guérison. Toutefois, dans le contexte de la brillure sévére un état
d’inflammation généralisée est observé. Le terme SIRS fut adopté par en 1991 par la
Society of Critical Care Medecine pour définir cette situation et est caractérisé par le

présence d’au moins deux critéres cliniques parmi les suivants :

= température du corps > 38°C ou < 36°C
= tachycardie > 90 battements/minute
= respirations/minute > 20 ou pression arterielle en CO, < 32 mmHg

3

= leucocytose > 12000/mm’ sang ou leucopénie < 4000/mm’ sang ou > 10 %
p

neutrophiles, granulocytes immatures {Miller, Rashid, et al. 2007}.

Selon la théorie « two hit », deux insultes influencent la réponse immunitaire. La briilure
sévére représente cette premicre insulte et le SRIS est le résultat d’une sensibilisation
généralisée du systéme immunitaire en réponse au traumatisme. Cette premiére insulte est
caractérisée par I’activation inappropriée du systéme du complément, des lymphocytes T
et macrophages, la production excessive de cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a, IL-4, IL-10),

prostaglandines, leukotriénes, thromboxanes, 1’augmentation de 1’adhésion cellulaire des
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ccllules inflammatoires et de leur séquestration dans les organcs. L’organisme résout
Iinflammation en diminuant progressivement la synthése de molécules pro-
inflammatoires causant un syndrome de¢ la réponse anti-inflammatoire (CARS).
L’équilibre des réponses SIRS et CARS est cssentiel dans la récupération de
I’homéostasie générale des fonctions de I’organisme (voir Figure 20). La sccondc insulte
survient lors d’une réactivation du systéme immunitaire faisant suite a unc infection.
Celle-ci entraine une endotoxémie et une activation systémique des cellules
inflammatoires. A nouveau un SIRS peut réapparaitre, cette fois-ci, la réponse anti-
inflammatoire ne réussit pas a le contre-balancer. Des complications ménent a unc
détérioration de 1’état des grands-briilés et augmentent leur mortalité {Keel & Trentz

2005}.

Pro-
inflammatoire

SIRS +> MODS ou MOF
précoce

Trauma ou
brilure sévére

o \ Homéostasie

A1

A\

CARS — > MODS ou MOF
Anti- tardif

inflammatoire

Figure 20 : Modéle de la réponse inflammatoire post-trauma. La brillure sévére entraine une réponse
inflammatoire systémique dans les premiers jours suivant ’admission du patient a 1’unité de soins des
grands-briilés. Pour assurer un retour a I’homéostasie, I’organisme libére des médiateurs de la réponse anti-
inflammatoire dont la production excessive peut entrainer une dysfonction multiple des organes, adapté de
Miller, Rashid, ef al. (2007).

5.1 Changements physiologiques

La brilure sévére entraine une réponse métabolique de type biphasique. Durant les
premiers jours suivant le traumatisme, on observe une diminution du volume sanguin, de
la perfusion des tissus situés en périphéric de méme qu’une faible consommation

d’oxygene. La phase initiale de I’inflammation, dite aigué, est caractérisée par 1’activation
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locale ct systémique de cellules ct médiatcurs solubles. L’activation des lcucocytes cause
la production ct la libération d’IL-1, de TNF-a, d’IL-6 et du facteur stimulant des
hépatocytes (HSF). Ces cytokines stimulent la production de protéines de phase aigué, un
groupe de molécules synthétisées par lc foic, dont la concentration plasmatique augmente
en réponse aux traumatismes. Cette classe de protéines comprend la protéine C-réactive,
I’alpha-1 glycoprotéine, le fibrinogéne, I’haptoglobine ct 1’alpha,-macroglobuline
{Sevaljevic, Petrovic, et al. 1989}; {Kataranovski, Kataranovski, et al. 1998}. La phase
aigué est d’une durée de 10 jours. La seconde phase, plus longue, s’achéve au-dela de la
gucrison des plaics. Celle-ci est caractérisée par une perte de poids importante, un
hypermétabolisme cellulaire, le catabolisme des graisses ct des protéines, une
augmentation de la consommation d’oxygeéne et une dépense énergétique importante qui
affectent sérieusement les grands-brilés {Tredget & Yu 1992}; {Wolfe, Jahoor, et al.
1989}. Les médiateurs qui sont responsables de ces changements métaboliques entrainent
aussi une résistance a I’insuline, un phénoméne complexe qui survient a la fois en
périphérie (muscles) ct au niveau hépatique. Diverses hormones (glucagon, cortisol,
catécholamines) et cytokines (TNF-a, IL-6) reldchées lors de la phase initiale de la
brilure sévére agissent directement au sein de ces deux tissus pour diminuer I’expression
en surface du transporteur a glucose GLUT-4 {Cree & Wolfe 2007}. Une mauvaise
utilisation du glucose par les cellules de I’organisme cause unc hyperglycémie accentuée
par la gluconéogénése, soit la production de glucose par les cellules hépatiques via le
catabolisme des graisses et des protéines. Le tissu musculaire constitue le principal
réservoir d’acides aminés dans I’organisme. Les GC, le glucagon, les catécholamines, de
méme que les cytokines pro-inflammatoires TNF-a et IL-1 sont les principaux médiateurs
responsables de la protéolyse musculaire {Hasselgren 2000}. Ce processus est d’une
importance telle que prés de 20 % des protéines totales de I’organisme sont catabolisées
dans les 2 premiéres semaines suivant ce traumatisme {Wolfe, Jahoor, et al. 1989}. La
majorité des protéines musculaires sont dégradées par la voie protéolytique ubiquitine-
protéasome-dépendante et de nombreuses études menées sur divers modéles de brilure
sévére ont démontré une augmentation de I’activité de ce systétme {Fang, Tiao, et al.

1995}; {Fang, Li, et al. 2000}; {Chai, Wu, et al. 2002}; {Tan, Wang, et al. 2003}.
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L’intégrité de la barriére gastro-intestinale est sévérement touchée lors d’un traumatisme.
Normalement, le tractus gastro-intestinal cst une barriére imperméable aux
microorganismes. Cette barriére est formée par 1’association de trois composantcs : unc
barri¢re physique, la muqueuse intestinale ; une barriére immunologique ct cellulaire,
formée d’cntérocytes, de plaques de Peyer ct des IgA sécrétoire ; finalement une flore
microbienne endogéne au tractus qui maintient les populations potenticllement
pathogénes & des niveaux sécuritaires {Epstein, Banducci, et al. 1992}. L’augmentation
dc la permcabilité de la barriére gastro-intestinale a été observée entre le jour 1 et 14 post-
brilure {Decitch 1990}; {Epstein, Tchervenkov, et al. 1991}. Il a ét¢ montré quc
I’étendue de la briilure influengait la perméabilité du tractus gastro-intestinal. {Gianotti,
Alexander, et al. 1993}. Ceci est causé par la production ct la libération massive de
radicaux libres par les neutrophiles et entérocytes qui modifient I’intégrité de la muqucuse
intcstinale et permettent le passage (translocation) des endotoxines ct bactérics vers la
circulation sanguine {Koike, Moore, et al. 1993}. L’inhibition pharmacologique de
I’enzyme inductible NO synthétase (iNOS) ou de I'IL-6 et du LPS a I’aide d’anticorps
neutralisants diminue la translocation bactérienne dans divers modeles de brilure
{Gennari & Alexander 1995}; {Gianotti, Braga, et al. 1996}; {Chen, Hsu, et al. 1998}.
Les principales conséquences physiologiques causées par la briillure sévére sont

rapportées dans le tableau qui suit.

Domma es causcs ar la % T
A 5 P Conscquenccs phvsmloglques Références
Production de ROS et RNS, T de Iactivité de la {Chan &
Perte de I’intégrité de la peau xanthine oxydase (XO), défaut au niveau de la Murphy 2003}
chaine respiratoire mitochondriale Py
. Activation des phagocytes et enzymes pro- {Wagner &
Inflammation inflammatoires Roth 1999}
. Susceptibilité aux infections bactériennes et virales, {(,) Sullivan &
Immunosuppression choc septique O'Connor
1997}
Altérations au niveau de la Libération des ions métalliques, production de {Harris &
coagulation : hypercoagulation, radicaux libres (ROS et RNS), diminution des Gelfand 1995}

thrombose, ischemie/ reperfusion  défenses anti-oxydantes

, e e s {Matsui, Kudo,
Stress Augmentation de I’activité de 'axe HPA etal, 1991}

Tableau 4 : Principales conséquences physiologiques observées chez les grands-briilés
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5.2  La réponse associée aux hormones de stress

Les blessures par briillures sévéres sont associces & un débalancement général du systcme
endocrinicn affectant entre autre la production d’hormoncs de stress par les glandes
surrénales {Matsui, Kudo, ct al. 1991}. L’augmentation de la production de Cort est
visible dés les premiéres heures suivant la brilurc ct sa concentration demecure élevée
dans la circulation des patients brilés sur un période de temps pouvant aller jusqu’a 60
jours post-trauma {Parker & Baxter 1985}. La sécrétion de Cort par les glandes
surrénales est controlée par I’hormone ACTH. Le stress initial relié au traumatisme de la
brilure augmente la sécrétion de CRH et d’ACTH dont les niveaux atteignent un
maximum au jour 1 post-briillure {Murton, Tan, ct al. 1998}. Tandis qu’un lien direct
existe entre I’intensité ou I’étendue de la brilure et la sécrétion de Cort, les niveaux
d’ACTH, quoique plus élevés durant les premicres heures post-trauma chez les grands-
briilés, ne suivent pas ce patron de sécrétion {Vaughan, Becker, et al. 1982}. Les résultats
d’expériences menées a partir de modéles de brilure utilisant des rongeurs ont montré
une augmentation de la concentration plasmatique en Cort limitée aux premiers jours
post-trauma {D'Elia, Patenaude, et al. 2005}; {Leon, Blaha, et al. 2006}. Dans ce méme
modé¢le, la surimposition d’une septicémie a favorisé des niveaux élévés et soutenus de
Cort et mené au décés de I’animal {Minei, Fong, et al. 1989}. L’augmentation de la
concentration de Cort via I’implantation chirurgicale d’une pompe osmotique & des rats
brilés a favorisé la translocation bactérienne et la mortalité de ces animaux {Jones,
Minei, et al. 1990}. Outre I’importante production de Cort, deux facteurs ont pour effet
d’augmenter sa concentration dans la circulation sanguine, soit un défaut de rétro-
inhibition de I’axe HPA et la chute des niveaux de son transporteur spécifique, la CBG.
Ensemble, ces deux éléments sont responsables des niveaux élevés de Cort libre,
biologiquement actif, mesurés dans la circulation sanguine des grands-brtilés. La perte de
sensibilité au Cort dans les hépatocytes est causée par une diminution de I’expression du
GR suite a ’action des cytokines pro-inflammatoires libérées massivement en réponse a
la brilure{Liu, Su, et al. 2002}. Parmi celles-ci, I’IL-6 est aussi responsable de la

diminution de production de CBG par les hépatocytes et une relation inverse a ¢été
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obscrvée cntre la concentration plasmatique de cette protéine et les niveaux d’IL-6

{Garrel, 1996} ; {Emptoz-Bonneton, Crave, Lejeune et al. 1997},

Les principaux roles physiologiques des GC lors de la brilure sévére sont d’assurer
I’homcostasic ¢lectrolytique et de contrdler : la pression sanguine en agissant sur la
vasoconstriction des vaisseaux sanguins, la respiration, Dactivité des muscles
squelettiques ainsi que la réponse inflammatoire et immunitaire {Sapolsky, Romero, et al.

2000}.

Les GC exercent un double-role sur le systéme immunitaire, tantdt béncfique, tantot
immunosuppressif. Le Cort cst reconnu pour diminuer I’inflammation en affectant
’activité des macrophages, c’est-a-dire en diminuant la libération de médiateurs pro-
inflammatoires tels le NO, PGE; et les cytokines IL-1p, TNF-a et
granulocyte/macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) {Attur, Patel, et al. 2000}.
De plus, chez des patients ayant développé une septicémie, le taux de survie est supérieur
parmi ccux dont les niveaux de GC sont les plus élevés {Schroeder, Wichers, et al. 2001}.
En accord avec cette observation, une insuffisance des glandes surrénales a été vérifiée
chez certains grands-briilés ayant un taux de mortalité plus élevé que les patients
démontrant une activation de 1’axe HPA proportionnelle au stress {Fuchs, Groger, et al.

2007}.

La déplétion des populations lymphoides observée dans divers modele d’études de la
brilure est un effet causé par les GC. Plusieurs travaux de recherches ont appuyé ce fait.
Premiérement, I’injection a des sujets normaux d’une dose d’hydrocortisone mimant les
niveaux observés chez les grands-briilés cause une lymphopénie similaire a celle
retrouvée chez ces patients {Calvano, Albert, et al. 1987}. Deuxiémement, 1’atrophie du
thymus et de la rate montrée dans divers modéles de briilure de rongeurs est causée par
I’augmentation de la production de Cort en réponse au traumatisme {Nakanishi, Nishi, et
al. 1998}; {Fukuzuka, Edwards, et al. 2000}; {D'Elia, Patenaude, et al. 2005}. De plus,
I’apoptose importante des populations intra-épithéliales de lymphocytes T et B favorise la
translocation bactérienne a travers la barriére gastro-instestinale. L’injection a ces souris

de RU-486 (Mifepristone), un inhibiteur du GR, diminue le phénoméne {Fukuzuka,
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Edwards, ct al. 2000}. Ceci a été confirmé dans un modéle ou le traitement de rats briilés
avec cet inhibiteur augmente leur survie a la suite de I'infection de leurs plaics {Hawes,

Richardson, et al. 1995}.

5.3  Laréponse associée au stress oxydatif

Les dommages causés par les briilures sévéres se manifestent tant au niveau local (lésions
de la peau) que systémique (flambée oxydative, réponsc neuro-inflammatoire, forte
expression de molécules d’adhésion, production massive de cytokines et chimiokincs).
Les conséquences au niveau systémique sont tclles qu’elles peuvent entrainer le MODS
{Sener, Sehirli, et al. 2002}. Suite & la brilure, plusicurs organcs (foie, poumons, tractus
gatro-intestinal, reins) sont touchés par une ischémie et des complications surviennent
durant la phase de reperfusion. Cette diminution momentanée de I’apport sanguin artériel
aux organes entraine une baisse de I’oxygénation dcs tissus, le catabolisme des purines, la
production d’acide urique, favorise la formation de radicaux libres et la peroxydation des
lipides. Plusieurs études portant sur la briilure sévére et menées sur des modéles animaux
ont démontré un lien entre les dommages tissulaires ct les radicaux libres (ROS et NOS)
{Saez, Ward, et al. 1984}; {Till, Hatherill, et al. 1985}. Ces radicaux libres
majoritairement produits entre la 4° et la 6° heure post-brillure augmentent 1’cedéme et la

nécrose a la périphérie du site 1ésé.

5.3.1 Thérapie anti-oxydante post-lésion thermique

Le stress oxydatif est une des principales conséquences de la brilure sévére et de
nombreuses études ont démontré un lien entre les médiateurs pro-inflammatoires tels les
ROS et les NOS et la pathophysiologie des grands-briilés (voir section 1.3).
Parallélement, on observe chez ces patients une réduction globale des défenses naturelles
enzymatiques permettant a I’organisme de neutraliser les ROS et les NOS tels : la SOD,
la catalase et le systéme glutathion réductase/glutathion peroxydase {Saitoh, Ookawara,
et al. 2001}; {LaLonde, Nayak, et al. 1997}, {Ding, Zhou, et al. 2002}. Divers travaux

suggérant ’efficacité d’une thérapie anti-oxydante (vitamine A, C, E, GSH, mélatonine,
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ginkgo biloba, N-acétyl-L-cystéine (NAC)) ont été publiés et leurs bienfaits sur: la
normalisation des niveaux de ROS ct NOS, la gestion de I’énergie, la protection de la
circulation microvasculaire, la réduction de la peroxydation des lipides, la restauration
des fonctions immunitaires et ultimement la diminution des cas de septicémie et de
mortalité chez les grands-brillés, ont tous été vérifiés {Horton 2003}; {Biesalski &

McGregor 2007} ; {Parihar, Parihar, ct al. 2008}.

L’application topique de composés anti-oxydants telles les vitamines C et E aux grands
brilés a débuté dans les années 1950 ct visait essenticllement a traiter les plaics {Klasson
1951}. Plus tard, diverses études démontrérent un lien de cause a effet entre la chute des
concentrations plasmatique en vitamine A, C, E, lycopéne et B-caroténe, la peroxydation
des lipides et I’incidence du MODS ou de choc septique chez les grands-briilés {Goode,
Cowley, et al. 1995}; {Bertin-Maghit, Goudable, et al. 2000}. La vitamine E est une
molécule liposoluble aux propriétés anti-oxydantes reconnues. La supplémentation du
bolus alimentaire en vitamine C (0.5 — 14.2 mg/kg/jour), vitamine E (1200 Ul/jour) ou f-
caroténe (90 mg/jour) a démontré son efficacité dans I’amélioration de 1’état des grands-
brilés {Rock, Dechert, et al. 1997}. Horton et collégues (2001) ont étudié 1’effet
cardioprotecteur de 1’administration conjointe des vitamines A, C et E a des rats ayant
subit une brilure sévére. Ils ont démontré que I’amélioration de la fonction cardiaque est
reliée a I’inhibition du transfert nucléaire de NF-«xB et a la diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B et IL-6) par les cardiomyocytes {Horton,
White, et al. 2001}.

La pathogenése de la briilure sévére implique la production de radicaux superoxyde (O2)
et parallelement la chute de I’activité enzymatique de la SOD et de la catalase {Saez,
Ward, et al. 1984}. Plusieurs travaux de recherches ont démontré I’importance de ces
deux enzymes dans I’atténuation de la réponse inflammatoire et la peroxydation des
lipides. L’équipe de Saitoh et collégues (1994) a publié une étude dans laquelle I’injection
de SOD a des rats ayant subi une briilure sévére augmente leur taux de survie et diminue
la peroxydation des lipides dans le plasma, les poumons et les reins {Saitoh, Okada, et al.

1994}. Dans une étude clinique impliquant des grands-briilés, I’administration de SOD
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conjuguée au poly-éthyléne glycol (PEG-SOD; 1000 unités/kg) a prouvé son cfficacité
dans la réduction de la peroxydation des lipides {Thomson, Till, ct al. 1990}. Cetinkale et
collégues (1999) ont observé le rétablissement de la fonction immunitaire dans un mod¢le
de réaction de I’héte versus le greffon (HVGR) chez des rats briilés soumis & une thérapic

anti-oxydante au PEG-catalase (1200 Ul/kg/jour) {Cctinkale, Sencl, ct al. 1999}.

La présence d’un groupement thiol et son réle de précurseur dans la synthese du GSH
confére au NAC des propriétés anti-oxydantes d’intérét dans le traitement des grands-
brillés. Initialement utilisé avec succés pour favoriser la séparation du tissu briilé des
couches saines sous-jacentes de la peau {Levenson, Gruber, et al. 1981}, le NAC a
démontré son efficacité pour prévenir les dommages tissulaires reliés au phénoméne
d’ischémic et de reperferfusion en contrant les ROS {Cuzzocrea, Mazzon, et al. 2000}.
De plus, le traitement de rats soumis & une brilure sévere avec du NAC injectée par voie
intrapéritonéale a réduit la peroxydation des lipides et préservé le GSH dans les poumons
{Konukoglu, Cetinkale, et al. 1997}. Les propriétés anti-inflammatoires du NAC ont été
documentés dans diverses études et se traduisent par la suppression de la production de
cytokines pro-inflammatoires, I’inhibition de I’expression de molécules d’adhésion, et
une baisse du transfert au noyau de NF-kB {Verhasselt, Vanden Berghe, ct al. 1999}.
Dans un modéle de brillure sévére, ’administration de NAC a des rats a eu un effet
cytoprotecteur sur ’intégrité de la barriére mucosale et a assuré une protection contre la

translocation bactérienne {Ocal, Avlan, et al. 2004}.

