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SOMMAIRE

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) et les catécholamines (ÇA) sont des

neurotransmetteurs du système nerveux central qui jouent le rôle de facteurs de croissance

pour une variété de types cellulaires. La 5-HT et les ÇA sont libérées en grandes quantités

dans les organes lymphoïdes et aux sites itïflammatoires où elles peuvent réguler différents

aspects de la réponse immunitaire. Leurs effets s'exercent via une interaction avec différents

récepteurs. Des études antérieures ont montré que les ÇA augmentent la prolifération des

lymphocytes B stimulés par le LPS via les récepteurs p2-adrénergiques. Par ailleurs, les

dérivés oxygénés (DO) sont des médiateurs importants de ta lutte antibactérienne, mais its

peuvent aussi diminuer la prolifération cellulaire en induisant la peroxydation lipidique. Des

études antérieures avaient montré que la 5-HT et les ÇA sont capables de piéger les DO mais

le rôle de leurs propriétés anti-oxydantes dans l'unmunomodulation est encore mal connu.

Le but de notre étude était de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires de

la régulation de la réponse immunitaire par les monoamines et le rôle de leurs propriétés anti-

oxydantes dans ces effets.

u

Dans un premier temps, nous avons comparé les effets de la 5-HT et des ÇA sur la

proliferation des lymphocytes B et avons caractérisé les récepteurs impliqués. Nos résultats

démontrent que la 5-HT augmente la prolifération des lymphocytes B de souris et de rat

stimulés par le LPS, de façon comparable aux effets observés avec les ÇA. L'effet de la 5-

HT est reproduit par des agonistes sélectifs du récepteur 5-HTiA et inhibé partiellement par

les antagonistes de ce même récepteur, ce qui suggère son implication, mais aussi

l'implication d'autres mécanismes d'action. Dans une deuxième série d'expériences, nous

avons étudié l'acdon de la 5-HT et des ÇA sur le métabolisme oxydatif des lymphocytes B.

Les résultats démontrent que la 5-HT et les ÇA diminuent de façon dépendante de la dose la

chimiluminescence dans des systèmes acellulaire et cellulaire ainsi que les taux de

malondialdehyde induits dans les blastes LPS. Ces effets sont reproduits par le 8-OH-DPAT
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(8-hydroxy-2-di-n-propylamino-tetralin), agoniste sélectif 5-HTiA, mais le propranolol,

antagoiiiste P-adrénergique/5-HTiA/lB ne renverse pas les effets de 5-HT ni ceux des ÇA.

Finalement, nous avons déterminé te rôle des propriétés anti-oxydantes des monoamines

dans leurs effets sur la prolifération des lymphocytes B. Nous avons alors comparé les effets

foncdoimels de la 5-HT et des ÇA sur la prolifération des lymphocytes B à ceux de divers

agents pharmacologiques connus comme anti-oxydants. La superoxyde dismutase, la

catalase, le mannitol et la taurine, qui sont des anti-oxydants très puissants, sont capables de

reproduire les effets mitogéniques de la 5-HT et des ÇA sur la prolifération des lymphocytes

B. Cependant, les monoamines amplifient la prolifération des lymphocytes B même en

presence de ces anti-oxydants.

Ces résultats démontrent que: l) la 5-HTjoue le rôle de facteur de croissance pour les

lymphocytes B par action sur les récepteurs 5-HTiA; ces effets sont comparables à ceux des

ÇA qui agissent sur les récepteurs pz-adrénergiques des cellules B; 2) la 5-HT et les ÇA

inhibent le stress oxydatif des lymphocytes B par interaction directe avec tes dérivés

oxygénés; 3) les propriétés anti-oxydantes de la 5-HT et des ÇA jouent un rôle relativement

mineur dans leurs effets amplificateurs sur la prolifération des lymphocytes B, alors que les

interactions ligands-récepteurs spécifiques représentent leur mécanisme d'action principal.

Ces travaux permettent de mieux comprendre les mécanismes d'action des monoamines sur

les lymphocytes B.

u
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INTRODUCTION

l. MONOAMINES BIOGÈNES ET LEURS RÉCEPTEURS

Les aminés biogènes sont un groupe de substances régulatrices qui sont largement

distribuées dans le règne animal. Les monoamines norépinéphrine (NE), épinéphrine,

dopamine (DA) et 5-HT sont généralement considérées comme des transmetteurs de signaux

entre les cellules. Cette revue va se concentrer sur ta 5-HT, la NE et I(épinéphrine ainsi que

sur leurs récepteurs respectifs.

1.1. Sérotonine

1.1.1. Historique

u

La sérotonine (5-hydroxytryptamine, 5-HT) est une aminé biogène découverte

initialement dans le tube digestif (entéramine ou aminé intestinale) (Vialli et Erspamer, 1933)

et identifiée ensuite en 1948 (Rapport et coll., 1948) comme étant une substance

vasoconstrictrice présente dans le sérum, dtoù le nom de "sérotonine". Ce n'est qu'ensuite

qu'on l'a découverte dans le système nerveux central (SNC) et que son rôle de

neurotransmetteur (NT) a été démontré, de même que son rôle d'honnone locale dans le

système vasculaire pénphérique. Très vite, la démonstration de l'hétérogénéité de la

distribution de la 5-HT au mveau cérébral a conduit à suggérer que cette aminé y jouait le rôle

de neuromédiateur. Il est aujourd'hui clairement établi que les neurones qui synthétisent et

libèrent la 5-HT participent au contrôle de nombreuses fonctions centrales telles que le

rythme veille/sommeil, la prise alimentaire et la thennorégulation. De plus, des altérations de

la transmission sérotoninergique centrale sont associées à diverses affections psychiatriques

efc^ou neurologiques en particulier la dépression, l'anxiété et les démences y compris la

maladie d'Alzheimer.