Récemment, diverses molécules aux propriétés anti-oxydantes ont fait 1’objet d’études sur
des modéles animaux de brillure sévére. Parmi celles-ci, la mélatonine a révélé des
bienfaits non négligeables dans la prévention des dommages reliés au stress oxydatif post-
britlure. Cette hormone synthétisée par la glande pinéale (épiphyse) joue un rdle essentiel
dans les rythmes biologiques {Maldonado, Murillo-Cabezas, et al. 2007}. Deux études
réalisées par Sener et collégues, ont montré que la mélatonine (10mg/kg) injectée a trois
reprises sur une période de 24 heures, préserve les niveaux de GSH et diminue le taux de
malondialdéhyde, I’oxydation des protéines et I’activité de la myéloperoxydase dans les

reins, le foie, les poumons et les intestins des rats brilés {Sener, Sehirli, et al. 2002},
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{Sener, Schirli, ct al. 2002}. Ce méme groupe de recherche a aussi démontré I’effet
protecteur des fonctions des poumons, des intestins ct du foie suite & I’administration par
voie intra-péritonéale d’un extrait d’ail & des rats ayant subit une briillure sévére {Sener,
Satyroglu, et al. 2003}. Aussi, une récente étude a montré les capacités anti-oxydantes
d’un extrait de Ginkgo Biloba sur un modé¢le de rat soumis & unc brilure sévére.
L’injection d’un extrait de Ginkgo biloba a des rats brilés a préservé les niveaux de GSH
et diminué le taux de malondialdéhyde, 1’activité myéloperoxydase et les niveaux d’ALT,
AST, LDH, collagéne et TNF-a dans lec sérum {Sakarcan, Sehirli, et al. 2005}. Aussi,
I’acide caféique phényl esther (CAPE) isolé a partir de la cire d’abeille, posseéde de fortes
propriétés anti-oxydantes et immunostimulantes. Dans un mod¢le expérimental de brillure
sévére impliquant des rats, leur traitement avec du CAPE sur une période de 14 jours, a
permis dc diminuer dans le plasma [I’activité¢ xanthine oxydase, les taux de
malondialdéhyde et de NO tout en préservant Iactivité de la SOD {Hosnuter, Gurel, et al.
2004}. De plus, une étude similairc a observé I’effet préventif du CAPE sur la
peroxydation des lipides des érythrocytes {Armutcu, Gurel, et al. 2004}. Les
conséquences physiologiques des diverses thérapies anti-oxydantes administrées aux

grands-briilés sont regroupées dans le Tableau 5 qui suit.

~ Thérapie anti-oxy

restauration des fonctions endothéliales,

{ cytokines pro-inflammatoires,

restauration fonction cardiaque

T glutathion,

Mélatonine { peroxydation des lipides et malondialdéhyde
au niveau des reins, foie, poumons et intestins
T glutathion rate et ganglions mésentériques,
préservation de I’intégrité membrane gastro-
intestinale,

N-acétyl-cystéine /glutathion { translocation bactérienne.
{ peroxydation des lipides et niveaux de
malondialdéhyde
T survie
{ activité XO,

CAPE { péroxydation de lipides,

4 NO et malondialdéhyde dans le plasma

T survie,

{ peroxydation des lipides

Vitamines A, C, E

SOD/Catalase

Tableau 5 : Conséquences physiologiques des thérapies anti-oxydantes administrées aux grands-briilés.
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Malgré les récents succés des thérapies anti-oxydantes sur divers modéles animaux de
briilure séveére, il n’cxiste aucun consensus définitif au sein de la communauté
scicntifique sur I’utilisation de tels composés dans les unités de soins pour grands-briilés.
Des essais cliniques en cours devraient permettre d’identifier les molécules anti-
oxydantes les plus susceptibles de faire partic d’un protocole de soins administrés aux

patients gravement brilés {Parihar, Parihar, et al. 2008}.
54 Impacts de la briilure sévére sur les lymphocytes T

Le déficit immunologique observé chez les grands-brillés a été longuement attribué & une
réduction du nombre, mais aussi de I’activité des lymphocytes T, a ’augmentation de la
réponse inhibitrice des cellules CD8", a la présence dans le sérum de facteurs
suppresseurs ainsi qu’a une modulation de la synthése de certaines cytokines et de
I’expression de leurs récepteurs spécifiques (Wolfe et al. 1982). Diverses études ont
démontré une altération des populations lymphocytaires suite a une brilure sévére. En
effet, des niveaux réduits de lymphocytes totaux circulants de méme que ceux résidants
au niveau du thymus, de la rate, des ganglions furent mesurés et ce, pour une période de
48 a 60 jours post-brilure. Ces changements affectent autant les sous-populations de
lymphocytes T CD4" que CD8" {Barlow 1994}. Le Tableau 6 qui suit décrit les

principales dysfonctions affectant les lymphocytes T lors de la briillure sévére.

Dysfonctions des lymphocytes T prédisposant a
Pimmunosuppression post-briilure

.I Perturbations de l’activit -
Réduction du ratio de cellules CD4"/CD8"
Dérivation de la réponse de type Thl vers le type Th2

Anergie

Apoptose

Tableau 6 : Principales dysfonctions des lymphocytes T lors de la brilure sévére, tiré de Schaffer & Barbul
(1998).
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La briilurc sévére entraine une lymphopénic. L’ immunosuppression résultant de briilurcs
séveres a été associée a une importante réduction du nombre de lymphocytes circulants ct
a leur apoptose in vitro suitc & leur stimulation avec divers agents mitogéniques
{Teodorczyk-Injeyan, Cembrzynska-Nowak, et al. 1995}. Un des facteurs responsable de
ce phénomeéne sont les GC libérés en réponsc au stress de la brilure sévére qui entrainent
une atrophic de la ratc et du thymus au jour 1 post-trauma {Fukuzuka, Edwards, et al.
2000}; {Teodorczyk-Injeyan, Cembrzynska-Nowak, et al. 1995}. Indépendemment, une
augmentation de I’expression du ligand pour Fas (FasL) a été observé dans la rate, le
thymus, les plaques de Peyer et corréle avec 1’apoptosc massive des lymphocytes T
présents dans ces tissus {Fukuzuka, Edwards, et al. 2000}. L’augmentation de
I’expression du TNF-a dans le thymus et les plaques de Peyer a aussi été associée a
I’apoptose des lymphocytes T {Cho, Adamson, et al. 2001}; {Woodside, Spies, et al.
2003}. Un autre élément responsable de I’apoptose massive des lymphocytes lors de la
brilure sévére est le NO. Ce facteur libéré entre autre, par les macrophages diminuc la
prolifération des cellules T, de méme que la production d’IL-2 et d’IFN-y {Masson,
Mathieu, ct al. 1998}. Le NO arréte la division cellulaire des lymphocytes T activés en
phase Gl et favorise leur apoptose via un mécanisme impliquant la P53 {Valenti,
Mathieu, et al. 2005}. Peu importe le tissu et le mécanisme impliqué, 1’apoptose post-
britlure a été notée principalement chez les cellules T CD4" activées {Fazal & Al-Ghoul

2007}; {Patenaude, D'Elia, et al. 2005}.

La perturbation des lymphocytes T visible au jour 7-10 post-briilure est une conséquence
de l’activation systémique de ces cellules en réponse au traumatisme {Teodorczyk-
Injeyan, Sparkes, et al. 1991}. Kavanagh et collaborateurs (1998) ont démontré, en
utilisant un modéle de souris transgéniques dont le récepteur des cellules T (TcR) est
réactif pour un Ag précis (ovalbumine), que la brillure favorise I’activation massive de
lymhocytes T naifs CD4". De plus, ils ont noté une diminution de la prolifération des
cellules T et de la production d’IL-2 et d’IFN-y chez les souris immunisées avec
I’ovalbumine {Kavanagh, Kelly, et al. 1998}. L’anergie des lymphocytes T est
caractérisée par leur incapacité a entrer en prolifération et & produire des cytokines en

réponse 4 une stimulation antigénique. Ceci est causé a la fois par I’augmentation de
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I’expression de protéines traduisant des signaux inhibiteurs telles SHP-1, c-Cbl ct par la
liaison de récepteurs co-répresseurs : PD-1, CD47 ¢t CTLA-4 exprimés a la surface des
lymphocytes T {Bandyopadhyay, De, et al. 2007}. L’incidence de mortalité des patients
traumatisés est augmenté chez ceux dont I’anergie des cellules T a été identifiée

{Pellegrini, De, ct al. 2000}.

En accord avec I’anergie des lymphocytes T, une diminution de I’cxpression de I’antigéne
TAC/CD25 faisant partie du récepteur & I’IL-2 (IL-2R) et de la production d’IL-2 a été
obscrvée chez les grands-brilés. Parallélement, une meilleure survie des paticnts
présentant un plus haut niveau de I’antigéne TAC a été remarquée {Teodorczyk-Injeyan,
Sparkes, et al. 1986}. Dans unc autre étude, la baissc de production de I'IL-2 a été
expliquée par I’inhibition de I’expression du facteur de transcription c-fos et I’ajout d’IL-
2 cxogéne qui permet le rétablissement de la prolifération des splénocytes {Horgan,
Mendez, et al. 1994}. Une autre étude a démontré que le sérum de patients briilés contient
des facteurs, alors non-identifiés, qui ménent & une réduction de la prolifération et de
’expression de IL-2R & la surface des cellules T {Ferrara, Peterson, et al. 1989}. Parmi
ces facteurs notons le récepteur soluble a I’IL-2 (sIL-2R) qui diminue la biodisponibilité
dc cette cytokine pour les lymphocytes T. Ainsi, une forte concentration en sIL-2R a été
mesurée dans le sérum de patients brilés et corréle avec une diminution de la
prolifération des cellules T {Teodorczyk-Injeyan, Sparkes, et al. 1991}; {Jobin, Garrel, et
al. 2000} .

De plus, I’hyper-activité des macrophages méne a la production de métabolites dérivés de
I’acide arachidonique (i.e. prostaglandines, leukotriénes, thromboxanes) reconnus pour
étre de puissants immunomodulateurs. L’activité des cellules T est influencée
négativement par ces médiateurs libérés lors de la brilure {Alexander 1990}. Le
métabolisme des PGE2 dépend de I’activité de synthése de I’enzyme cyclooxygénase-2
(Cox-2) et de dégradation de I’enzyme prostaglandine 15-OH déshydrogénase (PGDH).
Une augmentation des niveaux de PGE2 dans le sang est le résultat d’'une plus forte
expression de I’enzyme Cox-2 et d’une diminution de PGDH au niveau des poumons de

souris briilées {Hahn, Tai, et al. 1999}. L’inhibition de la synthése de PGE, sur une
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culture cellulaire de PBMC isolés de patients brilés restaurc la prolifération cellulaire ct
la production d’IL-2 {Grbic, Mannick, ct al. 1991}. Le fait d’enlcver les macrophages ct
de réduire les niveaux de PGE; d’une culturc de splénocytes provenant de souris briilées
améliore la prolifération des lymphocytes T {Yang & Hsu 1992}. La suppression des
fonctions des lymphocytes T par les PGE; cst expliquée par une interférence avee le
signal d’activation cellulaire délivré via le TcR et implique la PKC {Schwacha, Ayala, ct
al. 1999}. Une diminution de la mobilisation du Ca®* et de la phosphorylation de la
protéine p59Fyn, une baisse de I’activité transcriptionnelle des factecurs NF-AT et AP-1 et
de la production d’IL-2 sont observés. L’inhibition de la synthése de PGE; in vivo, dans
un modéle de brillure de rat, restaure la liaison des facteurs de transcription au promoteur
de I’IL-2 et la production de la cytokine chez les lymphocytes T {Choudhry, Mao, et al.
2002}. L’hyperactivité des macrophages au jour 7 post-briilure et conséquemment la
production de PGE,, est expliquée par I’activation de la p38 MAPK dans ces cellules
{Alexander, Daniel, et al. 2004}.

Les voies de signalisation des MAPKs jouent un réle important dans I’activation des
lymphocytes T et la production de cytokines. Des études portant sur la brillure sévere ont
montré un défaut dans la signalisation des MAPKs. Une diminution de la phosphorylation
de ERK 1/2 a été notée, in vitro, lors de la stimulation chez les lymphocytes T isolés de
ganglions mésentériques de souris au jour 2 post-briilure et corréle avec une baisse de la
prolifération de ces cellules {Choudhry, Ren, et al. 2004}. Une seconde étude menée au
jour 3 post-brillure a démontré une diminution de la phosphorylation des protéines ERK
1/2 et p38 causée par un défaut dans la mobilisation du Ca®* intracellulaire suite a la
stimulation in vitro de lymphocytes T isolés des ganglions mésentériques et des plaques
de Peyer {Fazal, Choudhry, et al. 2005}. Le Cort est un facteur qui modifie I’activité des
MAPKs. L’élévation du Cort au jour 1 et 2 post-briilure diminue la phosphorylation des
protéines ERK 1/2 et p38 chez les lymphocytes T. La normalisation des niveaux de Cort
dans ces souris a une influence positive sur I’activité de ERK 1/2 et p38 et restaure la
production d’IL-2 et la prolifération cellulaire {Li, Rana, et al. 2005}. Les mémes auteurs
ont démontré au jour 1 post-briillure, une augmentation de 1’expression de la protéine

phosphatase 1 (PP1) chez les cellules T isolées de ganglions mésentériques. L’inhibition
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de I’activité de cettc protéine favorise la production d’IL-2 ct d’IFN-y et rétablit la

prolifération cellulaire {Li, Schwacha, ct al. 2006}.

L’activation des cellules T auxiliaires naives T-helpers (ThO) a la suite de la présentation
antigénique par les CPA provoque, sous l'influence des cytokines présentes dans
I’cnvironnement, lcur conversion en ccllules de type Thl ou Th2 (voir section:
Différentiation des cellules T naives en types Thl vs Th2). La brilure favorise
I’établissement du phénotype Th2 et la réponse adaptative au-dela du jour 7 est
caractérisée par la production de cytokines de ce type et une susceptibilité accrue aux
infections. Aussi, une augmentation de la production d’IL-4 par les cellules CD8" est
notée a partir du jour 5 post-brilurec {Zedler, Bone, et al. 1999}. Parallélement, une
diminution de la production d’IL-2 et de cytokines de type Thl telles I'IL-12 et I'TFN-y
par les splénocytes de souris briilées est observée au jour 10 post-trauma {O'Sullivan,

Lederer, et al. 1995}.

Le développement de la réponse Th2 lors de la brilure sévére est expliquée par I’activité
des macrophages de souris brillées qui ne parviennent plus a produire suffisamment d’IL-
12 pour induire un phénotype Thl, méme lorsque stimulés avec du LPS {Utsunomiya,
Kobayashi, et al. 2001}. Parallélement, le NO libéré par ces macrophages favorise la
production d’IL-4 et d’IL10 par les cellules T et la génération du type Th2 {Daniel,
Alexander, et al. 2006} .

La réponse T régulatrice exerce aussi une influence sur le type de réponse Thl vs Th2.
Dans un modéle de souris, une augmentation du nombre et de I’activité des cellules T
régulatrices CD4'CD25" a été observée au jour 7 post-briilure dans les ganglions drainant
la blessure et la présence de ces cellules méne a la dépression de I'immunité de type Thl

{Ni Choileain, MacConmara, et al. 2006}.
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Chapitre 2 : Objectifs du projet de recherche
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Le but de ce projet de recherche était de démontrer que la brillure sévére s’accompagne
d’une phase de sensibilité aux GC qui survient dans les premiers jours post-trauma et
d’une période de résistance aux hormones de stress qui survient vers le 10° jour post-
brilure. De plus, nous voulions vérifier si cette phase de résistance au GC était influencée

par I’état d’activation des lymphocytes T et leurs besoins en molécules anti-oxydantes.

Importance de la production locale de glucocorticoides lors de la brillure sévére

De précédents travaux de recherche menés dans divers laboratoires, dont le nétre, avaient
démontré un effet de la briilure caractérisé par I’apoptose massive des thymocytes et une
atrophie du thymus. Les travaux de Fukuzuka et collaborateurs (2000) ont ciblé les GC
libérés massivement en réponse au stress de la brillure, comme étant responsable de
I’apoptose des thymocytes. Jusqu’a récemment, Iactivité de I’axe HPA constituait la
principale voic de régulation des GC et les glandes surrénales leur lieu de synthése.
Toutefois, I’expression de I’enzyme 11B-HSDI au niveau des tissus cibles permet
d’augmenter la biodisponibilité des GC. Le thymus est un organe ot ’enzyme 11B-HSD1
est exprimée. Certaines études avaient limité la présence de I’enzyme au niveau des
cellules épithéliales du thymus. Récemment, les travaux de Zhang et collaborateurs
(2005) ont permis d’identifier cette enzyme au niveau des thymocytes, des lymphocytes
T, des lymphocytes B, des cellules dendritiques et des macrophages, confirmant le réle
des GC dans le contréle des réponses immunitaires. La sélection des thymocytes dans le
thymus est un processus qui fait intervenir la signalisation conjointe du TcR et des GC.
L’intensité du signal regu de part et d’autre permet une sélection adéquate des cellules, la
progression de leur maturation et [’instauration d’un répertoire de cellules T
fonctionnelles. Diverses études portant sur la modification de 1’expression du GR dans le
thymus ont révélé des changements au niveau du processus de sélection des thymocytes
et de la cellularité de ’organe. Ceci étant dit, aucune étude n’a encore vérifié le role de
’enzyme 11B-HSD1 dans le thymus. De plus, aucune situation in vivo dans laquelle
’expression de 1’enzyme serait modifiée au sein de 1’organe ou des thymocytes n’a

encore été identifiée.
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Ainsi, les objectifs spécifiques suivants ont été fixés :

1- Evaluer au jour] post-brillure si ce traumatisme modifie I’expression de ’enzyme
11B-HSD1 au niveau du thymus total, cellules épithéliales et thymocytes.

2- Evaluer si I’expression de I’enzyme 11B-HSDI au niveau des thymocytes
augmente leur sensibilité¢ aux GC.

3- Evaluer si les cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, TNF-a et IL-6) augmente

I’apoptose induite par les GC via une action sur la 11B-HSDI.

Evaluation des besoins en anti-oxydants chez les lymphocytes T spléniques

La briilure sévére cause un stress oxydatif important caractérisé par ’augmentation des
radicaux libres et la peroxydation des lipides dans la circulation sanguine et
s’accompagne d’une diminution de la synthése de GSH. Le GSH est un tri-peptide formé
de cystéine, glycine et glutamate et assure 1’équilibre redox dans I’organisme en
neutralisant les radicaux libres. Il a été montré qu’une thérapie anti-oxydante (N-acétyl
cystéine) administrée a des souris brilées régularisait les fonctions des lymphocytes T
dans la rate au jour 7 post-brilure. De plus, il semble que le rétablissement des niveaux de
GSH dans la rate soit responsable de la normalisation des fonctions de ces cellules. Le
systéme de transport Cystine/Glutamate, désigné x.-, permet I’importation de cystine par
les cellules. Ce transporteur contribue au maintien des niveaux de GSH intracellulaire. Le
systéme X.- est formé de deux protéines, XCT et la chaine lourde de I’antigéne 4F2
(4F2hc) aussi appelé CD98. L’activité du systéme est favorisée par divers stimuli tels : le
diéthyl maléate (agent électrophilique), le peroxyde d’hydrogene, la déprivation en acides
aminés, le TNF-a et le LPS. Plusieurs de ces facteurs sont des conséquences de la briilure
sévére et dans ces conditions, il ne serait pas surprenant d’observer une augmentation de
I’expression et de l’activité du systéme X.-. Récemment, une étude de Taguchi et
collégues a démontré que I’injection de LPS a des souris augmente I’expression de xCT

dans le thymus et la rate ce qui suggére une adaptation des cellules au stress oxydatif.
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Jusqu’a ce jour, aucunc étude n’a encorc vérifié la présence de xCT dans les
lymphocytes T et on s’accorde pour dire que ces cellules ne possédent pas de systéme X.-
actif. La cystéinc est un acide aminé essenticl pour les lymphocytes T car ces cellules sont
dépourvues d’un mécanisme de synthése. In vivo, ce sont les cellules présentatrices
d’antigénes (CPA) qui procurent la cystéine aux lymphocytes T. In vitro, ’addition de 2-
mercaptoethanol au milieu de culture permet I’entrée de cystéine dans les lymphocytes T
isolés et assure leur prolifération. Par ailleurs, I’expression du systéme x.- chez les
lymphocytes T de souris brilées serait une adaptation qui favoriserait I’activité de ces

cellules.

Ainsi, les objectifs spécifiques suivants ont été fixés :

1- Evaluer la prolifération in vitro des lymphocytes T isolés provenant de souris
briilées et témoins en comparant leurs besoins en molécules anti-oxydantes.

2- Evaluer si la brilure sévére favorise I’expression des protéines xCT et CD98 et
augmente ’activité du systéme x.- responsable de I’importation de cystine par les
lymphocytes T.

3- Evaluer si I'inhibition de I’activité du systéme x.- normalise la prolifération des

lymphocytes T provenant de souris briilées.

Evaluation de la sensibilité aux GC des lymphocytes T spléniques

Les lymphocytes T sont sensibles & I’action de GC. Aux doses physiologiques, les
hormones de stress exercent une activité permissive en augmentant I’expression du CD4,
de la chaine alpha du récepteur a IL-2 et la prolifération des cellules stimulées. Toutefois,
aux doses supra-physiologiques, comme celles observées lors de la britlure sévére, les
hormones de stress influencent négativement les fonctions des lymphocytes en diminuant
leur prolifération, la synthése d’IL-2, d’IFN-y et en induisant ’apoptose des cellules
naives. Des travaux menés dans notre laboratoire ont démonté une activation des
lymphocytes T spléniques au jour 10 post-brilure. Or, I’activation des lymphocytes T est
reliée a une perte de sensibilité de ces cellules aux GC. Les mécanismes qui expliquent

cette résistance sont variés et différent d’une situation a une autre. Ainsi, I’interaction
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dircctc du GR avec les factcurs dc transcription NF-kB, STATs ct AP-1, la
phosphorylation du GR par le p38 MAPK, une baisse du recrutement de HDAC-2 par le
GR causent tous une diminution de la sensibilité des cellules aux GC. Aussi, plusieurs
pathologics inflammatoires telles I’asthme, la maladie pulmonaire obstructive chronique
(MPOC) et I’arthrite rhumatoide favorisent une résistance aux GC. La briilure sévére est
une situation unique qui se traduit par une forte activation des lymphocytes T dans un

contexte pro-inflammatoire.