4

0 1.1.2. Distribution

La 5-HT existe en concentration élevée à trois niveaux différents: (i) dans la paroi de

l'intestin: 90% de la quantité totale corporelle se trouve dans les cellules entérochromaffines ,

surtout au niveau de l'estomac et de l'intestin. Il y a aussi de la 5-HT dans les cellules

nerveuses des ptexus mésentériques où eïle joue un rôle de NT stimulant; (ii) dans le sang: ta

5-HT est présente en concentrations élevées dans les plaquettes où elle s'accumule par un

mécanisme de transport actif et est libérée lors de l'agrégation plaquettaire au site de lésion

tissulaire; (iii) dans le SNC, où la 5-HT joue un rôle de NT et de neuromodulateur

(Essmann, 1978). Par ailleurs, la 5-HT est présente aussi dans les cellules du système

immunitaire (SI) et elle y joue le rôle de facteur de croissance et d'immunomodulateur.

1.1.3. Synthèse et métabolisme

La biosynthèse de la 5-HT se fait selon un schéma similaire à celui de la

norépinephrine (NE) mais l'acide aminé précurseur est le tryptophane (plutôt que la tyrosine)

comme indiqué ci-apres. Le tryptophane est converti en 5-hydroxytryptophane (dans les

cellutes chromaffines et tes neurones, pas dans tes plaquettes) sous l'action de ta tryptophane

hydroxylase. Le 5-hydroxytryptophane est ensuite décarboxylé en 5-HT par une

décarboxylase non spécifique.

u

La 5-HT libérée au niveau de la fente synapdque peut agir, selon un mode paracrine,

sur des récepteurs situés à distance des sites de libération, mais elle est le plus souvent

rapidement recaptée par le neurone pré-synaptique par un mécanisme de capture à haute

affinité. Par ailleurs, les plaquettes se chargent en 5-iïT lors de leur passage dans ta

circulation intestinale où la concentration locale est élevée. La recapture de la 5-HT par les

terminaisons sérotoninergiques du SNC se fait par l'intermédiaire d'un transporteur

spécifique associé à une ATPase dépendante du Na+/K+ qui est la cible de nombreux
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antidépresseurs (Gonzalez-Herydrich et Peroutka, 1990). Ce processus permet de limiter et

de terminer l'action de la 5-HT en réduisant la quantité de neurotransmetteur présent au

mveau de la synapse.

L-Tryptophane

Tryptophme-5-hydroxylase

L-5-Hydrotryptophane (5-HTTP)

L-amino-acîde aromatique decarboxylcise

5-Hydroxytryptamine (5-HT)

Monoamine oxydase(MAO)

5-Hydroxyindoleacetaldehyde

Aldéhyde deshydrogenase

Acide 5-Hydroxyindoleacétique (5-PîIAA)

Figure 1: Voie de synthèse de la sérotonine.

La dégradadon de la 5-HT se fait essentiellement par desaminadon oxydadve,

catalysée par une monoamine oxydase et fonnation d'un aldéhyde (cf. ci-dessus). Il y a

ensuite oxydation en acide 5-hydroxyindoleacétique (5-HIAA). Ce dernier est excrété dans

l'urine où son dosage est le reflet de la production corporelle de 5-HT. Une partie de la 5-

HT est methylée sur le OH avec fonnation de 5-methoxytryptamine.

1.2. Récepteurs sérotoninergiques

u

Les hormones et les NT initient leurs actions biologiques par interaction avec des

récepteurs sur ou dans la cellule. De ces récepteurs membranaires, nombreux sont ceux qui

sont couplés à des effecteurs spécifiques par l'intermédiaire de protéines de couplage. Ces

dernières sont coimues sous le nom de protéines G du fait qu'elles tient et hydrolysent les
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nucléotides guanylés GTP. La mise en évidence de plusieurs types de récepteurs de la 5-HT

date de 1957. Gaddum et Picarelli ont à l'époque démontré l'existence de deux catégories de

récepteurs fonctioimels de la 5-IiT (récepteurs périphériques) dans l'iléon isolé de cobaye

(Gaddum et Picarelli, 1957): les récepteurs M antagonises par la Morphine, et les récepteurs

D antagonises par la Dibeiizyline.