Ainsi, les objectifs spécifiques suivants ont ¢té fixés :

1- Evaluer le niveau de sensibilité aux GC des lymphocytes T provenant de la rate de
souris brillées au jourl0 post-briilure en mesurant divers paramétres influencés par
les hormones de stress : prolifération, apoptose, production d’IL-2 et d’IFN-y.

2- Démontrer que ’activité intrinseque des lymphocytes T est responsable de cette
résistance via I’expression de la forme phosphorylée de la protéine p38 MAPK.

3- Evaluer si ’inhibition pharmacologique de I’activité de la p38 MAPK nivelle les

différences observées entre lymphocytes T provenant de souris témoins et brilées



Chapitre 3 : Article I
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Mise en contexte

Le thymus est particuliérement sensible aux hormones de stress et la briillure sévére induit
unc atrophic de cet organc visible dés lc jour 1 post-trauma {Taylor, Smart, et al. 1989};
{Tarcic, Ovadia, et al. 1998}; {Dominguez-Gerpe & Rey-Mendez 1997}. Cette réduction
de la taille du thymus cst causée principalement par I’apoptose massive des cellules DP
CD4'CD8", dites cortico-sensibles {Nakanishi, Nishi, et al. 1998}. De précédentes études
ont permis de relier cette mortalité 4 une élévation des niveaux de Cort dans le sang
{Fukuzuka, Edwards, et al. 2000}; {D'Elia, Patenaude, et al. 2005}. La plupart des études
publiées a ce jour s’entendent sur un concept général : I’activation de ’axe HPA lors d’un
stress conduit a une sécrétion de cortisol par les glandes surrénales, ce qui augmente la
concentration de 1’hormone disponible sans discrimination pour tous les tissus de
I’organisme {Swartz & Dluhy 1978}. Pour I’instant, seul le clivage du transporteur
spécifique de I’hormone, la CBG par des protéases libérées aux sites inflammatoires
permettrait d’augmenter la concentration locale de I’hormone au niveau des tissus cibles
{Pemberton, Stein, et al. 1988}; {Hammond, Smith, et al. 1990}. Ainsi lors de la réaction
inflammatoire, la quantité de cortisol biologiquement actif dans la circulation sanguine est
influencée non seulement par la production de I’hormone mais aussi par les niveaux et

I’intégrité de la CBG {Pugeat, Bonneton, et al. 1989}; {Beishuizen, Thijs, et al. 2001} .

Récemment, la découverte d’une enzyme responsable de I’inter-conversion des formes
actives et inactives du cortisol expliquerait un contréle supplémentaire des niveaux de
I’hormone biologiquement active aux sein des tissus cibles. L’enzyme 11B-HSDI est
responsable de la conversion locale de cortisone inactive en cortisol actif {Seckl &
Walker 2001}. Or, I’expression de la 11B-HSDI1 dans le thymus et la rate suggerent une
production locale de GC au sein méme des organes primaires de la réponse immunitaire
{Thompson, Han, et al. 2004}; {Moore, Hoong, et al. 2000}. Il a d’ailleurs été démontré
que les cellules épithéliales du thymus exprimaient toutes les enzymes responsables de la
conversion du cholestérol en cortisol {Pazirandeh, Xue, et al. 1999}, ce qui suggére un

lien étroit entre la production des GC et leur réle dans la maturation des thymocytes
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{Lechner, Dictrich, ct al. 2001}. Dernié¢rement, la découverte de 1I’expression de I’enzyme
chez les lymphocytes T périphériques {Zhang, Ding, et al. 2005}, les ccllules
dendritiques {Freeman, Hewison, et al. 2005}, les macrophages {Ishii, Masuzaki, ct al.
2007}, les lymphocytes B {Zhang, Ding, et al. 2005}et les thymocytes {Nuotio-Antar,
Hasty, ct al. 2006} suggére qu’elle influence la concentration intracellulaire en Cort et
I’induction de génes sous le contréle des GC. Aussi, il a été démontré que I’'IL-6, le TNF-
a ct I'IL-1PB, des cytokines pro-inflammatoires, augmentaient 1’expression et/ou I’activité
de la 11B-HSD1 {Chisaka, Johnstone, et al. 2005}; {Yong, Harlow, et al. 2002};
{Evagelatou, Peterson, et al. 1997}. Or, ce sont ces mémes cytokines qui sont produites
massivement dans les premiéres heures suivant le traumatisme de la brilure sévére

{Drost, Burleson, et al. 1993}.

A ce jour, aucune étude n’a pu identifier une situation physiologique oti I’expression dc la

11B-HSD1 influencerait la maturation, 1’activité ou la survie des thymocytes.

Plus spécifiquement, nous voulions examiner si:

1) la brilure causait un changement dans I’expression de 1’enzyme 11p-
HSD1 au niveau du thymus, des cellules épithéliales et/ou des
thymocytes ;

i) la présence de la 11B-HSD1 au sein des thymocytes pouvait augmenter
leur sensibilité aux GC ;

iii)  les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-1B, IL-6) pouvaient
influencer la sensibilité des thymocytes aux GC via I’activité de la 11B-

HSDI.
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Résumé frangais

Regulation of glucocorticoids sensitivity in thymocytes from burn-injured mice.

Michele D’Elia, Julie Patenaude et Jacques Bernier

Institut National de la Recherche Scientifique - Institut Armand-Frappier, Université du

Québec, 531 Boul. des Prairies, Laval, Québec, Canada, H7V 1B7.

Les glucocorticoides (GC) sont des hormones stéroidiennes importantes qui assurent un
réle vital pour I’organisme en contrdlant le développement, le métabolisme cellulaire, la
glycémie et la réponse immunitaire. Leur production constante suit un rythme circadien et
devient maximale lors de stress divers. Des études antérieures menées sur un modele
murin ont démontré que la brilure sévére causait une atrophie du thymus qui serait reliée
a4 une augmentation de la production de glucocorticoides. Méme si les GC sont
principalement synthétisés par les glandes surrénales, des faits récents démontrent que ces
hormones sont produites a partir de tissus non-surrénaliens. D’ailleurs, le thymus exprime
toutes les enzymes stéroidogéniques nécessaires pour produire des GC actifs. L’enzyme
11B-hydroxysteroide déshydrogénase type 1 (113-HSD1) est responsable de I’activation

locale des GC.

Dans cette étude nous démontrons chez des souris du jour 1 post-brilure, une
augmentation de ’apoptose de thymocytes lorsque exposés in vitro a des concentrations
croissantes de corticostérone (CORT). Ceci fut expliqué par la hausse concomitante des
niveaux du récepteur 3 GC (GR) et de I’expression de I’enzyme 11B-HSD1 chez ces

cellules. De plus, nous avons démontré que les thymocytes étaient en mesure de convertir
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I’hormonc inactive 11-dehydrocorticosterone (DHC) en CORT active et que I’utilisation
de I’acide 18B-glycyrrhetinique (GA), un inhibiteur spécifique de 1’enzyme 11B-HSD
empéchait cette réaction. Nous avons confirmé I’expression de la 113-HSDI dans la
lignée ccellulaire dérivée d’un thymome 26783 et I’activité de I’enzyme était responsable
d’une plus grande sensibilité de ces cellules a I’apoptose induite par le CORT.
Finalement, nous avons démontré que I’exposition in vitro de thymocytes aux cytokines
pro-inflammatoires (TNF-q, IL-1B et IL-6) augmentait la sensibilité des thymocytes a
I’apoptose induite par la conversion de DHC en CORT démontrant, par le fait méme,
I’implication de la 11B-HSDI1 dans ce mécanisme. En résumé, nous sommes en mesure
d’affirmer que la brilure sévére augmente chez les thymocytes I’expression de la 118-
HSDI ce qui entraine une augmentation de leur sensibilité a 1’apoptose induite par le
CORT. La présence de cette enzyme au sein méme des thymocytes lui suggére un role
dans la maturation intrathymique des lymphocytes T et I’établissement d’un répertoire

immunitaire.

* Article publié dans American Journal of Physiology : Endocrinology and Metabolism
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Contribution des auteurs

Les manipulations des souris lors des journées d’application du choc thermique et de
sacrificc de méme que la préparation des organes et I’isolation des cellules ont ¢été
cffectuées avec I’aide de ma collégue de laboratoire, Julie Patenaude. Par la suite, j’ai
réalisé toutes les expéricnces décrites dans cet article. J’ai enticrement rédigé le

manuscrit, avant de le remettre au Dr Bernier, qui I’a lu, corrigé et soumis au journal.
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Regulation of glucocorticoid sensitivity in thymocytes from burn-injured mice.
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Chapitre 4 : Article II
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Mise en contexte

La dysfonction des lymphocytes T est une des causes majeures de I'immunosuppression
qui accable les grands-brillés. Cette dysfonction est caractérisée par une diminution de la
prolifération, de la production d’IL-2 ct d’IFN-y, une augmentation de 1’apoptose et un
état d’anergic {Teodorczyk-Injeyan, Sparkes, et al. 1991}; {Barlow 1994}. Plusieurs
études se penchant sur cette problématique on tenté d’identifier les causes responsables de
cc mal fonctionnement. Parmi celles-ci, le stress oxydatif a été ciblé {Bertin-Maghit,
Goudable, et al. 2000} . La stimulation antigénique des lymphocytes T provoque une série
de changements intraccllulaires menant & leur activation, mais augmente aussi la
production de radicaux libres {Devadas, Zaritskaya, et al. 2002}. La prolifération des
cellules T est le résultat d’une balance intracellulaire entre molécules pro et anti-
oxydantes. Le glutathion (GSH) est la principale molécule anti-oxydante synthétisée par
les lymphocytes T pour neutraliser les radicaux libres {Hadzic, Li, et al. 2005}. Le GSH
est un tripeptide formé par I’association de glycine, de glutamate et de cystéine. Ce
dernier joue un réle limitant dans les réactions menant & sa synthése. La brilure sévére
cause unc augmentation du stress oxydatif et s’accompagne d’une diminution de la
production de GSH dans la rate {Ocal, Avlan, et al. 2004} . Une relation existe entre la
disponibilité du GSH et la prolifération des lymphocytes T. Il a été démontré qu’une
thérapie anti-oxydante via I’administration de N-acétyl cystéine (NAC) permet de rétablir
les niveaux de GSH et I'immunité adaptative dans la rate de souris briillées {Cetinkale,

Senel, et al. 1999}.

La cystéine n’est pas stable dans le milieu extracellulaire et existe conjuguée a elle-méme
sous la forme de cystine. L’entrée de cystine est permise chez les cellules qui expriment a
la membrane le systéme de transport x. {Sato, Tamba, et al. 1999}. Ce systéme est formé
par I’association des protéines CD98 et xCT. La présence de CD98 et I’augmentation de
son expression chez les lymphocytes T stimulés ont été documentées. Toutefois, ces
cellules n’expriment pas xCT et ne peuvent importer la cystine {Gmunder, Eck, et al.
1991}. Qui plus est, les lymphocytes sont dépourvus de cystathionase, 1’enzyme

responsable de la production de cystéine & partir de méthionine, c’est ainsi que la cystéine



105

est un acide aminé essenticl pour les lymphocytes {Eagle, Washington, ct al. 1966}. Dans
les réactions immunes spécifiques, les lymphocytes T interagissent avec les cellules
présentatrice d’antigénes (CPA). 11 en résulte I’augmentation de la production de cystéine
par les macrophages ou les cellules dendritiques {Angelini, Gardella, et al. 2002}. Or,
c’est la cystéine libérée dans le micro-environnement réducteur de la jonction
immunitaire, qui est récupérée par les lymphocytes T et permet leur prolifération
{Edinger & Thompson 2002}. Contrairement aux lymphocytes, les CPA expriment xCT
et possédent donc un systtme x.- actif {Sato, Fujiwara, et al. 1995}. Aussi, son
expression cst favorisée par les radicaux libres, les LPS bactériens et la déprivation
d’acides-aminés, toutes des conséquences de la brilure sévere {Sato, Kuriyama-
Matsumura, et al. 2001}; {Sato, Nomura, et al. 2004}. Collectivement, ces travaux
suggérent que la balance intracellulaire en cystéine contrdle I’activation et la prolifération

des lymphocytes T.

Les travaux de recherche de notre laboratoire ont remarqué au jour 10 post-brilure une
forte activation des lymphocytes T spléniques et une plus grande proportion de cellules se
dirigeant en apoptose {Patenaude, D'Elia, et al. 2005}. Cette étude a pour but de vérifier
si I’activité des lymphocytes T spléniques au jour 10 post-briilure est en relation directe

avec leurs besoins en cystéine.

Plus spécifiquement, nous voulions examiner si :

1) la brilure sévére modifie les besoins extrinséques en molécules anti-
oxydantes chez les lymphocytes T spléniques;

ii) I’expression de xCT et de CD98, composant le systéme x.-, est modifiée
chez les lymphocytes T spléniques au jour 10 post-briilure;

ii) I’activité du systéme x. contrble l’activation et la prolifération des

lymphocytes T.
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Résumé francais

Thermal injury induces expression of cystine/glutamate transporter (x;) in mouse T

cells

Michele D’Elia, Julie Patenaude, Charles Dupras et Jacques Bernier

Institut National de la Recherche Scientifique - Institut Armand-Frappier, Université du

Québec, 531 Boul. des Prairics, Laval, Québec, Canada, H7V 1B7.

Le systéme de transport x.~ est formé des protéines CD98 et xCT qui s’associent pour
pemettre aux cellules ’importation de cystine et est faiblement exprimé a la surface des
lymphocytes T. La brilure sévére cause une augmentation du stress oxydatif, une carence
en protéines et la diminution des niveaux de glutathion (GSH). Ces trois facteurs
induisent I’expression de la protéine XCT et controlent I’activité du systtme x. en
favorisant I’importation de cystine. De nombreuses études portant sur la brillure sévere
ont décrit un malfonctionnement généralisé des lymphocytes T et I'utilisation d’une
thérapie anti-oxydante prodiguée post-trauma dans un modé¢le murin a démontré la
normalisation des niveaux de GSH et la restauration des fonctions immunitaires de
cellules de la rate au jour 7 post-brillure. Dans cette étude, nous avons voulu vérifier si la
brilure sévére induisait I’expression du systéme x.~ au niveau des lymphocytes T de la
rate. Pour démontrer ce fait, nous avons isolé les cellules T de rates de souris témoins et
briilées au jour 10 post-trauma et nous avons par la suite évalué leur prolifération in vitro
dans un milieu de culture supplémenté ou non de 2-mercaptoéthanol (2-ME), une
molécule anti-oxydante indispensable a la prolifération in vitro des lymphocytes T.

L’importation de cystine a été caractérisée chez des cultures cellulaires de lymphocytes T
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stimulés avec un anticorps anti-CD3. Une relation entre 1’expression de xCT, I’activité du
systtme X, et la prolifération des lymphocytes T spléniques dans un environnement
pauvre et riche en molécules anti-oxydantes a été vérifiée. Nos résultats démontrent que
seulement les lymphocytes T de souris brilées expriment xCT et proliférent dans un
milicu de culture pauvre en cystéine (sans 2-ME). La viabilité cellulaire ainsi que
I’expression du CD25 (chaine alpha du récepteur & I’IL-2) étaient plus importantes chez
les cellules T de souris brilées lorsque comparées aux cellules de souris témoins.
L’cxpression du systtme x. a rendu possible I’importation 14C-cystine par les
lymphocytes T de souris briilées et I’inhibition spécifique du transporteur via I’exposition
des cellules & la sulfasalazine (SASP) a diminué significativement la prolifération des
lymphocytes T. En résumé, ces résultats démontrent que ’expression de xCT chez les
lymphocytes T est une adaptation de ces cellules suite a une brilure sévére. La présence
d’un systéme x. actif chez les cellules T de souris brillées augmente leur niveau
d’activation et diminue leur dépendance en molécules anti-oxydantes produites par les
cellules présentatrices d’antigénes. Toutefois, cette situation conjuguée a I’hyperactivité
des macrophages observée post-briilure aurait pour effet d’augmenter la proportion de

cellules T devenant anergiques suite a leur sur-stimulation.

* Article soumis a Immunology letters
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1. Summary

System X, transporter, formed by the association of CD98 and xCT proteins, regulates the
import of cystine into cells and is poorly expressed in T lymphocytes. Thermal injury is
associated with high oxidative stress, decreased levels of glutathione (GSH) and protein
deficiency, all described as promoters of XCT expression and system X activity. T cell
dysfunction is a consequence of thermal injury and has been related to oxidative stress. In
order to cvaluate if thermal injury induce i system X, expression in splenic T
lymphocytes, cells were isolated from sham- and burn-injured mice at day-10 post-burn
and cultured in 2-mercaptocthanol (2-ME)-rich and -free media. Isolated splenic T cells
were stimulated and cell proliferation, system X, expression and cystine transport activity
were measured. Our results demonstrate that only burn-injured T cells express xCT and
proliferate in (2-ME)-free media. In these cells, viability and CD25 expression was higher
than control T cells. x.” system expression was responsible for significantly higher 14%C-
cystine uptake by burn-injured T cells and its inhibition by sulfasalazine (SASP)
decreased significantly their proliferation. Overall, these results demonstrate that xCT
expression is induced by thermal injury in T lymphocytes and that cystine import by x’

leads to T cell dysfunction.
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2. Introduction

Antigenic stimulation of T lymphocytes induces a series of activation processes including
tyrosine phosphorylation in various proteins, increase of Ca®", induction of various genes
such as IL-2 and IL-2R a-chain. T cell activation also stimulates reactive oxygen species
(ROS) production [1,2]. It has been reported that mitogenically induced lymphocyte
proliferation is affected or regulated by various thiol compounds [3]. Glutathione (GSH)
is the major scavenger for ROS in T cells. A direct relationship exists between GSH
availability and the proliferative response of T lymphocytes because when cells are
cultured with the specific GSH inhibitor L-buthionine-S,R-sulfoximine (BSO),
proliferation in response to mitogens is inhibited [4;5]. L-cysteine and GSH enhance the
proliferation of rabbit peripheral lymphocytes stimulated by mitogens [6]. GSH is a
tripeptide and cysteine can be rate limiting in GSH synthesis. The addition of cysteine to
fresh resting lymphocytes only partially prevented the rapid decrease of GSH levels.
However, in lipopolysaccharides (LPS)-activated splenocytes the addition of cysteine

enhanced cellular GSH levels in a dose-dependant manner [7].

Previous studies in lymphocytes identified cysteine as a rate limiting step for cell growth
and proliferation after antigen receptor activation [8]. An equilibrium exist between
cysteine, in the reduced form, and cystine, in the oxidized form. Cystine is predominant in
the extracellular environment, while cysteine levels are elevated in the reduced
intracellular environment [9;10]. The entry of cystine into cells is regulated by the
expression of system x. transporter which exchanges one glutamate for one cystine

molecule. System x, is formed by two proteins, CD98 and xCT [11]. Even though CD98
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is expressed in mature T cells and upregulated following activation, T lymphocytes
express low levels of xCT and are not able to take up cystine from the surrounding
environment and convert it to cysteine [12]. Furthermore, lymphocytes have been
reported to lack cystathionase, an enzyme essential for the production of cysteine from
methionine, and thus cysteine is essential for lymphocytes [13]. During a specific immune
response, T cells interact with antigen-presenting cells (APC). It has been shown that this
interaction increased both cystine uptake and cysteine production by macrophages or
dendritic cells [14]. Unlike lymphocytes, APC express high levels of xCT which is the
main regulator of the system x. activity and its expression is induced by electrophilic
agents like diethyl maleate [15], oxygen [16], hydrogen peroxide [17], bacterial LPS [18]
and amino-acid deprivation [19]. Unless APC make cysteine available, antigen-stimulated
T cells will be unable to increase protein synthesis, proliferate or secrete

immunoregulatory cytokines [8,14,20].

It is well known that the addition of 10-50 uM of 2-mercaptocthanol (2-ME) to cell media
culture supports the growth of primary T lymphocytes cultures [21;22]. The action of 2-
ME on mouse spleen lymphocytes was related to the membrane transport of cysteine
[7;23]. In vitro culture of T cells with 2-ME produced profound effects such as preventing
the loss of GSH, enhancing their proliferation, preventing their apoptosis and functionally

replacing antigen-presenting cells [24;25-28].