0

Cette classification fonctionnelle s'est rapidement révélée insuffisante pour expliquer

la diversité d'acdon de la 5-HT. Grâce aux techniques de liaison utilisant des molécules

marquées, on a pu ensuite définir deux types de récepteurs centraux, les récepteurs 5-ITTi et

5-HT2. Depuis, les recherches ont progressé par bonds, suivant en cela la synthèse de

nouvelles molécules, l'avènement de nouvelles techniques biochimiques, anatomiques,

éléctrophysiologiques et les progrès de la biologie moléculaire qui ont ensuite révélé

l'extrême diversité des récepteurs à la 5-HT. La sérotonine détient certainement le record

puisqu'elle active, actuellement, 16 récepteurs différents. On démontre l'existence d'au

moins 7 fainilles de récepteurs eux-mêmes divisés en sous-types, qui diffèrent tant par leurs

caractéristiques phannacologiques que moléculaires ou fonctioimelles. Les dernières

classifications de sous-types de récepteurs prennent en considération à la fois le profil

phannacologique, te couplage à des seconds messagers mais aussi la séquence en acide

aminé déterminés par clonage (Humphrey et coll., 1993). En effet, les techniques de clonage

des récepteurs ont identifié non seulement des récepteurs qui ont déjà été caractérisés d'un

point de vue pharmacologique mais aussi de nouveaux sous-types dont l'existence n'avait

pas été révélée par les techniques classiques. Un grand nombre de publications ont fait le

point sur les récepteurs de la 5-HT, leur biologie moléculaire et leur classification (Hoyer et

Martin, 1997; Leonard, 1996; Boess et Martin, 1994; Hoyer et coll., 1994; Peroutka et

Howell, 1994). La 5-HT agit sur des récepteurs qui constituent un canal ionique (récepteur

5-HT3), ou bien sur des récepteurs de la superfamilte des récepteurs couplés aux protéines

G. Ceux-ci sont actuellement au nombre de 14 au moins, et désignés comme suit: 5-HTiA,

5-HTiB, 5-HTiDa, 5-HTiDp, 5-htiE, 5-htip, 5-HTiiike, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-
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HT4, 5-ht5A, 5-ht5B, 5-htô et 5-HT7 (Hoyer et Martin, 1997; Leonard, 1996; Boess et

Martin, 1994; Hoyer et coll., 1994). La convention des lettres minuscules ht indique que ces

récepteurs sont clones mais ne sont pas endogènes et ne remplissent pas de rôle

physiologique connu tel l'induction d'ime enzyme, la modulation d'ime conductance ionique

ou la contraction du muscle lisse.

1.2.1. Récepteurs 5-HT^

Il s'agit d'une famille de récepteurs couplés négadvement à l'adénylate cyclase (AC).

Ils sont caractérisés par une haute affinité pour la 5-HT (généralement de l'ordre du nM) et

par leur degré élevé d'homologie (> 60% dans les domaines transmembranaires). Ils ne

contiennent pas tfintrons dans leur séquence de codage. C'est une famitîe hétérogène

comprenant au moins 5 sous-types, tous clones, étiquetés de A à F, ayant des propriétés

pharmacologiques et des distributions régionales distinctes dans le SNC et en périphérie.

Les effets neuronaux qui résultent de leur stimulation sont surtout inhibiteurs, et s'exercent

au niveau pré- ou post-synaptique. Dans le tableau l, les récepteurs 5-HTic n'ont pas été

inclus étant donné qu'on les classe actuellement dans la famille des récepteurs 5-HT2.

1.2 J.l. Récepteurs 5-HTjA

l.2.1.1.1. Structure

0

Le premier gène d'un récepteur de la 5-HT à avoir été clone est celui du récepteur 5-

HTiA humain (Fargin et coll., 1989; Kobilka et coll., 1987). Il est surtout exprimé au

niveau du cerveau, de la rate et des reins (Fargin et coll., 1989; Kobilka et coll., 1987). La

sequence du gène de récepteur 5-HTiA (figure 2) présente une forte homologie avec cette du

récepteur p-adrénergique (PAR), ce qui pourrait expliquer la grande affimté de certains

antagonistes adrénergiques pour ce récepteur. D'ailleurs, ce récepteur a été clone à partir
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d'une sonde P2ÂR (Kobilka et coll., 1987). Ces deux récepteurs présentent une forte

homologie au niveau du 6ème domaine transmembranaire et ont en commun 20 acide aminé

sur 25. De plus, les gènes encodant ces deux récepteurs sont également dépourvus

d'introns. Le gène du récepteur 5-HTiA humain est localisé sur le chromosome 5.

Tableau 1: Principales caractéristiques des récepteurs 5-HTj^

Sous-types 5-HTiA 5-HTiB l 5-HTiDa.B l 5-htiE 5-htiF
Ancienne

appellation

5-HTiDp 5-HTlDa 5-HTiEa 5-HTlEp
5-HTô

Second

messager

(-) AMPc

(+) Canal K+

(-) Canal Ca2+

(+) IPs/DAG

(-) AMPc (-)AMPc (-)AMPc (-)AMPc

Agonistes
sélectifs

R-8-OHDPAT

8-OH-DPAT

CP93J29

L694247
Sumatriptan BRL54443 LY334370

BRL54443

Antagonistes
sélectifs

WAY100635

ou

(+)WAY100135:.*

GR55562

SB224289

BRL15572

Applications

thérapeutiques

Aiudété

Depression
Troubles du

sommeil

Depression Migraine

Douleur

Obésité

Anorexie

7 ?

-: inhibition; +: sdmulation; * ancienne désignadon.