Bumn injuries are associated with oxidative stress, GSH depletion and

immunosuppression. Macrophage hyperactivity has been related to T cell dysfunction
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post-burn injury [29]. This condition leads to incrcased susceptibility to bacterial
infections and sepsis which is associated with high lethality in post-burn patients. A
recent study has demonstrated the induction of cystine/glutamate transporter in the spleen
by LPS in a murine model of endotoxemia [30]. Only a few reports have shown a link
between the intracellular cysteine equilibrium and the immune system following thermal
injury. Antioxidant therapy has becn introduced to early post-burn injury protocols to
prevent oxidative stress damage [31]. N-acetyl cysteine given to burned rats has
demonstrated a cytoprotective role in intestinal mucosal barrier and preventive effects
against burn-induced bacterial translocation [32]. Furthermore, it was shown in a rat
model of burn injury that antioxidant therapy given for 7 days following the trauma

significantly improved cell-mediated immunity [33].

Sulfasalazine (SASP) is a drug commonly used in the treatment of inflammatory bowel
discase, a T-cell mediated autoimmune disease. This drug has recently been found to
specifically inhibit the x.” cystine transporter [34]. It is believed that SASP is effective in
inflammatory bowel disease because it inhibits the growth and proliferation of
autoreactive T cells that initiate the inflammatory response [35]. Collectively these data
suggests that intracellular cysteine levels regulate T cell activity. We hypothesize that
thermal injury affected T cell proliferation by modifying its dependency for low
molecular weight thiols such as 2-ME or cysteine delivered by APC. Surprisingly, our
results indicate that in vitro prolifera'tion of burn-injured T cells is independent of 2-ME
supplementation in cell culture media and that these cells express xCT. In addition, the x¢’
cystine/glutamate transporter was found to be active in burn-injured T cells and cystine

import was inhibited by SASP. Moreover, SASP significantly reduced burn-injured T cell
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proliferation. These results show for the first time the cxpression of system x.- in
lymphocytes and suggests that intracellular cysteine content is important in regulating

burn-injured T cell response.

3. Materials and Methods

Animals

All experiments were performed on 6-weck-old male C57BL/6 mice (Charles River
Laboratories, St-Constant, Quebec, 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 five mice. Standard chow (Richmond
Standard Lab Diet; Lab Diet, Richmond, IN, USA) 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.

Thermal injury

On day 0 of the experiment, mice were anaesthetized with Isoflurane gas (CDMV, St-
Hyacinthe, Quebec, Canada). Animals were randomly assigned to either a control group
or burn group, each containing 8 animals. Animals were then anaesthetized with a single
dose of pentobarbital delivered intra-peritonealy. Thermal injury was performed as

described in previously published reports from our laboratory [36].
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Cell preparation

On the day of the experiment, mice were sacrificed and spleen were removed and
prepared immediately for study. The spleens were prepared individually as single-cell
suspensions by digestion with Collagenase D (1mg/ml)/Dnase (20pg/ml) (Roche
Diagnostics, Laval, Qc, Canada) solution in RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, QOakville, On,
Canada). The suspensions were washed three times with HBSS and red blood cells were
climinated by osmotic shock. The cells were resuspended in RPMI 1640 medium (Sigma-
Aldrich), supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma-Aldrich),
and antibiotic solution (100 IU/ml penicillin and 100 pg/mL streptomycin; Sigma-
Aldrich). Cell viability was determined by trypan blue exclusion and was consistently
greater than 90%. T cells were purified from mouse spleen cell suspensions using MACS
scparation column system with Pan T cell isolation kit (Miltenyi biotec, Auburn, CA,
USA). The purity of the obtained isolated T cells was determined by flow cytometry
using rat anti-mouse: CD3-FITC-conjugated antibody (Serotec, Raleigh, NC, USA) and
was consistently around 98 %. B cell (CD19) contamination represented less than 2% of
the cells while less than 1 % of the contaminating cells were macrophages (F4/80) or

dendritic cells (CD11c).

In vitro proliferation assay

For lymphocytes proliferation studies, anti-CD3 (clone 17A2; eBioscience, San Diego,
CA, USA) coated 96-well flat bottom tissue culture plates (Sarstedt, Montreal, Qc,
Canada) were prepared by adding 100p1 per well of the antibody (1 or 10 pg) diluted in
PBS and then incubating the plates overnight at 4°C. The plates were washed three times

prior the addition of T lymphocytes. 1 x 10%/ml isolated T cells were cultured in a volume
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of 200 pul/well in culture media supplemented with 10% Fetal Calf Serum (FCS) with or
without 50 pM 2-ME. When required, purified T cells were preincubated for 30 min at
37°C with 0.2 mM SASP (Sigma-Aldrich), an system x.- inhibitor, or culture media
(Sigma-Aldrich) and subsequently transferred to tissue culture plates. All cultures were
performed in triplicate. Cells were cultured for 60 hours at 37°C, with 5% CO; in a
humidified incubator, all cultures were pulsed with 1pCi/well of [*H]TdR (GE Healthcare
Bio-Sciences; Baie-d’Urfee, Quebec, Canada). Cells were harvested 12 hours later onto
glass fiber filter using a Skatron cell harvester (Skatron Instruments, Sterling, VA, USA).

Radioactivity was determined with a liquid scintillation counter (LKB Wallac).

Cell cycle analysis

Propidium iodide staining followed by flow cytometry was used to evaluate cell cycle
analysis. Briefly, 1x10° isolated T cells from sham and burn-injured mice were cultured
in 24-well plates pre-coated with anti-CD3 (10ugml) (eBioscience) in complete RPMI
supplemented with 10% FCS (Sigma-Aldrich) and with or without 50 M 2-
ME. Following culture, cells were pipetted into 12x75mm centrifuge tube (Sarstedt) and
washed twice with PBS. The pellet was then resuspended in 300 ul (50pg/ml propidium
iodine in 0.1% sodium citrate and 0.1% Triton X-100). 10 pg of RNase was added and the
tubes were placed in the dark at 37°C for 1 hour. Cell cycle was evaluated by flow
cytometry with FACScan® (BD Biosciences, Mississauga, On, Canada). T cell apoptosis
was evaluated by quantifying DNA sub Go/Gl events in cell cycle. Analysis was

performed on 10 000 collected events using WinMdi software.
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Quantification of intracellular reactive oxygen species (ROS)

ROS were detected by flow cytometry using H,-DCFDA probe according to the
manufacturer’s instructions (Molecular Probes Inc, OR, USA). Briefly, 1 x 10° T cells
were washed twice with pre-warmed HBSS and resuspended in the same buffer
containing 5uM dye. Cells werc incubated 30 minutes. Following this incubation, cells
were washed twice with pre-warmed HBSS, respuspended in HBSS and incubated for
another 30 minutes. Cells were analyzed for fluorescence by flow cytometry with

FACScan® (BD Bioscicnces). Analysis was performed as described above.

Phenotyping analysis

Isolated T cells were analyzed following in vitro culture. 0.5 x 10® cells were washed
twice with HBSS. Non-specific binding sites werc blocked with 10pg/ml human IgG
(Sigma-Aldrich) and cells were stained with lug of rat anti-mouse:CD98 FITC-
conjugated antibody (eBioscience) and anti-mouse:CD25 R-PE-conjugated (eBioscience).
Cells were washed twice with ice-cold HBSS and analyzed by flow cytometry with

FACScan® (BD Biosciences). Analysis was performed as described above.

Western blot

Cells were lysed in RIPA buffer and the protein concentration was determined by
Bradford assay. 50ug of total protein from cells lysis were diluted in sample buffer,
subjected to SDS-PAGE and electroblotted onto a nitrocellulose membrane (Bio-Rad,
Hercules, Ca, USA). Membranes were blocked with 5% non-fat dry milk diluted in Tris-
buffered saline (TBS; 50 mM Tris , pH 8.0, and 150 mM NaCl) solution for one hour at
room temperature and hybridized overnight at 4°C with anti-xCT (NB300-318; Novus

Biologicals, Littleton, CO, USA) diluted 1:500 in blocking buffer. Specific antibody-
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antigen complexes were identified using a horseradish peroxidasc-labeled anti-rabbit
antibody (sc-2004; Santa Cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and ECL Western
blotting detection rcagents (GE Healthcare Biosciences). Membranes were stripped and
reprobed with antibody against mouse actin (A4700; Sigma-Aldrich) to evaluate protein

loading in each sample.

"c-Cystine transport assay

“C-Cystine transport was measured by the method previously described by Bannai and
Kitamura [37] with minor modifications. Briefly, isolated T cells were washed once with
PBS and twice with L-cystine-free RPMI 1640 medium and adjusted to 1 x 10® cells in
pre-warmed L-cystine-free media supplemented or not with 50 uM 2-ME. Cells were also
cultured in 2-ME-free media and pre-treated for 30 minutes at 37°C with 0.2uM SASP.
2x10° cells/well were placed in 24-well cell culture plates pre-coated with anti-CD3 (10
pg/ml) (eBioscience). '“C-Cystine (Perkin Elmer life and analytical sciences, Woodridge,
On, Canada) was added to each 0.5uCi/well and incubated at 37°C for 3 days. The
transport was terminated by washing the cells with ice-cold PBS three times.

Radioactivity was determined with a liquid scintillation counter (LKB Wallac).

Statistical analysis

All data are expressed as mean +/-SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA
comparison test using the Graphpad InStat 3.05 software program (GraphPad Software,
San Diego, Ca). Differences between groups were considered statistically significant
when the probability by chance was less than 5 % (p < 0.05). All experiments were

performed in triplicates to confirm our results.
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4. Results

2-ME is dispensable for in vitro burn-injured T cell proliferation

Accessory cells control T lymphocyte proliferation by maintaining a cysteine-rich
extracellular environment and macrophage hyperactivity post-thermal injury was related
to T-cell dysfunction [29]. As previously reported, intracellular thiol equilibrium is
critical for T cell proliferation [3]. In order to evaluate T-cell dependency for low
molecular weight thiols and to avoid any effect related to APC, we used purified T cells.
Phenotyping analysis revealed that for both groups more than 98 % of isolated cells were
T lymphocytes (Fig. 1A). Isolated T cells were cultured in complete RPMI media either
with or without 2-ME supplementation to represent a cysteine-rich and -poor
environment. Consistent with previous findings, T cells from sham-injured mice did not
proliferate unless 2-ME was added to cell culture media (Fig. 1B). Furthermore, as
previously reported, T-cell dysfunction in burn-injured mice was demonstrated by a
reduction of their proliferation when cells were cultured in a cysteine-rich environment
(Fig. 1B). Surprisingly, T cells from burn-injured mice were able to proliferate in a
cysteine-poor environment at the same magnitude as when 2-ME was added to cell
culture media (Fig. 1B). This shows that isolated T lymphocytes from burn-injured mice
proliferate independent of 2-ME in a cystine-rich environment, which normally does not

support T cell growth.

Cell-cycle progression and CD25 up-regulation occur in burn-injured T cells

Oxidative stress reduces the proliferation of T cells by interfering with the cellular events
that lead to the transition from GO to G1 phase of the cell cycle. In our previous

experiment we observed increased *H-thymidine uptake in stimulated T cells from burn-
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injured mice when cultured in a cysteine-poor environment. Anti-CD3 stimulated T-cells
from sham- and burn-injured mice were cultured in a cysteine-poor environment followed
by cvaluation of cell cycle analysis and IL-2Ra (CD25) expression. Stimulated T
lymphocytes from sham-injured mice were not able to proliferate in a cysteine-poor
environment since less than 15 % of the cells were found in the phase S and G2/M
following anti-CD3 stimulation. However, burn-injured T cells did proliferate in the same
conditions with more than 31 % of these cells making the transition passed phase G0/G1
(Fig. 2A). Prior to activation, T cells from both sham- and burn-injured mice expressed
low levels of CD25 (data not shown). Following anti-CD3 stimulation, CD25 up-
regulation occurred in both groups and the magnitude was higher in proliferative T cells
from burn-injured mice when compared to sham-injured mice (Fig. 2B). Thus, in the
absence of 2-ME, only T cells from burn-injured animals completed each cell cycle

phase. Conversely, T cells from sham-injured animals were blocked in phase GO/G1.

Thermal injury induces system x.- expression in isolated T cells

Since stimulated splenic T-cells from burn-injured mice proliferate in a cysteine-poor
environment and the system x.- is responsible for the entry cystine into cells, we wished
to determine if the components of the system x.- were expressed in T cells following a
thermal injury. We first evaluated the expression of CD98, which was reported to be
expressed in T cells [20]. As expected, freshly isolated T cells from sham- and burn-
injured mice expressed low levels of CD98 [38]. Cells were stimulated and cultured in a
cysteine-poor environment (without 2-ME). CD98 levels were later evaluated by flow
cytometry. Results show that CD98 expression was up-regulated in stimulated cells with

burn-injured T cells having the highest expression. Secondly, XCT expression was also
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cvaluated in stimulated T cells from sham- and burn-injured mice. Since the expression of
XxCT was never demonstrated in isolated T cells, we used HL-60 cells as positive control,
which were reported to express xCT protein [39]. As expected, a band at 55 KDa was
detected in HL-60 cell protein extract and represented xCT. In our model, freshly isolated
T cells from sham- and burn-injured mice and stimulated T cells from sham-injured mice
expressed low levels of xCT. On the contrary, stimulated T cells from burned mice
expressed high levels of xCT. These results demonstrate that thermal injury induces up-
regulation of the expression of both CD98 and xCT. This suggests that burn-injured T
cells express system X.- and might be able to import cystine from the extracellular

environment.

T cells from burn-injured mice actively take up cystine via system x.-

To test the possibility that a functional system x.- existed in splenic T cells from burn-
injured mice and was responsible for their proliferation in a cysteine-poor environment,
we examined the uptake of "C-cystine in stimulated T cells from sham- and burn-injured
animals. We verified the influence of cystine uptake inhibition by SASP on T cell
proliferation. Isolated T cells were stimulated with 10pug/ml of plate-bound coated anti-
CD?3 for 72 hours in L-cystine-free RPMI 1640 medium supplemented with '*C-cystine.
In order to block cystine uptake, cells were also treated with 0.2 mM SASP for 30
minutes prior to stimulation and throughout the cell culture period. SASP was reported to
specifically block system x.-. T cells from burn-injured mice were able to take up e
cystine and this effect was completely inhibited when cells were treated with system xc-
inhibitor, SASP. T cell proliferation was also influenced by cystine uptake. As expected,

only burn-injured T cells proliferated in the absence of 2-ME in cell culture media.
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Inhibition of cystine uptake by SASP significantly decrcased T cell proliferation from
burn-injured mice. These results confirm that burn-injured T cells proliferate in (2-ME)-
free cell culture media because they can actively import cystine from the extracellular
environment. Furthermore, another mechanism must exist in order to explain the fact that
the inhibition of cystine uptake did not completely climinate the difference between

sham- and burn-injured T cell proliferation.

T cells from burn-injured mice exhibit higher intracellular ROS content but decreased
apoptosis

Since stimulated T cells from burn-injured mice were able to import cystine and this
directly influenced their proliferation we next wanted to view if cystine transport was
responsible for counteracting intracellular ROS generation following T cell stimulation.
Cells from bumn-injured mice had higher base levels of ROS and their stimulation
increased the intracellular ROS content. However, system X.- inhibition did not further
enhance ROS generation. Moreover, despite having higher intracellular ROS levels, T
cells from burn-injured mice had lower apoptosis levels following their stimulation.
Overall, these results suggests that cystine import does not serve to counteract ROS but

enhance proliferation by allowing a greater number of cells to survive upon stimulation.

5. Discussion

T cell immunosuppression following a thermal injury is widely documented in studies
using in vitro cell culture systems and is characterized by decreased proliferation, 1L-2
production, increased apoptosis and anergy [40-42]. Since normal T cells have weak
membrane transport activity for the disulfide cystine, all of these studies have used cell-

culture media supplemented with 2-ME [43] to facilitate the entry of cysteine into T cells
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and their proliferation [44]. However, supplementation of cell culturc media with 2-ME
does not allow a proper evaluation of cysteine requirements in T cells. T cell dysfunction
following thermal injury is related to macrophage hyperactivity. Given that cysteine
delivery by APCs controls T lymphocyte activation and proliferation, we believe that a
subtle change in T cells requirements for cysteine during thermal injury could influence
their function [14,29]. In order to study T cell requirements for thiols we nceded a system
that prevented any cysteine derived from APC or conjugated to 2-ME to freely enter the
cells. To represent a cysteine-rich and -poor environment, cell culturc media was either
supplemented with 2-ME or left without. As previously reported, we confirmed that the
addition of 2-ME, resulted in a significant decrease of T cell proliferation from burn-
injured mice when compared to sham-treated animals. Interestingly, we have found that
in vitro stimulation of T cells from burn-injured mice leads to their proliferation in the
absence of 2-ME supplementation. To our knowledge, it is the first study to demonstrate
in vitro proliferation of murine lymphocytes in a cell culture media depleted of any source
of thiols. Normal murine lymphocytes cultured in a medium lacking thiol-related
compounds, L-cystine and GSH, failed to incorporate H-thymidine or to transition from
Gl to S phase of the cell cycle [45]. However, burn-injured T cells progressed normally
in S and G2/M phase while increasing CD25 expression. One reason for this could be that
T lymphocytes from burn-injured mice have developed a mechanism to stimulate the
entry of cystine present in cell culture media. One possible way could be by increasing
the expression of system x-. In fact, thermal injury is characterized by cystinuria, high
oxidative stress and a dramatic decrease in GSH plasmatic and cellular levels, all factors
that contribute to XCT expression [46,47]. Moreover, thermal injury causes defects in T-

cell signaling involving problems in Ca”* mobilization. A recent study demonstrated that
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xCT cxpression in mousc fibroblasts could bypass the G1/S arrest induced by Ca®'-
channcl antagonists [48,49]. Also, a recent study demonstrated increased splenic xCT
cxpression a murine model of endotoxemia and sepsis which is commonly associated
with thermal injury [30]. Furthermore, in a recently published article the authors suggest
that the expression of cystine/glutamate transporter mRNA in activated T lymphocytes
induced by TCR triggering in vitro, would decrease their need for exogenous cysteine
delivered by antigen-presenting cells occurring early after activation [50]. In our model,
we were able to demonstrate that T cells from burn-injured mice had higher CD98 levels
and expressed xCT. Moreover, these cells were able to actively import *C-cystine present
in culturc media which lead to their proliferation even when 2-ME was not added in the
media. We were also able to demonstrate that system xc- activity could be specifically
inhibited by SASP. This inhibitor has been previously used to decrease the proliferation
of a pre-T cell NB2 lymphoma and also to inhibit cysteine secretion by tumor-associated
somatic cells (macrophages, dendritic cells), leading to cysteine starvation of the tumor
cells and apoptosis [51,52]. Interestingly, we were able to demonstrate that T cells from
burn-injured mice treated with SASP were significantly less proliferative than untreated
cells, confirming that cystine import by T cell from burn-injured mice was in part
responsible for their proliferation. T cells from burn-injured mice exhibited higher
intracellular ROS content which was further increased following their stimulation. SASP
treatment of these cells did not further increase intracellular ROS levels suggesting that
system X.- expression did not contribute to counteract ROS. Despite having higher
intracellular content, T cells from burn-injured mice displayed less apoptosis following
their stimulation. Furthermore, SASP did not completely decrease T cell proliferation

suggesting that other mechanisms could be responsible for increasing intracellular thiols.
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Another source of thiol could come from thioredoxin, a cytosolic cnzyme with a redox-
active disulfide within its active site that is secreted by lymphocytes upon activation [53].
Thioredoxin rcleased by activated T cell from burn-injured mice could generate
extraccllularly small thiol compounds that in turn can be used by T cells. Intercstingly,
thioredoxin levels were found to be clevated in the plasma of burn patients on the day of
injury and later from day 7 to day 9 post-burn injury [54].

This study is the first to demonstrate an active system x.” in T lymphocytes and confirms
that intracellular thiol levels can regulate T cell activation and prolifcration. This is
particularly relevant in a situation where oxidative stress is clevated and GSH levels are
decreased like in burn-injured patients. Moreover, xCT expression proved to contribute to
in vitro T cell proliferation from thermally injured mice in a cystine-poor environment.
Although we have observed activation and in vitro proliferation of burn-injured T cell in a
less reducing environment, the generation of the immune response in vivo result from a
much more complex cellular scheme. We could hypothesize that in optimal growth
conditions as those defined by the in vivo stimulation of T cells by hyperactive APC in
burn-injured subjects, their excessive release of cysteine combined to system x.-
expression on T cells would create an overstimulation situation. Thus, xCT expression
may be deleterious for T cells in vivo and could contribute to their anergy in a situation
where supra-optimal intracellular levels of cysteine are reached following their delivery

by hyperactive APC.
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Legend of figures

Figure 1. A) T cclls were isolated using MACS microbeads and cell purity was
confirmed by phenotyping analysis. B) Splenic Isolated T cells from burn-injured mice
proliferate in absence of 2-ME but are less proliferative than T cells from sham-injured
micc when 2-ME is added to culture media. Cells were harvested at day 10 post-burn
injury and cultured as described in the material and methods section. Proliferative
responscs arc shown as counts per minute. Data represent mean valucs of CPM in pooled
T cells +/- SEM (n = 8 mice per group; *, p < 0,05; *** p < 0,001). Data arc

representative of three independent experiments.

Figure 2. Stimulated splenic T cells from burn-injured mice cultured in 2-ME deprived
media arc less susceptible to activation-induced cell death (A) and express higher levels
of CD25 (B) when compared with stimulated T cell isolated from sham-injured mice.
Cells were harvested and isolated at day 10 post-burn injury and cultured as described in
the material and methods section. 1x10° cells were stained with propidium iodide and cell
cycle was analysed by flow cytometry. CD25 expression was also analysed by flow

cytometry using PE-conjugated anti-mouse CD25.
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Figure 3. Splenic T cells from burn-injured mice express high levels of system x-
componcnts, CD98 in (A) and xCT in (B) when compared with T cell isolated from
sham-injured mice. Cells were harvested and isolated at day 10 post-burn injury and
cultured (2x10° cells/well in 24-well plates) in 2-ME deprived culture media. Cells were
stimulated for 72h with plate-bound anti-CD3 antibody (10pg/ml). CD98 expression was
analysed by flow cytometry. xCT expression was assayed on fresh isolated T cells and
anti-CD3 stimulated T cells by Western blot using polyclonal rabbit anti-xCT antibody.
HL-60 cell extract was used as positive control for xCT protein. One representative
experiment out of three is shown. XCT expression in activated T cells is increased in
burn-injured mice. Results were normalized to actin and shown graphically (C) (+/- SEM)

*, (p < 0.05).

Figure 4. '*C-Cystine uptake is higher in splenic T cells isolated from burn-injured mice
than in T cells isolated for sham-injured mice (A). Inhibition of system x.- decreased
cystine uptake and proliferation of T cells isolated from burn-injured mice (B). Cells were
harvested at day 10 post-burn injury and cultured as described in material and methods
section. SASP (0.2 mM) was used to inhibit system x.- activity. Both "“C-Cystine uptake
and proliferative responses are shown as counts per minute. Data represent mean values
of CPM in pooled T cells +/- SEM (n = 8 mice per group; *, p < 0,05; ** p < 0,01; *** p

<0,001). Data are representative of three independent experiments.
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Figure 5. Total intraccllular ROS levels are higher in splenic T cells isolated from burn-
injured mice and are not influenced by system x.- inhibition (A). Despite higher ROS
levels, T cells from burn-injured mice show less apoptosis following anti-CD3
stimulation (B). Cells were harvested at day 10 post-burn injury and cultured as described
in material and methods scction. SASP (0.2 mM) was used to inhibit system x.- activity.
Total ROS and apoptosis were evaluated by FACS analysis as described in material and
mcthods scction. For ROS determination, data represent Gmean values of ROS from
pooled T cells +/- SEM (n = 8 mice per group; *, p < 0,05). Data are representative of

three independent experiments.
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Mise en contexte

La production dc glucocorticoides (GC) cst trés importante en réponse au stress de la
briilure ct de nombreuses études ont démontré divers effets sur le systéme immunitaire
{D'Elia, Patenaude, et al. 2005}; {Fukuzuka, Edwards, ct al. 2000}. La maniére dont lcs
GC agissent sur les lymphocytes T dépend de leur stade de maturation et de leur niveau
d’activité {Nijhuis, Hinloopen, ct al. 1995}. Les GC exercent une activité immuno-
modulatrice puisqu’ils pcuvent favoriser ou réprimer les réponses associées aux cellules
T. A faible dose, les GC augmentent ’cxpression de la chaine alpha du récepteur a I’IL-2
et du co-récepteur CD4 et favorisent I’activation des cellules T stimulées {Wiegers,
Labeur, et al. 1995}; {Wiegers, Stec, et al. 2000}. Toutefois, & forte dose, les GC
réduisent la prolifération, inhibe la production d’IL-2 et d’IFN-y et favorisent les réponses
immunitaires associées aux lymphocytes T de type Th2 {Redondo, Fresno, et al. 1988};

{Paliogianni, Raptis, et al. 1993}; {Miyaura & Iwata 2002}.

Une précédente étudc menée dans notre laboratoire a démontré une forte activation des
lymphocytes T dans la rate de souris au jour 10 post-briillure {Patenaude, D'Elia, et al.
2005}. Or, Pactivation des cellules T se traduit par une stimulation des voies de
signalisation intracellulaire, entre autres les voies des protéines mitogen-activated protein
kinases (MAPK) telles que ERK 1/2, JNK et p38 {Dong, Davis, et al. 2002}. Cette
dernic¢re kinase peut étre activée lorsqu’un lymphocyte T est stimulé via le TCR/CD3 et
d’autant plus lorsque la stimulation implique le CD28. De plus, p38 peut étre activée par
’IL-2 ou IL-7. La voie de la p38 MAPK contréle chez les lymphocytes T la production
des cytokines IFN-y, IL-2 et IL-10 de méme que la prolifération cellulaire et I’apoptose
{Rincon & Pedraza-Alva 2003}. Ainsi, I’activation de la p38 est intimement liée aux
réponses cellulaires de type Thl, a la différentiation des cellules T en cellules T
auxiliaires CD4+ et favorise la production d’IFN-y lorsque ces cellules sont activées en
présence d’IL-12 et d’IL-18 {Rincon, Enslen, et al. 1998}. D’ailleurs, une diminution de
Pactivité de la p38 MAPK via I'utilisation d’un inhibiteur spécifique, le SB203580, n’a

que trés peu d’effet sur la production d’IL-2 et la prolifération des lymphocytes T mais
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diminue fortement la synthése de plusicurs autres cytokines telles que : IFN-y, IL-4, IL-5,

IL-10, IL-13 et le TNF-a {Koprak, Staruch, et al. 1999}.

Au niveau cellulaire, divers mécanismes entrainent une baisse de la sensibilité aux GC.
La réduction de I’expression du GR, une diminution de I'affinité du ligand pour le GR,
unc baissc de la liaison du GR a I’ADN et I’activité des MAPK peuvent mener a unc
perte de sensibilité aux hormones de stress {Adcock 2000}. Les récents travaux d’Irusen
ct collegues (2002) ont démontré que la phosphorylation du GR par la p38 MAPK dans
les PBMC dc patients asthmatiques résistants aux traitements corticostéroidiens était
responsable d’une baisse de la sensibilité de ces cellules au dexamethasone {Irusen,
Matthews, et al. 2002}. De plus, certaines données suggérent que la phosphorylation du
GR en des sites (serines 203, 211 et 226) situés dans la région amino-terminale de la
protéine scrait importante pour sa fonction. La phosphorylation en ser-203 est nécessaire
pour le repliement adéquat du récepteur et sa séquestration dans le cytoplasme tandis
qu’unc phosphorylation de la ser-211 permet au récepteur de lier son ligand et de se
transférer dans le noyau {Wang, Frederick, et al. 2002}. De plus, Szatmary et collégues
(2004) ont découvert un nouveau site de phosphorylation au niveau du domaine de liaison
au ligand (entre le acide aminés 525 a 795) et confirmé que la suppression de I’activité du
GR par la p38 MAPK activée est un mécanisme physiologiquement important expliquant
la résistance aux GC observée chez divers patients victimes de maladies inflammatoires

chroniques {Szatmary, Garabedian, et al. 2004}.

A ce jour, tous les travaux de recherche ayant porté sur la résistance aux GC ont
répertori¢ ce phénomene lors d’une exposition chronique aux hormones de stress. Le but
de cette étude ctait de vérifier si un événement ponctuel, telle la briilure sévére, pouvait

causer un phénomeéne de résistance aux GC.

Plus spécifiquement, nous voulions examiner si :

i) la sensibilité aux GC est modifiée chez les lymphocytes T spléniques 10

jours suivant une briilure sévére;
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i) I’expression dec la p38 MAPK ct de sa forme phosphorylée est modifiée
chez les lymphocytes T spléniques au jour 10 post-brilure;

iii))  Dinhibition de¢ Dactivit¢ de la p38 MAPK permet de normaliser la
production d’IFN-y, d’IL-2 et la prolifération des lymphocytes T de souris

brilées.
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Résumé frangais

p38 MAPK activity in splenic T cells is responsible for glucocorticoids resistance

observed in thermally-injured mice.

Michele D’Elia, Julie Patenaude, Charles Dupras et Jacques Bernier

Institut National de la Recherche Scientifique - Institut Armand-Frappier, Université du

Québec, 531 boul. des Prairies, Laval, H7V 1B7, Canada.

Les glucocorticoides (GC) sont des hormones de stress dont la production est importante
chez les grands-brilés et utilisées en clinique pour diminuer la réponse inflammatoire.
Les lymphocytes T sont sensibles a I’action des GC, mais acquiérent une certaine
résistance suivant leur activation. L’hyperactivité des lymphocytes T visible lors de la
briilure sévére peut conduire a une dysfonction du systéme immunitaire. Dans cette étude,
nous voulions évaluer en premier lieu, la sensibilité aux GC des lymphocytes T isolés de
la rate de souris briilées et en second lieu, ’acquisition d’un phénoméne de résistance au
GC chez ces mémes cellules. Finalement, nous voulions identifier les mécanismes
responsables de cette résistance. Nous avions émis 1’hypothése que le phénoméne de
résistance aux GC serait dii & une augmentation de I’activité de la protéine p38 mitogen-
activated kinase (MAPK). Pour démontrer ce fait, des souris méiles C57BL/6 4dgées entre
6-8 semaines ont été assignées dans deux groupes : témoin et brilure. Une brilure du 3°
degré fut infligée aux souris de ce groupe. Les lymphocytes T furent isolés des rates de

souris témoins et briilées 10 jours suivant le traumatisme et nous avons par la suite vérifié
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Peffet des GC sur ces cellules. Les niveaux d’expression du récepteur a glucocorticoides
(GR), I’apoptose des cellules T exposées aux GC, I’effet des GC sur la prolifération des
cellules T stimulées, leur production d’IL-2 et d’IFN-y, les niveaux de phosphorylation de
la protéinc p38 MAPK ainsi que I’inhibition pharmacologique de la p38 MAPK sur les
paramétres mentionnés plus haut ont tous été étudiés. Les résultats montrent que malgré
’augmentation du GR observée chez les lymphocytes T au jour 10 post-brilure, ces
cellules sont plus résistantes a 1’apoptose induite par les GC. In vitro, nous avons
rcmarqué une forte prolifération des cellules T provenant de souris briilées, une résistance
a I’effet anti-prolifératif des GC, I’augmentation du récepteur 4 IL-2, une forte production
IFN-y, des nivcaux de phosphorylation élevés de p38 MAPK et une normalisation des
effets des GC sur les cellules T de souris brilés lorsque la p38 MAPK fut inhibée par

I’exposition des cellules a I’inhibiteur pharmacologique SB203580.

Cette étude démontre pour la premiére fois qu’un événement ponctuel, telle la briilure
sévére, conduit a une résistance aux GC au niveau des lymphocytes T de la rate et permet

de cibler la p38 MAPK comme un élément essentiel de ce mécanisme.

* Article soumis pour publication a Critical Care Medecine
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Objective: T lymphocytes are sensitive to glucocorticoids (GCs) but become morc
resistant to GCs when they are activated. Hyperactive T cells can lead to immune
dysfunction following thermal injury. In the present study our objective was to evaluate if
splenic T cells become resistant to GCs following thermal injury and to identify the
possible mechanisms underlying this resistance. One mechanism that we hypothesized is
p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) increased activity that could lead to GCs
resistance.

Design: Randomized controlled laboratory study

Serting: Central animal facility and research laboratory

Subjects: Male C57BL/6 mice (6-8 weeks) were randomly assigned to sham or burn
injury treatment.

Interventions: Burn-injured mice were given a 20% total body surface area partial
thickness burn and splenic T cells were isolated 10 days later.

Results: Glucocorticoid receptor (GR) and heat shock protein (HSP) levels in splenic T
cells were evaluated and GR was found to be higher in burn-injured T cells compared to
controls. GC-induced apoptosis was also evaluated before and following T lymphocyte
stimulation and cells from burn-injured mice were less sensitive. Proliferation of burn-
injured splenic T cells induced by plate-bound anti-CD3 was significantly higher and
resisted to corticosterone (CORT) suppressive effect. GR levels were lower in anti-CD3
stimulated burn-injured T cells. Phosphorylated form of p38 MAPK protein was highly
expressed in stimulated splenic burn-injured T cells and was resistant to CORT
suppressive effect. Reducing p38 activity pharmacologically using SB203580, a specific
p38 MAPK inhibitor, decreased cell proliferation and interferon-y (IFN-y) production to

control levels.
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Conclusions: These findings suggest that splenic T-cells isolated from burn-injured mice
at day-10 post-thermal injury have developed a resistance to GC. We have identified p38
MAPK as a key modulator of this resistance. Pharmacological inhibition using SB203580
proved to be successful in reducing burn-injured T cells proliferation and IFN-y

production.
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INTRODUCTION

Endogenous glucocorticoids (GCs) hormones are highly produced following thermal
injury. Scveral studies have reported a role of GCs released in response to trauma injury
and their effccts on the immune system (1-5). They exert their action by suppressing both
innate and acquired immunity and by inhibiting the production of pro-inflammatory
mediators (6). T lymphocytes are a major sensitive target for GC action on acquired
immunity. Their effects on these cells are more complex and depend on their state of
differentiation or activation (7). Indeed, GCs can act positively or negatively on T-cell
mediated response. Positively, they increase cytokine receptor levels (8) and TcR-induced
CD4 cxpression (9) thus accelerating T-cell activation. Negatively, GCs counteract T-cell
activity by promoting their apotosis (10), reducing proliferation (11), inhibiting IL-2 and
IFN-y production. Later events cause a shift in T-cell mediated response from Thl to Th2
phenotype (12). Thl cells are required to conduct cell-mediated inflammatory response
involving the production of IFN-y, IL-2 and IL-6 (13). On the other hand, Th2 cells
sccrete IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13 which support B-cell activation and counteract
inflammatory processes (14). Normal T-cell activation leads to increased intracellular
signaling mediated by mitogen-activated protein kinases (MAPKs) such as ERK 1/2, JNK
and p38 (15). p38 MAPK can be activated by multiple stimuli such as pro-inflammatory
cytokines IL-1B and TNF-a, lipopolysaccharide and environmental stress in the
extracellular milieu (heat, UV radiation, osmotic and oxydative stress) (16). It is
established that p38 is activated by TCR/CD?3 triggering alone (17);(18) or in synergy
with CD28 cross-linking (19). Moreover, p38 can be activated in response to IL-2 and IL-
7 (20). p38 MAPK is implicated in different type of responses involving the expression of

several cytokines (IFN-y, IL-2 and IL-10), cell proliferation and the induction of



155

apoptosis (15). Regarding genotype of T cells, p38 activation is closely rclated to Thl
response in committed CD4™ T cells (16). p38 induces IFN-y expression when these cells
are activated in presence of IL-12 and IL-18 while being dispensable for Thl
commitment and development itself (21). The role of p38 is not restricted to Thl-
mediated response since the inhibition of p38 MAPK activity in activated T cells using
SB203580, a specific p38 MAPK inhibitor reduced the production of several other
cytokines such as IL-4, IL-5 and IL-10 (22). Converscly, the expression of MKK6, a
constitutive activator of p38 MAPK, caused increased IFN-y expression in transgenic

mice (23).

Only few studies have evaluated modulation in MAPK expression or activity following
burn injury and all of them have been interested in the early immune response going up to
day-3 post-burn. Choudhry and colleagues (24) have reported decreased ERK 1/2 and p38
MAPK activity in anti-CD3 stimulated T cells isolated form rat mesenteric lymph node at
day-2 post-burn. They also noted decreased T cell proliferation associated with reduced
MAPK activity. Other studies showed a perturbation of Ca®* mobilization in T cell
isolated from burn-injured animals resulting in attenuated MAPK (ERK 1/2 and p38)
activation (25). Li et al. (26) have associated high CORT levels present in burn-injured rat
at days 1 and 2 post-injury to be responsible for decreased ERK 1/2 and p38 MAPK
activity resulting in down-regulated IL-2 production and cell proliferation. Later results
were confirmed by inhibition of CORT synthesis which led to a normal MAPK activity,

IL-2 production and T cell proliferation.
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In scveral inflammatory discascs, resistance to GC was demonstrated (1). Resistance to
the anti-inflammatory cffects of GCs can be induced by several mechanisms: reduced
number of glucocorticoid receptors (GR), altered affinity of the ligand for GRs, reduced
ability of the GR to bind to DNA by post-transcriptional modification (1). Among
candidates to mediate the latter cvent, MAPKs were identified. Recently, Irusen et al. (27)
have demonstrated that phosphorylation of the GR mediated by p38 MAPK, is associated
with reduced responsiveness to dexamethasone in PBMCs from patient with steroid-
resistant asthma. Another study showed that IL-2-induced steroid resistance could be
blocked by an inhibitor of JNK (28). Data from in vitro studies showed that
phosphorylation sites in the amino-terminal region of the GR (at serines 203, 211 and
226) play a critical role in GR function (29). Serine-203 phosphorylation is necessary for
proper GR folding and its sequestration in the cytoplasm while serine-211 is
phosphorylated when cells are treated with GR agonist and results in nuclear translocation
of thc receptor (29). It was demonstrated in lymphoid cells that p38 MAPK
phosphorylation of the GR at Ser-211 was a key mediator for glucocorticoid-induced
apoptosis (30). Phosphorylation at serine 226 by JNK but not p38 has been shown to
inhibit GR-mediated transcriptionnal activation, thus leading to GCs unresponsiveness
(31). Sousa et al. (32) have demonstrated increased JNK phosphorylation in
corticosteroid-resistant asthmatic patients. Recently, Szatmary et al (33), have confirmed
that suppression of GR function by activated p38 and JNK MAPK are physiologically
important mechanism for GC resistance in patients with chronic inflammatory disease.
Their study showed that the main target of the p38 MAPK-mediated GC inhibition is the

ligand-binding domain of GR (spanning amino acids 525-795).
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In responsive cells, GCs repress p38 MAPK by promoting the dual MAPK phosphatase 1
(MKP-1) cxpression which dephosphorylate p38 and attenuates activation (34)'(35). It
was established that GC-induced expression of MKP-1 in Hela cells (34), in rat mast cell
line (36) and in mouse macrophage cell line (37). MKP-1 expression was increased by
dexamethasone in arthritic patient isolated fibroblast-like synoviocytes and was
associated with inhibition of p38 MAPK phophorylation and IL-6 production (38). This
suggests that MKP-1 expression might play a role in the suppression of inflammation by
GCs. Conscquently, an initial defect in GC-induced MKP-1 expression or activity might
increasc MAPK activity, impairing GR function and further inhibiting the induction of

MKP-1 expression (35).

Here, we report that isolated splenic T cells from burn-injured mice are resistant to GCs at
day-10 post-burn. Decreased GC sensitivity is mediated by T cell activation and high p38
MAPK activity. In addition to previous findings demonstrating that GC resistance in T
cells followed chronic inflammatory disease or long-term CORT exposition we explain
that a unique event, like thermal injury can induce GC resistance and that inhibition of

p38 MAPK can restore GC sensitivity.

MATERIALS AND METHODS

Animals and burn injury

All experiments were performed on 6-week-old male mice: C57BL/6 (Charles River
Laboratories, St-Constant, Quebec, 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
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cycle. They were kept in cages, cach containing five mice. Standard chow (Richmond
Standard Lab Diet; Lab Diet, Richmond, IN, USA) and water were provided ad libitum.
The Institutional Animal Care Committec reviewed and approved all procedures
performed in accordance with the Canadian Council on Animal Care guidelines. Mice
were subjected to a 20 % total body surface area burn (TBSA) as described before (39).
Briefly, mice were randomly assigned to a control or burn group, cach containing 8
animals. After anaesthesia, shaving of the dorsum, animals were placed in a mold and
immersed for 7 s in water at 90 °C to produce a full thickness to cover 20%. The sham
group was immersed in water at room temperature (22 °C). Both sham- and burn-injured
mice were resuscitated after the procedure with 2 ml of saline given i.p. containing
buprenorphine. Flamazine (Smith & Nephew, Montreal, Quebec, Canada), a topical

antiseptic cream, was directly applied on the wound to reduce the risk of infection.

T cells preparation

On day 10 after treatment, the animals were anaesthetised. Spleen were removed and
prepared individually as single-cell suspensions by digestion with Collagenase D
(Img/ml)/Dnase (20pg/ml) (Roche Diagnostics, Laval, Quebec, Canada) solution in
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada). The suspensions were washed
three times in HBSS and depleted of red blood cells by osmotic shock in Gey’s solution
supplemented with 0.155M NH4Cl. The cells were resuspended in RPMI 1640 medium
(Sigma-Aldrich), supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma-
Aldrich), and antibiotic solution (100 IU/ml penicillin and 100 pg/mL streptomycin;

Sigma-Aldrich). Cell viability was determined by trypan blue exclusion and was
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consistently greater than 90%. T cells were purified from mouse spleen cell suspensions
using MACS separation column system with Pan T cell isolation kit (Miltenyi biotec,
Auburn, CA, USA). The purity of the obtained isolated T cells was determined by flow
cytometry using anti-mouse CD3 FITC-conjugated and was reproducibly higher than 95

%.