1.2.1.1.2. Caractérisation

0

Il s'agit d'un sous-type particulièrement important caractérisé inidalement par un

agoniste sélectif, le 8-OH-DPAT, puis par d'autres agonistes plus ou moins sélectifs. C'est
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Modèle du récepteur 5-HTi^ de souris
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Figure 2: Représentation schématique du récepteur 5-HT^, d'après Charest et coll., 1994

0
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une protéine de 421-422 acide aminé (selon les espèces) présentant trois sites de

glycosylation et trois sites de phosphorylation (Raymond et coll., 1999). Exprimé dans

diverses lignées cellulaires, le récepteur 5-HTiA présente les mêmes caractéristiques

pharmacologiques que celles du récepteur "naturel" dans les membranes cérébrales. La

stimulation du récepteur dans les cellules transfectées conduit à une inhibition de l'activité AC

comme dans le tissu cérébral (De Vivo et Maayani, 1986) ou à une stimulation de l'AC

(Shenker et coll., 1985). Cependant, dans certaines lignées cellulaires, le récepteur 5-HTiA

peut être couplé à la phospholipase C (PLC) (Albert et coll., 1996; Liu et Albert., 1991;

Fargin et coll., 1989), à l'ouverturc d'une conductance potassique (Andrade et Nicoll,

1986), à la fermeture des canaux calciques (Peimington et Kelley, 1990) ou dans le cas des

cellules CHO à l'inhibition des canaux anioniques de haute conductance via Gia-z ou Gia3.

La signification potentielle de cette inhibidon reste inconnue. Cependant, ces canaux

anioniques semblent jouer un rôle important dans la régulation du volume cellulaire et le

maintien du potentiel membranaire (Mangel et coll., 1993). Par ailleurs, le récepteur 5-HTiA

induit aussi la stimulation d'un échangeur Na+/H+ et d'une Na+/K+ ATPase ce qui suggère

son rôle dans la régulation du volume cellulaire. Dans les cellules prostadques de rat, le

récepteur 5-HTiA endogène a été montré capable d'iiihiber l'activité AC tout en stimulant

l'oxyde nitrique synthase (Carmena et coll., 1998).

l.2.1.1.3. Distribution

0

On trouve les récepteurs 5-HTiA cérébraux dans les stmctures limbiques comme

l'hippocampe, le septum, les amygdales, et le cortex frontal qui jouent un rôle clé dans le

contrôle de l'humeur et des émotions. Dans le système limbique, les récepteurs 5-HTiA ont

une tocatisadon post-synaptique; leur sdmutation entraîne une diminution de l'activité

neuronale avec des conséquences peu claires. Le buspirone et l'ipsapirone se comportent

comme des agonistes partiels dans ce modèle. Une autre région qui contient une forte densité

à la fois de récepteurs 5-HTiA et d'ARNm correspondant est constituée par les noyaux



0

11

antérieurs du raphé (dorsal et médian) où les récepteurs sont situés à la surface des somas et

des dendrites des neurones 5-HT (récepteurs somatodendritiques). La stimulation de ces

autorécepteurs (car ils sont reconnus par le neuromédiateur synthétisé dans les neurones qui

les expriment) par les agonistes 5-HTiA (buspirone, ipsapirone) réduit l'activité électrique de

la cellule sérotoninergique. Le buspirone se comporte comme un agomste total dans ce

système. En périphérie, ce récepteur est exprimé dans les tissus lymphoïdes (thymus, rate et

ganglions lymphatiques), lïntestin, le muscle et le rein (Kobilka et coll., 1987) où il semble

être impliqué surtout dans des mécanismes de croissance cellulaire.

7.2.7.2. Récepteurs S-HTjB et 5-HTio

Les récepteurs 5-HTiB et 5-HTio sont considérés comme des récepteurs

"semblables" mais présents dans des espèces différentes. Les récepteurs 5-HTia ont été

localises dans le SNC de rat, de souris, de hamster, les récepteurs 5-HTiD ayant été

observes dans te SNC de l'homme, du chien, du cobaye, avec la même distribution. Leur

stimulation déclenche un frein qui se traduit par une diminution de la libération de la 5-HT

(Hoyer et coll., 1994).

1.2.1.2.1. Structure

u

Les récepteurs 5-HTig de rat et les 2 isoformes a et R du récepteur 5-FTTiD de

l'hoinme ont été clones, ce qui a permis de confirmer que l'équivalent humain du récepteur 5-

HTiB du rat est le récepteur 5-HTiDp. Un seul acide aminé est responsable des différences

pharmacologiques entre tes deux récepteurs, ils correspondent à des homologues entre

espèces. Le gène du récepteur 5-HTiDa est localisé sur le chromosome l et encode pour une

protéine de 377 acide aminé. Le gène du récepteur 5-HTiDp est localisé sur le chromosome

6 (Hoyer et coll., 1994).
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1.2.1.2.2. Caractérisation

Les propriétés phannacologiques, biochimiques et physiologiques de ces récepteurs

sont moins bien connues que celles des récepteurs 5-HTiA. Ces récepteurs sont caractérisés

par une affinité de l'ordre du nanomolaire pour la 5-carboxamidotryptamine (5-CT) mais une

affinité de Itordre du micromotaire (^M) pour te 8-OH-DPAT. II n'y a pas de ligand sélectif

qui distingue les sites 5-HTis par rapport aux sites 5-HTiD. Toutefois, certains antagonistes

P adrénergiques (propranolol, pindolol, cyanopindolol) ont une affinité plus grande pour les

récepteurs 5-HTia que pour les récepteurs 5-HTiD. Inversement, un agoniste, le

sumatriptan un nouveau composé anti-migraineux, présente une certaine sélectivité pour les

sites 5-HTiD car son affinité est 10 à 20 fois supérieure pour ces sites que pour les 5-HTiB.