Apoptosis determination

T cell apoptosis was cvaluated by quantifying DNA sub Go/Gl events in cell cycle as
described before (40). Briefly, 1x10° isolated T cells from sham- and burn-injured mice
were cultured in 24-well plates in complete RPMI supplemented with 10% FCS (Sigma-
Aldrich) for 24h in presence of increasing concentrations of CORT (10 to 107 M).
Control samples and cells were treated or not with RU-486 (Sigma-Aldrich) a GR
inhibitor, 30 minutes prior to CORT exposition. Following culture, cells were collected
and washed 2 times with PBS. Then, the pellet was resuspended in 300ul of Krishan
Buffer, an hypotonic fluorochrome solution (50pg/ml propidium iodine in 0.1% sodium
citrate and 0.1% Triton X-100). 10 pg of RNase was added and incubated in the dark at
37°C for 1 hour. Apoptosis was quantified by flow cytometry on a FACScan flow
cytometer (Becton-Dickinson) by measuring % cells in phase sub-G0/G1. Ten thousand

cells were analyzed for each test.

In vitro proliferation assay
For lymphocytes proliferation studies, Anti-CD3 (clone 17A2; eBioscience) coated 96-
well flat-bottom tissue culture plates were prepared by adding 100ul per well of the

diluted antibody (10 or 1 pg/ml) in PBS and by incubating the plates overnight at 4°C.



160

The plates were washed three times with PBS prior to the addition of T lymphocytes.
2x10° isolated T cells /well were cultured in complete RPMI supplemented with 10%
FCS. In another experiment, purified T cells were exposed for 30 min with either 10 pM
of the MAPK p38 inhibitor SB203580 (Sigma-Aldrich) or DMSO vehicule (Fisher
Scientific) and subsequently transferred to tissue culture plates. Cells were stimulated in
the presence or absence of 107 to 10° M CORT (Sigma-Aldrich). All cultures were
performed in triplicates, including the control groups without mitogen. Cells were
cultured for 60 hours at 37°C, with 5% CO> in a humidified incubator, all cultures were
pulsed with 1pCi/well of [PH]TdR activity specific (GE Healthcare Bio-Sciences; Baie-
d’Urfée, Quebec, Canada). Cells were harvested 12 hours later onto glass fiber filter using
a Skatron cell harvester (Skatron Instruments, Sterling, VA, USA). Radioactivity was

determined with a liquid scintillation counter (LKB Wallac).

Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) labeling

Cells were resuspended at a concentration of 10 x 10° cells/ml in a solution of PBS
supplemented with 0.5 % BSA and incubated 10 minutes at 37°C with CFSE at a final
working concentration of 5 uM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). CFSE was
subsequently neutralized by adding complete ice-cold RPMI to the cells, followed by a 5
minutes incubation on ice and washed twice with ice-cold RPMI. CFSE-labeled T cells
were cultured for 72 hours in 24-well plates with the same conditions as described
previously. CFSE labeling efficiency was measured before culture by flow cytometry.
Cells were analysed on a FACScan flow cytometer. Histogram analyses were performed

using WinMdi software by gating only live cells.
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Cytokine assays

IL-2 and IFN-y levels in culturc supcrnatants were assayed by sandwich ELISA using
paired antibodies. Bricfly, Maxisorp 96-well-flat-bottom Nunc immuno-plates (Fisher)
were coated with purified rat anti-mouse IL-2 (BD Biosciences, Mississauga, Ontario,
Canada) or purified rat anti-mouse IFN-y (BD Biosciences) and the assays were
performed according to manufacturers indications using respectively biotin rat anti-mouse
IL-2 (BD Bioscicnces) or biotin rat anti-mouse IFN-y (BD Biosciences). The final step of
the assays was performed using ABTS substrate (Sigma) and for each well, the optical
density at 405nm was determined on a Powerwave X microplate reader (Bio-Tek
instruments). The concentrations of IL-2 and IFN-y in the samples were determined by
interpolation against a standard curve produced respectively with murine recombinant IL-

2 (eBioscience) or IFN-y (eBioscience).

Western blot

5x10° cells were diluted in sample buffer, subjected to SDS-PAGE and electroblotted
onto nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA) for anti-GR (sc-1004; Santa
Cruz biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), for anti-MKP-1 (sc-370; Santa Cruz) and
anti-HSP70 and HSP90 (Stressgen Bioreagents, Ann Arbor, MI, USA) blots or PVDF
membrane (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA) for anti-phospho p38 MAPK (Biosource) and
anti-p38MAPK (sc-535; Santa Cruz Biotechnology) blots. The membranes were washed
in Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris , pH 8.0, and 150 mM NaCl) and probed
according to manufacturers indication. Specific antibody-antigen complexes were

identified using a horseradish peroxydase-labeled anti-rabbit antibody (sc-2004; Santa
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Cruz biotcchnology) or anti-mousc antibody (GE Healthcare biosciences) and ECL
Western blotting detection reagents (GE Helthcare biosciences). Membranes were
stripped and reprobed with antibody against mouse actin (A4700; Sigma-Aldrich) to

cvaluatc protein loading in cach sample.

Statistical analysis

All data are expressed as mean +/-SEM. Data were analyzed by one-way ANOVA
comparison test using the Graphpad InStat 3.05 software program (GraphPad Software,
San Diego, Ca). Differences between groups were considered statistically significant
when the probability by chance was less than 5 % (p < 0.05). All experiments were

performed in quadruplicates to confirm our results.

RESULTS

GR levels are specifically elevated in T-cells but not in total splenocytes from burn-
injured mice

A small number of studies have evaluated the role of normally secreted-GC following a
burn injury on T lymphocytes. Three of them suggested a pro-apoptotic role for GC on
thymocytes and mature T cells while Faunce et al. have shown that GC protected burned
mice from severe immune dysfunction that occurred on day 1 and 2 post-burn by
regulating IL-6 production (1-3; 41). However, these work focused on the early response
to trauma injury (24-48h) and on GC-mediated response such as increased apoptosis and
decreased IL-6 prodution but not on GR expression. On day 10 post-burn injury,
increased cell activation was noted in splenic T lymphocytes. It was previously

demonstrated that T cell activation corresponded with increased GR expression (42).
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Thercfore, we first investigated the expression of GR in total spleen cells and isolated T
lymphocytes from sham- and burn-injured mice at day 10 post-burn. While splenocytes
from both sham- and burn-injured mice showed similar GR levels (Fig. 14), GR was
highly expressed in isolated splenic T cells from burn-injured mice (Fig. 1B). To verify if
other components of the GR were modulated as well by burn injury we also measured the
levels of HSP 70 and 90 in isolated T cells. These proteins act as chaperone to GR and are
essential for the proper conformation of the inactive GR. Interestingly, while GR levels
were strongly increased following burn injury, HSPs levels were similar to control values.
This suggests that GR is specifically regulated in isolated T cells at day-10 post burn-

injury and a possible role for GCs in T cell-mediated responses following thermal injury.

Splenic T [ymphocytes from burn-injured mice are less sensitive to GC-induced apoptosis.
In order to verify if GR levels in isolated splenic T cells correlated with sensitivity to GC-
induced apoptosis, we have exposed lymphocyte to CORT concentrations ranging from
10 to 10® M for 24 hours. Apoptosis was subsequently determined by flow cytometry
using propidium iodine to evaluate cell-cycle and the % of sub-GO cells. T lymphocytes
from burn-injured mice were significantly less sensitive to GC-induced apoptosis when
exposed to 10° M CORT (Fig. 2). To investigate whether altered gene expression
expression underlies GC-induced apoptosis, we used the pharmacological inhibitor RU-
486, which is known to block the agonistic activity of the GR by competitive binding to
the ligand-binding domain (43). As expected, RU-486 prevented GC-induced apoptosis in
splenic T cells from both sham- and burn-injured mice. These results suggests that T cells

from burn-injured mice are more resistant to GC-induced apoptosis.
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Splenic T cells from burn-injured mice are highly proliferative and demonstrate
resistance to the antiproliferative effect of GC.

A previous work form our laboratory has demonstrated that on day-10 post-burn, splenic
T cells from burn-injured mice cxpressed system xC thus being independant to 2-ME
supplementation of cell-culture media (D’Elia M et al, submitted manuscript). Morcover,
anti-CD3 stimulated T cells from burn-injured mice were found to be highly proliferative
in these conditions but their sensitivity to GC was never investigated. Therefore, we
stimulated splenic T cells from sham- and burn-injured mice with either 10 (Fig. 34) or 1
uM (Fig. 3B) plate-bound anti-CD3 and exposed the cells to CORT concentration ranging
from 107 to 10” M. Stimulated T cells were more responsive when stimulated with 10
pg/ml than with 1pg/ml plate-bound anti-CD3 and splenic T cells from burn injured mice
were significantly more proliferative in all conditions with the exception of control cells
that were not stimulated. Previous experiments have reported that 107 M CORT was
sufficient to significantly decreasc T cell proliferation from normal animals (44).
Interestingly, T-cells from burn-injured mice are totally resistant to CORT anti-

proliferative effects.

GC-resistant T cells from burn-injured mice display greater cell division, less activation-
induced cell death and high levels of CD25

Based on the in vitro proliferation studies, splenic T cells from burn-injured mice
proliferate more and exhibit resistance to GC. To confirm these findings, we labeled cells
with CFSE and evaluated the cell division profile by flow cytometry (Fig. 44). Non-
stimulated cells were positive for CFSE staining but no cell division peaks were

noticeable. In contrast, anti-CD3 stimulated cells showed several peaks as fluorescence
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was divided by cach cell division. Splenic T cells from both sham- and burn-injured mice
responded to anti-CD3 stimulation (M1 marker on the histograms). However, cells that
were highly proliferative represented on the histograms by M4 and M5 markers were
found largely in burn-injured animals (19 % for burn-injured mice vs 8% for control
animals). Moreover, the exposition of stimulated cells to 107 M CORT greatly inhibited
cell division for sham-injured animals, only 2 % of the cells reached M4 and M5 markers
while having no effect on the cell division from burn-injured mice, 21 % of the cells were
found in markers M4 and M5. We wished to analyze if increased cell division correlated
with decreased activation-induced cell death or GC-induced apoptosis. Stimulated T
lymphocytes were exposed to 107 and 10® M CORT. Apoptosis was subsequently
determined. T lymphocytes from burn-injured mice were significantly less sensitive to
activation-induced cell death (Fig. 4B). In fact, while 50 % of anti-CD3 stimulated splenic
T cells from sham-injured mice exhibited fragmented DNA only 35 % of the cells from
burn-injured animals were in the same situation. Cell death was increased for both group
when cells were exposed to 107 M CORT but the difference that existed between
stimulated sham- and burn-injured splenic T cells was still present. Finally, T cell
activation leads to increased expression of the high affinity chain receptor for IL-2 (IL-
2Ra) and GC are known to inhibit IL-2R up-regulation and IL-2 production. We
determined the expression of CD25 on anti-CD3 stimulated purified T cells from sham-
and burn-injured mice cultured with or without 107 and 10® M CORT. We showed that
CD25 was highly up-regulated following anti-CD3 stimulation with over 81 % of cells
from burn-injured mice but only 64 % of cells from sham-injured animals that expressed
this chain (Fig. 4C). CORT treatment decreased CD25 expression in T cells from sham-

injured animals but had only a minor effect on burn-injured mice. Together, these results
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suggests that splenic T cells from burn-injured mice are highly proliferative, less sensitive
than control cells to CORT-induced apoptosis or CORT anti-proliferative cffect and

resistant to CORT-induced down-regulation of CD25 expression.

Anti-CD3 stimulated cells from burn-injured mice have decreased GR expression

Previous studies have reported that T cell activation lead to increased GR expression (42).
In our burn-injury model we have noted increased GR expression in fresh isolated splenic
T cells from thermally-injured mice. We next wanted to determine further GR up-
regulation following anti-CD3/CORT stimulation. GR expression was similar between
groups when cells were stimulated with 1pg/ml of anti-CD3 mAbs but were decreased in
T cells from burn-injured mice when stimulated with 10pug/ml anti-CD3 (Fig. 5). This
result suppose that total GR levels are modulated during T cell stimulation and that down-

regulation of GR may be responsible for decreased sensitivity to GC.

Anti-CD3 stimulated splenic T cells from burn-injured mice express a sustained
phosphorylation of p38 MAPK insensitive to GC.

T cell activation leads to signal transduction through MAPK proteins. It was previously
demonstrated that anti-CD3 stimulation could activate p38 MAPK in T cells (18).
Moreover, p38 MAPK was also shown to induce GC resistance through phosphorylation
of the GR (27). Conversely, GC are able to induce MKP-1 expression, a phosphatase that
inactivates p38 MAPK (34). To study p38 MAPK role in splenic T cells from burn-
injured mice, we stimulated the cells from sham- and burn-injured mice with 10pug/ml
plate-bound anti-CD3, collected them after 3 days of cell culture. To evaluate GC

influence on p38 activity, cells were exposed or not to 107 or 10® M CORT. p38 MAPK
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cxpression and phosphorylation status were assayed. Anti-CD3 stimulation induced p38
MAPK phosphorylation in cells from both groups but only T cells from burn-injured mice
showed sustained phophorylation of p38 MAPK when exposed to 107 M CORT (Fig. 6
A). On the other hand, cells from sham-injured animals were sensitive to GC as
phosphorylation levels of p38 MAPK decreased significantly (# P < 0.05) following
exposition to 107 M CORT (Fig. 6 B). Finally, MKP-1 is induced in T cells following
their activation (Fig. 6 C). However, cells from burn-injured mice failed to further up-
regulatc MKP-1 expression when exposed to CORT. These results suggest that p38
MAPK is activated in anti-CD3 stimulated T cells and that sustained phosphorylation of

p38 MAPK in CORT-treated cells from burn-injured mice contributes to GC resistance.

Pharmacological inhibition of p38 MAPK normalizes T cell proliferation from burn-
injured mice but does not restore CORT sensitivity.

To confirm a relationship between p38 MAPK phosphorylation, T cell proliferation and
CORT sensitivity. p38 MAPK activity was inhibited with 10uM SB203580, a specific
p38 MAPK inhibitor. Cells from sham- and burn-injured mice that were treated or not
with the inhibitor were stimulated with plate-bound anti-CD3 mAbs and T cell
proliferation was determined. T cell proliferation from burn-injured mice was
significantly higher than controls and insensitive to CORT anti-proliferative effect while
cell proliferation from sham-treated animals was significantly (#, P < 0.05) inhibited by
107 M CORT. T cells from burned mice treated with p38 MAPK inhibitor showed a
proliferation response significantly reduced ( ***, P < 0.001). Inhibition of p38 MAPK

did not render cells from thermally-injured mice sensitive to GC as proliferation of cells
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trcated with SB203580 was not reduced when exposed to 107 M CORT. This result
demonstrate that specific inhibition of p38 MAPK, while not restoring sensitivity to GC,
significantly reduced proliferation of splenic T cells from burn-injured mice. Cell
prolifcration was not reduced to control levels and p38 MAPK may partially account for

increased proliferation of burn-injured splenic T lymphocytes.

Pharmacological inhibition of p38 MAPK normalizes IFN-y while increasing IL-2
production in burn-injured mice

Stimulation of T cells lead to the production of cytokines such as IFN-y and IL-2. IFN-y
production in T cells is mainly controlled by signal transduction through p38 MAPK
while IL-2 is partially regulated by this kinase (23). T cell proliferation depends on
cytokine production as T cells from burn-injured mice are highly proliferative we wanted
to investigate if firstly, it was related to increased cytokine production and secondly, if
inhibition of p38 MAPK had any influence on INF-y or IL-2 production by T cells from
burn-injured mice. In order to address this, cell culture supernatants from the previous
experiment were collected and cytokine levels were measured by ELISA. As expected,
both INF-y and IL-2 levels were significantly elevated in cells from burn-injured mice
this being consistent with increased proliferation. Interestingly, production of both
cytokines was reduced significantly (#, P < 0.05) when cells from sham- and burn-injured
mice were exposed to 107 M CORT. However, p38 inhibition resulted in a significant
reduction of IFN-y production by cells from thermally-injured mice, while significantly
increasing IL-2 production in cells that were exposed to 107 M CORT. These results

suggests that T cells from burn-injured mice are mainly Thl committed as they produce
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high levels of IFN-y and that p38 MAPK inhibition normalizes IFN-y production without

inhibiting IL-2 production.

DISCUSSION

The immune suppression is defined as an inability to respond adequately to mitogenic or
antigenic challenge either in vivo or in vitro (45). Previous studies by our laboratory have
indicated that T cells were highly activated on day-10 post-burn injury and their
prolifcration in vitro was markedly elevated compared to cells from sham-injured animals
when cultivated in a media without any 2-ME supplementation (39); (D’Elia M,
Patenaude J ct al. Submitted manuscript). The stress response that follows thermal injury
influences mature peripheral T lymphocytes and on day-10 post-burn injury T cells that
are present in peripheral organs have been exposed to high CORT concentrations.
Therefore, their activity has been influenced by GC hormones. Also, it was reported that
MAPK proteins were differentially expressed following thermal injury and that p38
MAPK pathway played a role in contributing to the Thl-to-Th2 shift seen in sepsis (25;
46). This study has focused on evaluating in vitro T cell sensitivity to CORT on
lymphocytes from burn-injured mice. We hypothesize that increased in vivo T cell
activity seen in the spleen of mice on day 10 post-burn injury may lead to GC-resistance

and that p38 MAPK could be responsible for this situation.

Our results indicate that freshly isolated splenic T cells from burn-injured mice expressed
high GR levels although they were found to be significantly less sensitive to CORT-

induced apoptosis. However when stimulated, low GR expression was detected while
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cells were still less sensitive to CORT-induced apoptosis. Increased cell division in
stimulated T lymphocytes from burn-injured mice correlated with resistance to CORT
anti-proliferative effect. Moreover, CD25 up-regulation following T cell stimulation was
also resistant to CORT. Also, T cell stimulation was related to p38 MAPK activation and
sustained phosphorylation was scen even though cells were exposed to CORT. The latter
was only noted in lymphocytes from burn-injured mice. This can be caused by decreased
up-regulation of MKP-1 in activated cells cxposed to CORT. Failure to up-regulate MKP-
1 expression following GC exposition was noted in alveolar macrophages isolated from
patients with severe asthma insensitive to corticosteroid treatments (1). Increased T-cell
proliferation was rclated to high IL-2 and IFN-y production in lymphocytes from burn-
injured mice although cytokine production was sensitive to CORT. Pretreatment of cells
with the specific p38 MAPK inhibitor SB203580 resulted in a marked suppression of T
cell proliferation and IFN-y releasc in lymphocyte from burn-injured mice. Lymphocyte
signaling through p38 MAPK pathway plays a role in increased T cell activity observed
on dayl0 post-burn injury. Interestingly, GC-resistance was not related directly to
increased p38 MAPK phosphorylation because when inhibited, it did not restore complete
GC-sensitivity. Therefore it appears that alterations in the p38 MAPK pathway may
account only for a portion of the changes that contribute to increased proliferation and

indirectly to GC resistance observed in splenic T cells from burn-injured mice.

p38 MAPK activity was increased following T cell stimulation. In T lymphocytes from
burn-injured mice p38 MAPK was resistant to CORT-induced dephosphorylation. In cells

from control mice GC counteract p38 MAPK phosphorylation by inducing the MAPK
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phosphatasc 1 (MKP-1). It was demonstrated that GC increased the expression of MKP-1
in T lymphocytes which in turn inhibited p38 MAPK phosphorylation (47). In our model,
p38 MAPK inhibition reduced significantly the proliferation and IFN-y production by
splenic T cells from burn-injured mice. IFN-y is a Thl type cytokine and its expression
depends on transcription factor T-bet. GC inhibit its secretion and promote a shift toward
Th2 differentiation. Recently, it was demonstrated that the activated GR interacted

physically with T-bet which reduced its transcriptionnal activity on IFN-y promoter (48).

Another possible mechanism to explain the loss of sensitivity to GC seen in activated T
cells from burn-injured mice is the increased IL-2 production observed following anti-
CD3 stimulation. In our model, we have demonstrated that T cell proliferation correlated
with IL-2 levels but also p38 MAPK activity. Interestingly, another study has noted that T
cell proliferation in response to IL-2 was dependant partially on p38 MAPK signaling
(20). Previous works conducted on T lymphocytes have related a direct effect of IL-2 on
GC sensitivity. It was defined that IL-2 inhibited GR nuclear translocation and
transcriptional activity through a mechanism involving a direct interaction with STATS
which led to GC-resistance (28; 49). In our model, inhibition of p38 MAPK, while
decreasing IFN-y production, increased IL-2 secretion in activated T cells from burn-
injured mice. Increased IL-2 production by T cells in which p38 MAPK was inhibited is
documented in some studies (46; 50; 51). A recent work from Kogkopoulou and
collegues (52) have demonstrated that p38 MAPK inhibition led to increased ERK 1/2

activity which in turn augmented IL-2 production in activated CD4" T cells.
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In summary, we have shown that increased T cell activity seen in the spleen of burn-
injured mice on day 10 post-trauma was associated with GC resistance. T cell
proliferation, CD25 expression and p38 MAPK phosphorylation were found to be
completely resistant to CORT-induced suppression while IFN-y and IL-2 production were
CORT-sensitive. Inhibition of p38 MAPK led to decreased ccll proliferation and
normalized IFN-y production but did not restored completely GC-sensitivity. This study
is the first to demonstrate that a single event such as a thermal injury can lead to GC-
resistance and identifies p38 MAPK as potential target for pharmacological intervention
and treatment of inflammatory discase with increased cell proliferation and cytokine

production.
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LEGEND OF FIGURES

Figure 1. Effcct of burn injury on GR expression in splenocytes and isolated splenic T
cells at day-10 post-burn. 5x10° cells (4, splenocytes or B, splenic T cells) were isolated
from sham and burn-injured mice at day-10 post-burn injury, protein were extracted in
sample buffer and GR and HSPs protein levels were analysed by Western blot. For GR
analysis in splenocytes, cach lane represent cells extracted from one mice and results are
also presented as grouped values. As for splenocytes, cach lane represents an individual
and for isolated T lymphocytes, cach lane represents grouped individuals. Results are also
shown as a burn versus sham ratio. One representative of four independent experiments is

shown.

Figure 2. Isolated T cells from the spleen of burn-injured mice are less sensitive to
CORT-induced apoptosis at day 10 post-burn injury. 1x10° isolated T cells from sham
and burn-injured mice were exposed to CORT (10 to 10® M) in cell media culture for
24h. Cells were also treated with 10° M CORT in the presence or absence of 107 M RU-
486, 30 minutes prior to CORT exposition to specifically inhibit GC-induced apoptosis.
Cell apoptosis was evaluated by flow cytometry as the percent DNA content of sub-Gy.
Data represent mean values of pooled T cells +/- SEM (n = 8 mice per group; *, p < 0,05).

Data are representative of four independent experiments.

Figure 3. Stimulated splenic T cells from burn-injured mice are resistant to CORT anti-
proliferative effect. Splenic T cells from sham- and burn-injured mice were isolated at

day 10 post-burn injury. Cells were cultured (2x10° cells/well in 96-well plates) and
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stimulated with plate-bound anti-CD3 (4, 10ug/ml or B, lug/ml) for 60 hours. *H-
thymidine was added for the last 12h of cell culture. Data represent mean values of CPM
+/- SEM (n = 8 mice per group; #, p < 0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001). Data are

representative of four independent experiments.

Figure 4. Anti-CD3 stimulated splenic T cells from burn-injured mice are less sensitive
to CORT suppressive effect as shown by increased cell division cycle, lower apoptotic
ccll death and increased CD25 expression. Splenic T cells from sham- and burn-injured
mice were isolated at day 10 post-burn injury. Cells were labelled with 5 pM CFSE,
plated (2x10° cells/well in 24-well plates) and stimulated with plate-bound anti-CD3
(10pg/ml) for 72 hours. Cells were exposed to CORT (107 and 10®*M) or left untreated.
Cells werc analysed by flow cytometry and histograms were generated (A). M1 marker
represents total cell division and M2 to M5 regions represent corresponding cell division
peak. One representative out of four independent experiments is shown. Apoptosis was
evaluated by flow cytometry as the percent of DNA content sub-Gp (B). Data represent
mean values of pooled T cells +/- SEM (n = 8 mice per group; *, p < 0,05) and are
representative of four independent experiments. CD25 expression was evaluated by flow
cytometry on gated CD4" T cells (C). One representative out of four independent

experiments is shown.

Figure 5. Splenic T cells from burn-injured mice at day 10 post-burn injury express
lower levels of GR protein following anti-CD3 stimulation. Isolated T cells from sham-

and burn-injured mice were plated (2x10° cells/well in 24-well plates) and stimulated
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with anti-CD3 (1 or 10pg/ml) for 72 hours. GR levels were cvaluated by Western
blotting. Each lane represents grouped individuals and results are also expressed as a burn

versus sham ratio..

Figure 6. GC-resistant splenic T cells from burn-injured mice show sustained expression
of p38 MAPK following anti-CD3 stimulation. Isolated T cells from sham- and burn-
injured mice were plated (2x10° cells/well in 24-well plates) and stimulated with 10pg/ml
plate-bound anti-CD3 for 72 hours. Cells were left untreated or exposed to CORT (107
and 10°M). Phosphorylated and non-phosphorylated forms for p38 MAPK were
evaluated by Western blotting (4) with each lane representing grouped individuals from
sham- and burn-injured mice (» = 8 mice per group) and one out of four independent
experiment is shown. Results are also expressed as a phospho-p38 versus p38 ratio (B)
and data represents mean values of four independent experiments +/- SEM (#, p < 0,05;

*, p < 0,05). One representative blot for MKP-1 expression in T cells is showed (C).

Figure 7. p38 MAPK inhibition decreases T cell proliferation form burn-injured mice.
Splenic T cells from sham- and burn-injured mice were purified at day 10 post-burn
injury. Cells were cultured (2x10° cells/well in 96-well plates), left untreated or exposed
to p38 specific inhibitor SB203580 (10'M) for 30 minutes before stimulation with
10pg/ml plate-bound anti-CD3 for 60 hours, left untreated or exposed to CORT (107 and
10°*M). *H-thymidine was added for the last 12h of cell culture. Proliferative responses

are shown as counts per minute. Data represent mean values of CPM +/- SEM (n = 8 mice
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per group; **, p < 0,01; *** p < 0,001). Data arc representative of four independent

experiments.

Figure 8. Anti-CD3 stimulated splenic T-cells from burn-injured mice produce more
IFN-y (4) and IL-2 (B) and are less sensitive to GC inhibitory effect than control mice.
Treatment of burn-injured T cells p38 MAPK inhibitor decreased IFN-y but not IL-2
production to control levels. T cclls from sham- and burn-injured mice were harvested at
day 10 post-burn injury. Cells were cultured (2x10° cells/well in 96-well plates), left
untreated or exposed to p38 specific inhibitor SB203580 (107"M) for 30 minutes. Cells
were stimulated with 10pg/ml plate-bound anti-CD3 for 72 hours, left untreated or
exposed to CORT (107 and 10®M). Cell culture supernatants were collected and
cytokines were quantified. Data represent mean values (n = 8 mice per group; **, p <
0,01; *** p < 0,001) and (#, p < 0.05; different from anti-CD3 stimulated cells for the
same group). Data are representative of four independent experiments with three

replicates each.
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Chapitre 6 : Discussion et conclusion

La réponse de I’organisme au stress nécessite I’action de différents systémes biologiques
tels que les systémes endocrinien et immunitaire. Chez les grands brilés, cette réponsc est
caractérisée par I’augmentation soudaine de I’activité du systéme nerveux sympathique et
de ’axe HPA menant repectivement a la production de catécholamines et de GC, des
hormones dc stress. Cette adaptation évolutive permet a I’organisme de survivre au
traumatisme en initiant la cascade d’événements menant a une réponse hypermétabolique,
de favoriser le catabolisme des graisses ct des protéines ct de contrdler la réponsc
inflammatoire. Des niveaux de catécholamines et de Cort urinaire plus élevés que la
normale furent mesurés chez des patients brilés jusqu’a 100 jours post-trauma {Norbury,
Herndon, et al. 2008}. De plus, une relation existe entre la hausse des niveaux de Cort ct
la sévérité du traumatisme {Woolf 1992}. Une réponse au stress excessive ou prolongée
cntraine divers effcts indésirables tels : la perte de masse musculaire, une augmentation
de la dépense énergétique et une immunosuppression. Le systéme immunitaire est
sensible a I’action des hormones de stress. Tandis que les catécholamines exercent leur
influence via l'innervation des organes du systéme immunitaire et la présence de
récepteurs o ct B-adrénergiques sur les effecteurs de I’'immunité, les GC relachés au
niveau systémiquc modifient D’action des cellules du systéme immunitaire via
I’expression du GR chez celles-ci {Molina 2005}. Les connaissances actuelles sur le role
immunomodulateur des catécholamines et des GC suggérent une activité similaire et
immunosuppressive a forte dose. Par exemple, au niveau du thymus, une relation négative
fut observée entre la densité de I’innervation et la cellularité de I’organe, ce qui démontre

un rdle inhibiteur des catécholamines dans la thymopoiése {Leposavic, Perisic 2008}.

Plusieurs études ont fait état du lien existant entre la dysfonction des lymphocytes T chez
les grands-briilés et I’incidence de mortalité. Certaines s’intéressant a la régulation
qu’exercent les GC sur les thymocytes et lymphocytes T dans les premiéres 72 heures
suivant la brilure, d’autres vérifiant les fonctions des cellules T aprés le 7° jour post-
trauma. Toutefois, aucune n’a réussi a faire le lien entre les effets précoces des GC sur les

thymocytes et ce qui survient plus tard au niveau des lymphocytes T matures
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périphériques. Des travaux provenant de différentes équipes de recherche, dont la nétre,
ont démontré¢ que I’atrophie thymique observée au jour-1 post-briilure est directement
reli¢ d’unc part, a la production massive de GC libérés en réponse au traumatisme ct
d’autre part, a la chute des nivcaux de transcortine (CBG) qui augmente la quantité Cort
libre, biologiquement actif {D'Elia, Patenaude, et al. 2005}; {Nakanishi, Nishi, et al.
1998}; {Fukuzuka, Edwards, ct al. 2000} .

Le premier article contenu dans cette thése cherche & définir la maniére dont les GC
centrainent P’atrophic du thymus, une conséquence observée dans divers modéles de
brilure sévére. Jusqu’a présent, un consensus définit que la sensibilité des thymocytes
aux GC cst contrélée par la production systémique de Cort et les niveaux de ’hormone a
I’état libre dans la circulation sanguine. Dans celui-ci, nous démontrons que la sensibilité
des thymocytes aux GC est contrdlée au niveau intracellulaire par deux nouveaux
facteurs. D’une part, via une augmentation du GR et d’autre part, via la re-génération de
GC actifs par I’enzyme 11B-HSDI exprimée par les thymocytes. Cette premiére
obscrvation s’appuic sur le fait qu’une augmentation systémique de la production
d’hormones de stress entrainc une hausse de I’expression du GR dans divers tissus
{Spencer, Miller, et al. 1993}. De plus, un lien fut montré entre ’augmentation de
I’expression du GR chez les thymocytes et leur apoptose {Pazirandeh, Xue, et al. 2002}.
L’expression de la 11B-HSD1 au niveau des thymocytes suggére une transformation des
métabolites 11-céto tels la cortisone et le 11-DHC, qui sont biologiquement inactifs, en
cortisol/corticosterone, biologiquement actifs, et une augmentation de leurs effets sur ces
cellules. Plusieurs études avaient déja observé la présence des enzymes stéroidogéniques
au niveau du thymus, plus précisément au sein des cellules épithéliales permettant une
synthése de GC actifs a méme I’organe {Vacchio, Papadopoulos, et al. 1994}. Cette
production locale de Cort par les TEC est suffisante pour entrainer I’apoptose de
thymocytes DP CD4" CD8" selon un mécanisme impliquant le GR {Zilberman, Zafrir, et
al. 2004} . Toutefois, dans un modéle de souris surrénalectomisée, les auteurs ont observé
que la production locale de GC dans le thymus ne restaure pas I’homéostasie de I’organe.
Ainsi, seuls les GC produits par les glandes surrénales exercent un contréle sur 1’apoptose

des thymocytes {Pruett & Padgett 2004}. De plus, I’expression des enzymes
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stéroidogéniques dans le thymus ne permet qu’une trés faible synthése de GC actifs
représentant 1 :100000° de la production des glandes surrénales. Unc concentration aussi
minime n’cst pas suffisante pour exercer une signalisation via le GR {Pruett & Padgett
2004}. Dans notre modele de briillure sévére, nous confirmons la présence de la 11p-
HSD1 au niveau des TEC, sans toutefois observer un changement de son expression.
Toutcfois, nous montrons que I’enzyme est présente directement chez les thymocytes ct
surtout nous observons unc augmentation de son mRNA au jour 1 post-brilure ce qui
suggere un role dynamique de la 11B-HSD1 dans I’apoptose massive des thymocytes a ce

moment précis.

La présence de I’enzyme 11B-HSDI et son activité de régénération de GC actifs chez les
thymocytes et lymphocytes T matures avait été démontrée pour la premiére fois dans
I’étude de Zhang et collégues {Zhang, Ding, et al. 2005}. Depuis, une seconde étude a
vérifié I’expression de I’enzyme a différents stades de la maturation des thymocytes et a
restreint sa présence aux cellules de la jonction cortico-médullaire, soit les thymocytes
exprimant la chaine € du CD3 {Nuotio-Antar, Hasty, et al. 2006}. Leur activation in vitro
a ’aide d’un anti-CD3 augmente ’activité réductase de la 11B8-HSDI, ce qui soutient
I’hypothése d’un antagonisme mutuel entre les signaux émis par les GC et le TcR/CD3.
Dans notre modéle, nous avons observé que ’activité intrinséque de la 11p-HSDI était
suffisante pour permettre la conversion du DHC en Cort et ainsi entrainer ’apoptose des
thymocytes. L’utilisation d’une lignée cellulaire sensible aux GC et exprimant I’ARNm
de I’enzyme nous a permis de confirmer ce qui a été observé sur les thymocytes et de
montrer un effet additif entre le Cort généré par la 11B-HSD1 et celui provenant du milieu
extracellulaire. La lignée 267S3 (CD4"CD8'CD3") a été choisie parmi 8 lignées
cellulaires différentes dérivées de thymome murins, car elle présente une bonne
sensibilité au Cort tout en exprimant ’ARNm de la 118-HSD1. Ainsi, lorsque des
cellules 267S3 étaient exposées de maniére concomitante & une concentration non
délétére de Cort (0.01pM) et au DHC (1pM), leur niveau d’apoptose était supérieur a

celui observé chez celles traitées seulement au Cort ou au DHC.
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Les cytokines pro-inflammatoires IL-1B, TNF-a ct dans unc moindre mesure 1’IL-6,
augmentent ’expression ct I’activité réductase de la 11B-HSD1. Ceci a été démontré dans
divers types ccllulaires, mais jamais au niveau du systémc immunitaire {Chisaka,
Johnstone, et al. 2005}; {Tomlinson, Moore, et al. 2001}; {Yong, Harlow, et al. 2002};
{Sun & Myatt 2003}. Parall¢lement, les thymocytes possédent les récepteurs pour ces
trois cytokines {Suda, Murray, ct al. 1990}. Puisque la briillure sévére est une situation
exceptionnelle causant la libération massive de ces médiateurs de I’inflammation nous
voulions vérifier si cc contexte favorable augmentait I’activité réductase de la 11B-HSDI
chez les thymocytes {Drost, Burleson, et al. 1993}; {Finnerty, Herndon, et al. 2006}.
L’exposition des thymocytes a I’'une ou I’autrc de ces cytokines ne modifie pas leur
viabilité mais augmente 1’effet pro-apoptotique d’un traitement au DHC. Ceci suggére un
effet positif des cytokines pro-inflammatoires soit sur I’expression ou I’activité réductase
de la 11B-HSDI. Bien qu’unc mesure directe de I’activité de synthése de Cort par
I’expression de la 113-HSD1 chez les thymocytes n’a pas été mesurée, le protocole
expérimental actuel nous a permis de vérifier indirectement I’activité de la 113-HSD1, via
I’utilisation d’un inhibiteur spécifique de I’enzyme et la mesure de I’apoptose directement

influencée par la concentration intracellulaire en Cort.

En résumé, unc condition comme la brillure qui entraine a la fois ’activation de I’axe
HPA et une inflammation systémique, permet d’augmenter la sensibilité des thymocytes

aux GC via :

* une hausse de la synthése de GC par les glandes surrénales et de la biodisponibilité du
Cort (Cort libre) dans la circulation sanguine {D’Elia, Patenaude, et al. 2005},

* une augmentation de I’expression du GR;

= une augmentation de I’expression de la 11B-HSD1 favorisant une concentration

intracellulaire plus importante en GC actifs.

Ces résultats mettent en perspective 1’importance de la génération intracellulaire de Cort
dans le calcul de la concentration en Cort intracellulaire biologiquement actif. Ainsi, lors

de la briilure sévére, I’augmentation de la production systémique de Cort via 1’axe HPA,
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la chutc des niveaux de transcortine, 1’expression de la 118-HSD1 et I’augmentation du
GR au scin des thymocytes sont des facteurs additifs qui rendent les thymocytes plus
scnsibles aux effets liés a I’hormone. Puisqu’un changement minime de la concentration
intraccllulaire en Cort peut modifier les fonctions cellulaires, chacun des ces facteurs
cxerce une influence sur la réponse immunitaire. Malheurecusement, 1’état actuel des
connaissances ne nous permet pas d’établir I’importance singuliére de ces facteurs et des
cxpériences supplémentaires sont requises afin de vérifier ceci.

e o, CORT libre
]

Depletion Survie de thymocytes
thymocytes  cortico-résistants

cortico-
kensibles )

Thymus

Figure 21 : Modele hypothétique des événements entrainant I'atrophie thymique post-briilure. Deux
sources de GC, I'une systémique et I’autre endogéne contrdlent la concentration en Cort dans le thymus. La
britlure sévére provoque une augmentation importante de la production systémique de Cort par stimulation
de ’axe HPA. Ceci, combiné a la chute des niveaux du transporteur de I’hormone (CBG) dans la circulation
sanguine entraine une augmentation de sa biodisponibilité pour les tissus cibles. De plus, I’augmentation de
Pexpression de la 11B-11ISD1 chez les thymocytes se traduit par une hausse de la concentration
intracellulaire en Cort. L atrophie thymique serait directement reliée 4 une augmentation de la concentration
intracellulaire en Cort chez les thymocytes causée  la fois par I’importante production systémique, la chute
des niveaux de CBG et I’expression de la 11B-HSDI.

La seconde partie de cette étude s’est dirigée au jour 10 post-briilure ol nous avons
vérifié les facteurs influengant les lymphocytes T matures de la rate. Des travaux de
recherche menés dans notre laboratoire ont montré une augmentation de I’activation et de
I’apoptose des lymphocytes T CD4" de la rate de souris au jour 10 post-brilure

{Patenaude, D'Elia, et al. 2005}. La majorité des études ayant documenté les fonctions
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des ccellules T au jour 10 post-brillure ont observé une diminution de la prolifération et de
la production d’IL-2, unc augmentation de I’apoptose et unc ancrgie. Ces études menées
ex vivo comparaient les cellules isolées de souris briilées a celles de souris témoins
{Choudhry, Mao, et al. 2002}; {Choudhry, Ren, et al. 2004}; {Schwacha, Ayala, et al.
1999}, {Patenaude, D'Elia, et al. 2005}. La culturc cellulaire de lymphocytes T isolés
implique I’ajout au milicu de culture de 2-ME, qui a pour but de faciliter I’entrée de
cystéine ct de permettre la prolifération cellulaire. Cette méthode crée un environnement
idéal qui comble les besoins des lymphocytes T en molécules anti-oxydantes {Goodman
& Weigle 1977}. Toutefois, dans notre modéle d’étude, le stress oxydatif associé a la
brillure cause, a lui seul, un débalancement des fonctions des lymphocytes T {Flescher,
Tripoli, et al. 1998}. La dysfonction des lymphocytes T au jour 10 post-briilure a été
reliée a ’hyperactivité des macrophages {Schwacha 2003}. In vivo, les CPA peuvent
contrdler I’activation ct la prolifération des lymphocytes T via la génération de cystéine
lors de la présentation antigénique. Ceci suggére qu’un changement dans la production de
cystéine par les CPA ou dans les besoins intrinséques des lymphocytes T pour cet acide
aminé pourraicnt modifier leurs fonctions {Angelini, Gardella, et al. 2002}. Notre
premier objectif a donc été de comparer entre souris briilées et témoins, 1’influence du
stress oxydatif sur les lymphocytes T isolés au jour 10 post-brilure. Pour ce faire, nous
avons cultivé ces cellules in vitro dans un milieu de culture avec et sans 2-ME. Ainsi, il
nous a été possible de recréer 2 micro-environnements, a savoir, un réducteur et un
oxydatif. Nous avons stimulé les lymphocytes T et par la suite, comparé leur activation et
prolifération. Dans environnement oxydatif (sans 2-ME), la cystéine forme des
homodiméres appelés cystine. Tel que rapporté dans de précédentes études et en lien avec
I’immunosuppression documentée au jour 10 post-britlure, nous avons observé une
prolifération moins importante des cellules T isolées de souris briilées lorsque cultivées in
vitro, dans un milieu complet (avec 2-ME). Par ailleurs, puisque les lymphocytes T
n’expriment pas de systéme de transport leur permettant d’importer la cystine, nous nous
attendions a une trés faible prolifération des cellules cultivées dans ce type de milieu et
ce, pour les deux groupes {Gmunder, Eck, et al. 1991}. A notre grande surprise, nous
avons observé une prolifération importante de cellules T provenant de souris briilées.