D'autres ligands permettent, cependant, de les distinguer. C'est notamment le cas de

l'agoniste CP93,129 qui ne reconnaît que le type 5-HTis. Ce dernier est une protéine de

390 acide aminé avec des sites de phosphorylation, deux sites de glycosylation à l'extrémité

C terminale qui peut être palmitoylée. L'activation du récepteur 5-HTiD induit aussi une

iiAibidon de l'AC ou une mobilisation du Ca2+ intracellulaire selon la lignée cellulaire où il

est exprimé (Zgombick et coll., 1993).

l.2. l.2.3. Distribution

0

La distribution des récepteurs 5-HTiB/iD ne correspond pas du tout à celle de leurs

ARNm. Ainsi, l'hybridation in situ montre que les ARNm encodant ces deux récepteurs

sont abondants dans le striatum alors que c'est au niveau de la substance noire et du globus

pallidus que l'on trouve les plus fortes concentrations de sites de liaison 5-HTiB et 5-HTiD.

Ces récepteurs sont localisés dans les noyaux gris centraux, le subiculum dorsal, le cervelet

et dans toutes les régions où les récepteurs 5-HTiA ont été localisés (y compris le raphé

dorsal). Dans la substance noire, les récepteurs 5-HTio sont en partie situés sur les

afférences striâtes et en partie sur les terminaisons corticales en tant qu'hétérorécepteurs. Les
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récepteurs 5-HTiB ont été localisés sur les terminaisons des neurones sérotoninergiques où

ils jouent le rôle d'autorécepteurs pré-synaptiques homologues dans un système de

rétrocontrôle négatif qu'exerce la 5-HT sur sa propre libération. On en trouve également sur

les tenninaisons de neurones dopaminergiques, noradrénergiques, cholinergiques,

glutaminergiques où ils contrôlent la libération du NT, que ce soit l'acétylcholine ou l'acide

glutamique dans le SNC ou la NE à la périphérie (terminaisons sympathiques). On trouve

aussi des récepteurs 5-HTio dans la paroi des artères intracrâniennes. Leur stimulation

provoque une vasoconstriction (Boess et coll., 1994; Hoy er et coll., 1994).

1.2.1.3. Récepteurs 5-ht IE

Ce sont des sites caractérisés par une faible affimté pour la 5-CT et le sumatriptan.

Ils sont présents dans le SNC de différents mammifères (dont l'Homme). On observe une

densité élevée dans le noyau caudé et le putamen. Le clonage a montré que ces récepteurs

possèdent un plus grand degré d'homologie avec les récepteurs 5-HTFiDa/p (64%) que les

autres récepteurs 5-HT. Leur profil pharmacologique est le suivant (en ordre d'affinité

décroissante): 5-HT > méthysergide > ergotamine > sumatriptan > spipérone. C'est une

protéine de 365 acide aminé avec 7 passages transmembranaires et deux sites de

glycosylation dans la partie amino-terminale. Le 3ème domaine cytoplasmique contient 90

acide aminé, un site de phosphorylation par la PKA, 5 sites pour la PKC et 3 autres pour la

caséine kinase II. La stimulation de ce récepteur contrôle négativement l'activité de l'AC

(Boess et coll., 1994; Gonzalez et coll., 1990).

1.2.1.4. Récepteurs 5-ht ip aussi appelés 5-HTiEp

u

Ces récepteurs sont aussi caractérisés par une faible affinité pour la 5-CT. Le clonage

de ce type de récepteurs a été réalisé au niveau du SNC de la souris, de l'homme et du rat.

Leur profil pharmacologique est le suivant (par ordre décroissant d'affinité): 5-HT >
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sumatnptan > méthysergide > yohimbine > ergotamine. Le gène de ce récepteur encode pour

une protéine de 366 acide aminé qui possède plusieurs sites de phosphorylation par la PKC

(trois) et par la calmoduline kinase (deux) dans la 3ème boucle cytoplasinique. Ils sont

distribués dans le SNC humain (hippocampe, cortex frontal, noyau raphé dorsal) et à la

périphérie (mésentères et utérus) (Hoyer et coll., 1994).

1.2.2. Récepteurs 5-HT'»

Ce sont les récepteurs correspondant aux récepteurs D de la classification de Gaddum

et Picarelli (1957). Ils ont une distribution plus importante à la périphérie que dans le SNC.

Leur stimulation active une PLC qui catalyse l'hydrolyse du PIP2. Les agonistes des

récepteurs 5-HÏ2 induisent donc Itaccumulation dlPs et de DAG qui mobilisent te Ca2+

intracellulaire. Ils provoquent une dépolarisation neuronale suite à la fenneture des canaux

potassiques. On distingue actuellement 3 sous-types de récepteurs 5-HT2: 5-HT2A, 5-HT2B

et 5-HT2C (tableau 2). Chacun a été clone et, contrairement aux récepteurs 5-HTi, les gènes

du récepteur 5-HT2 possèdent des introns et des exons. Ils diffèrent essentiellement par des

différences d'affinité des ligands (antagonistes) et leur affimté pour le ligand endogène est

d'environ mille fois plus faible que celle des récepteurs 5-HTi (Baxter et coll., 1995; Hamon

et Gozlan, 1993). Le récepteur 5-HT2A est la nouvelle appellation du récepteur 5-HT2. Le

récepteur 5-HT2C est la nouvelle appellation du récepteur 5-HTic. Le récepteur 5-HT2B est

le récepteur le plus récemment clone (parfois appelé 5-HT2F ou SRL c'est-à-dire "serotonin

like receptors"),

7.2.2.7. Récepteurs 5-HT2A

0
l .2.2.1.1. Caractérisation

De nombreuses substances sont des antagonistes des récepteurs 5-HT2A avec une
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haute affinité. Les plus sélectifs sont la kétansérine et la pirenpérone. On possède moins

d'informations sur les agonistes suivants: a-méthyl-5-hydroxytryptamine (a-CHs-S-HT), 1-

(2,5-dimethixy-4-iodophenyl)-2-amino propane (DOI) et LSD (propriétés hallucinogènes).

C'est une protéine de 471 acide aminé avec 7 passages transmembranaires clonée à partir de

S-HTzc avec lequel elle présente une homologie de structure, un même profil

phannacologique et un même signal de transduction. Chez le rat et l'humain, les 5 sites de

gtycosylation au niveau N terminât sont conservés, ainsi qu'une cystéine dans la région C

tenninale essentielle à l'activité du récepteur (Buck et coll., 1991), et 11 résidus

serine/thrconine qui sont des cibles possibles pour la phosphorylation.

Tableau 2: Principales caractéristiques des récepteurs 5-HT?

Sous-types 5-HT2A 5-HT2B 5-HT2C

Ancienne appellation D/5-HT2 5-HT2F 5-HTic

Second messager PLC, IPs/DAG | PLC, IPs/DAG | PLC, IPs/DAG

Agonistes sélectifs a-CH3-5-HT a-CH3-5-HT

BW723C86

a-CH3-5-HT

Antagonistes sélectifs Kétansérine

MDL100907

SB204741

LY53857

Methysergide

SB242084

Applications

thérapeutiques

Hypertension

Anorexie

Depression

Anorexie

Anxiété

Migraine

1.2.2.1.2. Distribution

0
Ce sont des récepteurs largement distribués à la périphérie où leur stimulation est

responsable de la contraction de nombreux muscles lisses: bronches, utérus, muscle lisse de

la vessie et intestin de cobaye. Ils sont aussi responsables de l'agrégation plaquettaire et de



0

16

l'augmentation de la pennéabilité des capillaires induite par la 5-HT. Au niveau du SNC, ils

sont présents dans toutes les espèces animales, principalement dans les cortex frontal et

préfrontal. Leur répartition majoritaire au sein des couches recevant des afférences

thalamiques spécifiques laisse supposer un rôle possible de ces récepteurs dans la moduladon

thalamo-corticale. Leur localisation est uniquement post-synaptique. Leur fonctionnement

est altéré par dénervation des systèmes noradrénergiques, l'administration d'agonistes pAR

et d'agonistes des récepteurs GABÂB (baclophen). Il y aurait des récepteurs 5-HT2 sur les

neurones GABA ou à somatostatine du néocortex (Hoyer et coll., 1994).

1.2.2.2. Récepteurs 5-HT2B ou "serotonin like receptors", SRL

C'est le nouveau membre de cette famille. Il a été clone et identifié comme

appartenant au sous-type 5-HT2. On connaît mal sa distribution. Outre l'estomac de rat, il

est aussi présent dans l'intestin, le coeur, les reins, les poumons, les vaisseaux sanguins et le

muscle tisse mais peu dans te SNC (Boess et coll., 1994).

1.2.2.2.1. Caractérisadon

L'ordre de puissance décroissant suivant a été décrit pour les agonistes: 5-HT = a-

CH3-5-HT > 5-CT > quipazine > sumatriptan > 8-OH-DPAT et pour les antagonistes:

rauwolscine = yohimbine > pizotifène > imansérine > pirenpérone. Il présente une similitude

de séquence, des profits pharmacotogiques identiques et un même signât de fransduction que

5-HT2A et 5-HT2C ce qui justifie sa classification dans la famille des récepteurs 5-HT2

(Hoyer et coll., 1997).

0

1.2.2.3. Récepteurs S-HT^c (anciennement 5-HTjc)

Le clonage du gène encodant le récepteur 5-HT2C a montré qu'il avait peu
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d'homologie (40% dans les domaines transmembranaires) avec celui des récepteurs 5-PTTiA

et 5-HTiB/lD- Ainsi, et malgré leur affinité de l'ordre du nanomolaire pour la 5-HT, il est

apparu que les récepteurs 5-HTic ont des propriétés proches des récepteurs 5-1TT2. Les

experiences de clonage ont montré une homologie de séquence de 78% pour les récepteurs 5-

HT l C et 5-HÏ2 dans leurs domaines transmembranaires. Par ailleurs, le gène du récepteur

5-HTic comporte des introns comme celui du récepteur S-HTzc- La nouvelle appellation du

récepteur 5-HT2C est donc actuellement adinise. La répartition de ce récepteur est assez

diffuse dans le SNC (noyaux de raphé, hippocampe, substance noire, locus caeruleus,

moelle épinière) avec un enrichissement dans les plexus choroïdiens. La localisation est

essentiellement post-synaptique. Il n'y a pas de molécules vraiment sélectives pour ce type

de récepteurs, ce qui limite tes hypothèses quant à son rôîe fonctionnel. Étant donné sa

grande siimlitude de structure avec le récepteur 5-HT2A» l'a-CH3-5-HT et le DOI sont