Pour la premiére fois, nous avons démontré la prolifération in vitro de lymphocyte T
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murins dans un milicu de culturc exempt d’unc quclconque source de thiols. Pour
cxpliquer cette prolifération, nous avons observé que les lymphocytes T de souris briilés
avaient développé un mécanisme leur permettant de générer ou d’importer des thiols.
L’cxpression du systéme de transport X~ constitue pour les cellules un moyen d’importer
la cystine ct de combler leurs besoins en thiols {Bassi, Gasol, et al. 2001}. Or, le stress
oxydatif, la cysténurie ainsi que la diminution du pool de GSH sont trois conséquences de
la brilure documentées comme des facteurs augmentant I’expression de xCT, la chaine
l1égére du systéme x.- {Bannai 1984}; {Bannai, Sato, et al. 1989}; {Sato, Nomura, et al.
2004}. De plus, une récente étude a observé une augmentation de I’expression de cette
protéinc dans la rate d’un modéle de septicémie chez la souris {Taguchi, Tamba, et al.
2007}. Nos résultats montrent que les lymphocytes T de souris brilées expriment la
chainc légere XxCT et des niveaux plus élevés de la chaine lourde CD98. Grice a
I’expression de ces deux chaines (systéme x.-), les lymphocytes T de souris brilées
peuvent transporter activement la *C-cystine présente dans le milieu de culture, ce qui

mene a leur prolifération dans un milicu de culture exempt en 2-ME.

Nous avons aussi montré que I’inhibition de ce systeme de transport par la SASP,
diminue la prolifération des cellules T de souris briilées ainsi que leur production d’IL-2.
Ceci confirme que I’importation de cystine est, en partie, responsable de cet effet. En
effet, la SASP ne diminue pas complétement la prolifération des cellules T, ce qui
suggere 1’existence d’autres mécanismes, telle la thioredoxine qui permet a ces cellules
d’augmenter leur concentration en thiols intracellulaire. La thioredoxine est une enzyme
cytosolique ayant un site actif disulfide dont la sécrétion a été observée chez les
lymphocytes T activés {Iwata, Hori, et al. 1994}. La présence de thioredoxine favorise le
phénotype Thl, et la production d’IFN-y et d’IL-2 {Kang, Jang, et al. 2008}. De plus,
une augmentation des niveaux de thioredoxine a été montrée dans le sérum de patients
briilés au jour 7 et 9 post-trauma {Abdiu, Nakamura, et al. 2000}. La thioredoxine libérée
par les lymphocytes T activés permet de générer un micro-environnement réducteur
autour des cellules, ce qui favorise la présence de thiols, tels que la cystéine, utilisée alors
par les cellules T. Notre modéle pourrait expliquer 1’état d’activation des lymphocytes T

observé in vivo dans la rate de souris briilés.
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L’activation des lymphocytes T diminue leur sensibilité aux GC. Des études ont montré
que la stimulation des cellules via le TCR/CD3 active des voies de signalisation
intracellulaire impliquant les protéines MAPKs {Adcock 2000}; {Tsitoura & Rothman
2004}; {Li, Goleva, et al. 2004}. L’expression différenticlle de ces protéines a été
observée dans des études portant sur la brilure et parallélement une boucle d’inhibition
mutuelle existe entre les GC et les MAPKs {Alexander, Daniel, et al. 2004}; {Choudhry,
Ren, et al. 2004}; {Fazal, Choudhry, et al. 2005}. La réponsc au stress qui suit la briilurc
sévére influence les lymphocytes T périphériques et il est possible de croire que les
cellules présentes dans la rate au jour 10 post-brilure ont été exposées a de fortes
concentrations en Cort. Parallélement, les radicaux libres produits par la stimulation des
cellules T agissent comme messagers secondaires qui activent les voies de signalisation
des MAPKSs ct contrélent la production d’IL-2 {Tatla, Woodhead, et al. 1999}; {Devadas,
Zaritskaya, et al. 2002}. Puisque nous avions montrer que les lymphocytes T de souris
brilés s’étaient adaptés au stress oxydatif en exprimant le systéme x.-, qui favorise leur
prolifération, il devenait intéressant de vérifier si 1’état d’activation de ces cellules les
rendait moins sensible aux GC. En premier lieu, nous voulions vérifier si I’expression
basalc du GR et la sensibilité au GC des cellules non stimulées était modifiées par la
brilure sévére. Pour ce faire, nous avons isolé au jour 10 post-brilure des cellules T de la
rate de souris témoins/briilées et comparé I’expression du GR ainsi que leur viabilité
cellulaire post-exposition au Cort. Nos résultats montrent que malgré ’augmentation du
GR, les cellules de souris briillées sont moins sensibles a 1’apoptose reliée a leur
exposition au GC. Les lymphocytes T de souris briilées conservent leur résistance aux GC
post-stimulation puisqu’une viabilité plus élevée de cellules a été vérifiée lors de leur
exposition in vitro au Cort. Bien que cette différence soit de ’ordre de 15 % dans les deux
cas, il est possible de croire que ces cellules résistantes soient sélectionnées in vivo et
participent & la réponse immunitaire. Ceci est d’autant plus important dans une situation
ou le systéme immunitaire serait sollicité lors d’une infection survenant au-dela du jour
10 post-briilure et que, chacun de ces clones alors stimulés, se mette a proliférer. Pour
vérifier ce fait, nous avons par la suite stimulé et cultivé in vitro ces cellules dans les

mémes conditions qui nous ont permis de vérifier leur prolifération dans un milieu
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cxempt cn 2-ME. La baisse de sensibilité au Cort chez ces cellules a été démontrée sur
différents paramétres : induction du CD25, division cellulaire, prolifération, activation de
la p38 MAPK. Lecs lymphocytes T provenant de souris témoins montrent une
phosphorylation de la p38 MAPK conséquemment & leur stimulation, qui cst sensible a
inhibition par le GC. Tandis qu’une phosphorylation soutenue de cette protéine a été
observée chez les cellules T provenant de souris brilée. Ceci a pour effet d’augmenter la
production d’IL-2 et d’IFN-y par ces cellules et parallélement d’entrainer une résistance
aux GC. L’inhibition mutuelle de la p38 MAPK et des GC a été démontrée. La p38
MAPK inactive les GC via la phosphorylation du récepteur tandis que les GC inactivent
la p38 MAPK via I’induction de la protéine phosphatase MKP-1 {Kassel, Sancono, et al.
2001}; {Lasa, Abraham, et al. 2002 }. Dans notrc modéle, I’utilisation d’un inhibiteur
pharmacologique de la p38 MAPK (SB203580) a réduit la prolifération des cellules T de
souris brilées et normalisé leur production d’IFN-y. La production de cette cytokine
dépend du facteur de transcription T-bet. Les GC diminuent la production d’IFN-y en
agissant sur deux paramétres premiérement, en inactivant la p38 MAPK et
dcuxiémement, via une interaction cntre le GR activé et T-bet qui empéche la

transcription du géne de I’IFN-y {Liberman, Refojo, et al. 2007}.

Un autre mécanisme pour expliquer la perte de sensibilité aux GC observée chez les
lymphocytes T activés de souris brillées serait relié & leur importante production d’IL-2.
Une étude a noté que cette production était partiellement dépendante de I’activité de la
p38 MAPK {Veiopoulou, Kogopoulou, et al. 2004}. La signalisation cellulaire via le
récepteur a I’IL-2 méne a I’activation du facteur de transcription STATS. Une résistance
aux GC a été observée suite a I’interaction entre STATS et le GR, ce qui diminue son

transfert dans le noyau {Goleva, Kisich, et al. 2002} .

Dans notre mode¢le, nous avons observé que I’inhibition pharmacologique de la p38
MAPK diminuait la production d’IFN-y et augmentait parallélement la production d’IL-2.
D’ailleurs, des résultats publiés récemment ont montré que I’inhibition de la p38 MAPK
favorisait I’activation de ERK 1/2 ce qui stimulait la production d’IL-2 par les cellules T

CD4" activées {Kogkopoulou, Tzakos, et al. 2006} .
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En résumé, nos résultats montrent que ’activité intrinséque des lymphocytes T de souris
au jour 10 post-briilure est favoriséc par I’expression du systéme X.- ct cause unc
diminution de sensibilité au GC. La stimulation de ces cellules provoque une forte activité
de la p38 MAPK ce qui entraine une importante production d’IFN-y et d’IL-2 et favorise
leur prolifération. Ceci fut confirmé par des études d’inhibition de la p38 MAPK qui
démontrérent une normalisation de la prolifération et de la production d’IFN-y ainsi
qu’une restauration de la sensibilité aux GC pour ces deux paramétres. Puisque in vivo,
I’activation des cellules T est dépendante des signaux provenant des CPA, incluant la
génération de cystéine, il se peut que I’expression du systéme Xx.- par les lymphocytes T

diminue leurs besoins. La Figure 22 qui suit illustre cette hypothése.

Cellule T CD4*
activée

Figure 22 : Modeéle hypothétique représentant au jour 10 post-brilure I’augmentation du pool
intracellulaire en cystéine qui favorise Pactivité des cellules T CD4" et leur résistance aux GC. In vivo,
I’expression du systéme X.- chez les lymphocytes T permet d’abaisser leur dépendance a la cystéine
produite par les CPA et favorise leur activation. Ceci, conjugué a la cystéine libérée dans la jonction
immunitaire et 4 la stimulation du TCR par le complexe CMH-peptide sur les CPA augmente la force des
signaux d’activation dans la cellule T et par le fait méme, la phosphorylation de la protéine p38 MAPK. Il
en résulte une diminution de ’activité transcriptionnelle du GR et I’augmentation de la production d’IFN-y.
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Perspectives

La briilure sévere est un phénoméne complexe impliquant une diversité de médiatcurs et
d’événements physiologiques. Les résultats présentés dans cette thése soulévent certaines
questions qui méritcraicnt qu’on s’y intéresse. Une premiére qui demeure sans réponse :
est-ce que D’atrophic thymique résultant de 1’apoptosc massive des thymocytes qui
survient post-britlure est une conséquence du traumatisme ou un mécanisme de protection
de D’organisme visant a restrecindrc momentanément le répertoire de lymphocytes T
maturcs ? Au jour 1 post-briilure, la quantité d’antigénes du soi disponibles dans la
circulation sanguine est importante et une modification des signaux d’activation lors de la
sélection des thymocytes pourrait induire la maturation de cellules auto-réactives ou T
régulatrices. Pour vérifier ce fait, nous pourrions traiter des souris avec du RU-486, un
inhibiteur du récepteur a GC, a une concentration qui assure la survie des souris post-
brilure, mais qui empéche I’atrophie thymique. Par la suite, nous pourrions caractériser

les cellules T retrouvées en périphérie au jour 10 post-brilure.

Un autre point d’intérét serait de vérifier si I’expression de la 11B-HSDI1 chez les
thymocytes cst essentielle a I’induction de I’atrophic thymique observée lors de la britlure
sévere ? Pour ce faire, nous pourrions administrer a des souris du Magnolol, extrait de la
plante Magnolia Officinalis, qui posséde la propriété d’inhiber spécifiquement la 11f-
HSDI exprimée dans le thymus tout en n’influengant pas la concentration périphérique en
Cort {Horigome, Homma et al. 2001}. Nous pourrions par la suite vérifier comment la
brilure influence les sous-populations de thymocytes dans ces souris. Idéalement, il serait
souhaitable d’induire brilure sévére a des souris déficientes pour la 11B-HSD1 et d’ainsi
vérifier le role de la production locale de Cort dans I’atrophie thymique et 1’établissement
du répertoire de cellules T matures. Malheureusement, une plus grande susceptibilité au
choc endotoxique fut montrée chez ces animaux, ce qui laisse supposer un taux de
mortalité élevé post-brilure {Zhang & Daynes 2007}. Finalement, il serait intéressant de
vérifier I’importance de la régénération intracellulaire de GC actifs dans la sélection des
thymocytes et de comprendre son réle dans 1’établissement d’un répertoire de cellules T

matures. Pour démontrer ce fait, nous pourrions utiliser des souris « knockout » pour la
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11B-HSD1 ct montrer Iinfluence d’une modulation du Cort périphérique (3
concentrations croissantes), via I’implantation de pompe osmotique sous-cutanée, sur les
sous-populations thymiques en comparant les résultats obtenus avec des souris témoins
cxprimant la 118-HSDI1. Aussi, nous pourrions caractériser les clones sélectionnés dans

chacune dcs situations en mesurant la diversité du répertoire des chaines V.

Aussi, quelle est I’origine des lymphocytes T qui, au jour 10, développent une résistance
aux GC. Est-ce que ce sont les nouveaux émigrants du thymus sélectionnés en période de
concentration élevée de GC dans I’organisme ou plutdt les cellules matures résidantes de
la ratc au moment de la briilure et qui furent activées lors du choc initial ? Ces cellules
sont-clles issues de clones en prolifération homéostatique, un processus observé dans des
situations de lymphopéniec permettant le rétablissement temporaire du systéme
immunitaire ? Pour différencier les émigrants du thymus vs les cellules retrouvées en
périphéric nous pourrions utiliser un modele d’irradiation induisant une déplétion du
systtme immunitaire. Nous pourrions injecter & ces souris des splénocytes de souris
témoins marquées au CFSE. Aprés une courte période de récupération permettant au
thymus de retrouver une cellularité normale, ces souris seraient soumises a une briilure
sévere. Au jour 10 post-brillure, nous pourrions caractériser chez ces souris les cellules T
de la rate selon leur nature et leur fonction et différencier les clones en prolifération selon

leur provenance (thymus (CFSE -) ou résidentes de la rate (CFSE +)).

Finalement, est-ce que la présence du systéme x- est essentielle 4 1’établissement d’une
perte de sensibilité aux GC ? L’inhibition thérapeutique du systéme x.- permettrait-elle de
résoudre la sur-activation des lymphocytes T ou de restaurer leur sensibilité aux GC ?
Existe-t-il d’autres mécanismes permettant aux lymphocytes T de s’adapter au stress
oxydatif résultant de la brillure sévére ? Est-ce que I’expression de XxCT chez les
lymphocytes T CD4" de type Thl est un nouveau marqueur permettant d’associer ces
cellules aux pathologies inflammatoires ? Pour répondre a toutes ces questions nous
pourrions en premier lieu administrer du NAC a des souris brillées et vérifier le résultat
d’une normalisation des niveaux de cystéine sur I’induction de xCT et la réponse

adaptative au jour 10 post-brilure. En deuxiéme lieu, nous pourrions reprendre les
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cxpcriences présentées dans lc troisiéme article ct vérifier la sensibilité au CORT des

cellules T activées suite a I’inhibition pharmacologique du systéme X.-.

Conclusion

Le but de ce travail était en premier lieu, de déterminer les facteurs responsables de
’augmentation de la sensibilité aux GC des thymocytes observée au jour 1 post-briilure.
En dcuxiéme lieu, nous voulions vérifier si 1’état d’activation des lymphocytes T

splénique au jour 10 post-brilure modifiait leur sensibilité au Cort.

Nos résultats ont permis de montrer que :

* les cellules épithéliales du thymus et les thymocytes expriment I’enzyme 11B-HSDI1 ;

* la brilure sévére augmente ’expression de la 113-HSDI et du GR spécifiquement au
niveau des thymocytes ;

» lactivité de la 11B-HSD1 au niveau des thymocytes est augmentée par les cytokines
pro-inflammatoires ;

* les lymphocytes T de souris briilés proliférent in vitro dans un milieu pauvre en
molécules anti-oxydantes (sans 2-ME) ;

* la brilure sévére induit ’expression de XCT et augmente Dactivité de transport du
systeme X.-, ce qui permet I’entrée de cystine et favorise leur prolifération in vitro;

= la prolifération des lymphocytes T de souris briilées ainsi que la production d’IFN-y et
d’IL-2 est insensible & I’effet inhibiteur des GC;

* la baisse de sensibilité des lymphocytes T de souris briilés aux GC serait reliée a une
forte phosphorylation de la p38 MAPK et a une baisse de I’expression de la protéine
phosphatase MKP-1.

Nous pouvons conclure que la brillure sévére méne a une phase de sensibilité aux GC

visible au jour 1 chez les cellules T immatures (thymocytes) et, 10 jours plus tard, a une

phase de résistance aux GC chez les lymphocytes T matures. En premier lieu, nos

résultats suggérent que I’apoptose massive des thymocytes en réponse au stress de la



206

brillure sévere serait reliée a I’augmentation conjointe de Pactivité de la 11B-HSDI et de
I’cxpression du GR. Ce fait cst appuyé par des cxpériences menées sur des thymocytes de
souris témoins et unc lignée cellulaire de thymome 267S3 qui démontrent que
I’expression de la 11B-HSD1 augmente la conversion intracellulaire du DHC en Cort et
I’apoptosc de ces ccllules. Les cytokines pro-inflammatoires IL-6, IL-1B et TNF-a
favorisent I’activité de conversion du DHC en Cort chez les thymocytes. Ce résultat
concordc avec plusicurs études qui en firent la démonstration dans divers types
ccllulaires. Ceci suggére quc la brillure sévére provoque une augmentation de
I’expression et de I’activité de la 11B-HSDI ainsi que de I’expression du GR chez les
thymocytes. Ce facteur, combiné a la hausse des niveaux plasmatiques de Cort entraine

unc apoptosc massive des thymocytes.

A Tinverse, au jour 10 post-brilure les lymphocytes T matures développent une
résistance aux GC. Cette baisse de sensibilité serait reliée & Iactivité intrinséque de ces
cellules, a leurs besoins réduits en thiols et a I’expression de xCT. Tel que définit dans la
littérature, un milieu riche en thiols favorise la prolifération des lymphocytes T. In vivo,
les thiols sont générés dans le milieu extracellulaire par les CPA, ce qui suggére un
nivcau de contrdle supplémentaire permettant d’assurer un activation adéquate des
lymphocytes T. Dans le contexte de la brilure, plusieurs études ont démontré d’une part,
P’hyperactivation des macrophages et d’autre part, un défaut des CPA a activer
adéquatement les lymphocytes T. Parallélement, une diminution des acides aminés et une
augmentation des radicaux libres dans la circulation sanguine ont été observés. Ces deux
facteurs ménent a I’expression de xCT et a la formation d’un systéme x- actif & la surface
des lymphocytes T leur permettant d’importer directement la cystine. Ce mécanisme
constitue une adaptation de ces cellules au stress oxydatif résultant de la brilure sévére.
Nos résultats ont montré que les lymphocytes T de souris briilées diminuaient leur
dépendance aux CPA pour répondre a leurs besoins en thiols. Cela laisse supposer que
des cellules qui normalement n’auraient pu s’activer, parviennent maintenant a le faire, et
des cellules, qui en temps normal, réussissaient a s’activer adéquatement, meurent par
sur-activation (AICD). De plus, ces cellules sont moins sensibles aux GC. Leur

prolifération et la production d’IFN-y est réfractaire au contréle qu’exercent les GC via
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un mécanisme impliquant la P’activité de la p38 MAPK. /n vivo, ccla laisse supposer que
lorsqu’une infection se déclare chez un patient, ’hyperactivation des cellules T et
incapacité des GC a contrdler cette réponse sont deux facteurs favorisant le choc
inflammatoire systémique. La Figure 23 qui suit montre la relation qui existe entre la

réponsc inflammatoire et celle reliée aux GC.

Réponse Résistance aux GC
inflammatoire - A ~
infection
Glucocorticoides =1
¥
' \ pneumonie
péritonite
choc septique
/ mort
y -
Iésion
thermique
jour O jourlO

Période de récupération post-brilure

Figure 23 : Schéma de la réponse inflammatoire et des niveaux de GC dans I’organisme suivant une
brillure sévere. Le choc initial de la brilure provoque une réponse inflammatoire systémique qui est
immeédiatement suivie et contrélée par une réponse anti-inflammatoire reliée a la production massive de GC
via la stimulation de I’axe HPA. Ceci a pour effet de rétablir un équilibre visible au jour 5 post-brilure. Les
complications engendrées par I’état physiologique du patient le rendent vulnérable aux infections. Lorsque
cela se produit, ’organisme génére une réponse inflammatoire pour combattre I’ infection. Parallélement, les
niveaux de GC augmentent graduellement pour contenir cette réponse inflammatoire. Toutefois, une
résistance au GC s’est installée chez les cellules du systéme immunitaire et celles-ci ne répondent plus ou
trés peu aux GC. La réponse immunitaire s’emballe, devient non-spécifique et ce choc systémique favorise
une dégradation de I’état du patient, augmentant la morbidité et la mortalité.
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