également des agonistes puissants sur ce type de récepteur. Les antagomstes kétansérine,

cinasérine, pircnpérone sont également actifs sur le récepteur S-HTzc bien qu'ils aient une

certaine sélectivité pour le récepteur 5-HT2A. On a attribué im rôle aux récepteurs 5-HT2C

dans la locomotion, le comportement alimentaire, la libération d'honnones adrénocorticales,

l'anxiété, les troubles obsessionnels compulsifs (TOC) et la migraine (Hoyer et coll., 1997;

1994).

1.2.3. Récepteurs 5-HT^

1.2.3.1. Structure

(_)

À côté de la grande diversité des récepteurs de la 5-HT couplés aux protéines G, on

n'a identifié jusqu'à présent qu'un seul "récepteur-canal ionique" pour ce neuromédiateur

(Yakel et coll., 1990). Il s'agit du récepteur 5-HT3 dont la stimulation entraîne l'ouverture

dtun canal ionique non sétecdf pour différents cations et donc distinct des autres drun point

de vue structural et fonctionnel. Il est notamment perméable aux ions sodium (Na+),
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potassium (K+) et calcium (Ca2+). L'ouverture de ce récepteur canal conduit à une

dépolarisation neuronale très rapide.

1.2.3.2. Caractérisation

Ces récepteurs possèdent une affimté de l'ordre du micromolaire pour la 5-HT et

d'autres agonistes relativement sélectifs (2-CH3-5-HT, phénylbiguanide) et une affinité de

l'ordre du nanomolaire pour des antagonistes comme l'ondansétron, le granisétron, le

tropisétron. La région amino-temiinale contient plusieurs sites de gtycosytation et deux

cystéines qui semblent former un pont disulfure (Hoyer et coll., 1997; Boess et coll., 1994).

1.2.3.3. Distribution

0

Ils ont été initialement mis en évidence dans le SN périphérique où ils induisent les

effets excitateurs de la 5-HT dans les neurones entériques. Ce sont l'équivalent des

récepteurs M de la classification de Gaddum et Picarelli (1957). Ils sont également présents

dans les terminaisons sensorielles et les tenninaisons afférentes parasympathiques. Dans te

SNC, les récepteurs 5-HT3 sont présents dans certains noyaux bulbaires (noyau du faisceau

solitaire, noyau dorsal du vague ); dans le système limbique (amygdales, hippocampe) et

dans les couches superficielles de la come dorsale de la moelle. La densité des récepteurs 5-

HÏ3 cérébraux est beaucoup plus faible (10 fois ixiférieure) que celles des autres récepteurs

de la 5-HT. Dans le noyau du faisceau solitaire, les sites 5-HTs sont situés sur des

afférences vagales et dans les cornes dorsales de la moelle, ils sont localisés en position pré-

synaptiques (sur les fibres sensibles à la capsaïcine). Quoiqu'il en soit, il semble que cette

localisation soit en relation avec la capacité des ligands des récepteurs 5-HT3 à moduler ta

liberation de nombreux NT tel que la dopamine (DA) dans le SNC (et aussi à la périphérie)

(Blandina et coll., 1988).



19

0
1.2.3.4. Aoulications théraDeutiaues

En périphérie, la stimulation des récepteurs 5-HT3 neuronaux (SN autonome ou

neurones nociceptifs) entraîne une dépolarisation et la libéradon de différents NT. D'un

point de vue fonctionnel, il peut en résulter une inhibition cardiaque, une vasodilatadon, de la

douleur ou un réflexe de vomissement. Les récepteurs 5-HÏ3 ont été impliqués dans ta

douleur inflammatoire viscérale, certains types de bradycardie, la motricité gastro-intestinale

et les réflexes vasomoteurs. Au niveau central, les récepteurs 5-HT3 seraient également

impliqués dans la facilitation de la libération pré-synaptique de la 5-HT et la modulation de la

liberation d'autres NT tels que la dopamine, l'acétylcholine, le GABA et la NE. En outre,

étant donné la multiplicité des voies neuronales sérotoninergiques au niveau central, les

antagonistes ont des potentialités thérapeutiques dans le domaine des troubles cognidfs (perte

de mémoire), de l'anxiété, des psychoses, de la dépendance vis-à-vis des drogues (éthanol,

cocaïne) et certains types de douleurs inflammatoires (Gyermerk, 1995; Greenshaw, 1993).

1.2.4. Récepteurs 5-HT^

Récemment clone, ce type de récepteurs a d'abord été caractérisé dans le SNC comme

un récepteur couplé positivement à l'AC avec un profil phannacologique inhabituel. Il a

ensuite été identifié dans le tractus digestif, le coeur et la vessie (Eglen et coll., 1995;

Bockaert et coll., 1992).

1.2.4.1. Caractérisation

0

L'affinité de ce récepteur pour le ligand endogène est environ mille fois plus faible

que celle des récepteurs 5-HTi. Ces récepteurs sont stimulés par des concentrations de

l'ordre du inicromolaire de 5-HT ou 5-méthoxytryptamine et par des benzamides (cisapride,

zacopride, renzapride, métoctopramide). Certains de ces benzamides sont aussi des
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antagonistes 5-HTT3. On connaît un seul antagoniste de haute affinité, le GR113808, qui a

pennis d'étudier la distribution cérébrale de ces récepteurs qui est exclusivement neuronale.

Cependant, cette substance est rapidement hydrolysée, ce qui rend les études in vivo

difficiles. De nouveaux dérivés ont récemment été synthétisés et pennettront une meilleure

approche du rôle de ces récepteurs (Hoyer et coll., 1997; Bockaert et coll., 1992).

1.2.4.2. Applications thérapeutiques

La stimulation des récepteurs 5-HT4 est responsable de l'augmentation des réponses

de l'iléon de cobaye à la stimulation coaxiale (par augmentation de la libération

d'acétylcholine); de la contraction de l'iléon de cobaye (Eglen et coll., 1995) et du colon

ascendant de cobaye (Etswood et coll., 1991); de ta sécrétion d'ions Ct- dans le colon distal

de rat (Bunce et coll., 1991); du relâchement du muscle lisse de la muscularis mucosae de

l'oesophage de rat; de la tachycardie observée dans l'oreillette de porc (Villalon et coll.,

1990). Les seules applications de ce récepteur se situent actuellement dans le cadre d'une

action de type gastrique (agonistes relativement peu sélectifs). Il y a une très forte densité de

récepteurs 5-HT4 dans le système limbique ce qui laisse supposer un rôle dans le processus

de mémoire et d'apprentissage. Un rôle dans l'anxiété a également été évoqué. Leur

stimulation induit une augmentation de la libération d'acétylcholine et peut-être de dopamine

ce qui pourrait aussi donner lieu à des applications intéressantes.

1.2.5. Autres récepteurs de la 5-HT

0

En plus des 4 familles décrites, les techniques de clonage ont identifié d'autres

récepteurs sérotoninergiques 5-ht5A, 5-ht5B, 5-htô, 5-HT7 dont les caractéristiques

pharmacologiques sont, actuellement, partiellement caractérisées, mais dont le rôle

biologique doit être précisé (tableau 3). Chez ta souris, on distingue deux sous-types de

récepteurs 5-ht5 ayant 68% d'identité en acide aminé. Le récepteur 5-ht5A encode une
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protéine de 357 acide aininé ayant deux sites de N-glycosylation et plusieurs sites de

phosphorylation pour la PKC et la PKA. Le récepteur 5-ht5B encode lui aussi une protéine

de 370 acide aminé avec un site de N-glycosylation, un site de phosphorylation dans la 2ème

boucle et deux sites dans la 3ème boucle cytoplasmique pour la PKC et un autre dans la 3ème

boucle pour la PKA (Matthes et coll., 1993). Le récepteur 5-ht5A est présent au niveau du

cerveau et de la moelle épinière alors que le 5-ht5B se localise au niveau de l'hippocampe et

du noyau dorsal de raphé avec une faible expression durant le développement embryonnaire.

Le récepteur 5-ht5A de la souris est localisé sur le chromosome 5 et sur le chromosome 7

chez l'humain. Le récepteur 5-ht5B est présent sur le chromosome l et son homologue

humain sur le chromosome 2.

Les récepteurs 5-ht6 et 5-HT7 sont couplés positivement à l'AC mais leurs profils

pharmacologiques sont différents de celui des récepteurs 5-HT4. Il est intéressant de noter

que le récepteur 5-ht6 a une affimté élevée pour certains antidépresseurs et qu'il présente 36-

41% d'homologie avec les autres récepteurs 5-HT (Monsma et coll., 1993). La

pharmacologie du récepteur 5-HT7 se rapproche de celle des récepteurs "5-HTi-like" décrits

dans le muscle lisse vasculaire où ils induisent un relâchement (Plassat et coll., 1993). Chez

le rat, le récepteur 5-HT7 est abondant dans l'hippocampe, l'hypothalamus et le thalamus.

En périphérie, il est présent à de faibles niveaux dans ta rate et t'estomac (Shen et coll.,

1993). Ce récepteur présente aussi une affinité pour le 8-OH-DPAT, agoniste 5-HTiA, et

une haute affinité pour certains antipsychotiques et antidépresseurs tricycliques tels que la

clozapine, la loxapine et l'amitryptiline (Shen et coll., 1993).

0

Il existe d'autres types de récepteurs qui ne répondent pas aux critères d'admission

pour les différents types de récepteurs décrits ci-dessus. Ces récepteurs appartiennent à la

classe des récepteurs dits "orphelins" qui restent à mieux définir. On distingue d'une part les

récepteurs 5-HT de l'endothéîium vascutaire qui induisent la libération de N0 et un

relâchement vasculaire (Cocks et Angus, 1983). D'autre part, ceux responsables de la
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dépolarisation de certains neurones de rat (Connell et Wallis, 1989), de l'inhibition de la

liberation de NE dans l'artère coronaire de cochon (Molderings et coll., 1989) et finalement,

un récepteur atypique (5-HTip) décrit au niveau des neurones entériques (Hoy er et coll.,

1994; Martin et Humphrey, 1994).

Tableau 3: Autres récepteurs de la 5-HT

Sous-types 5-ht5A 5-ht5B 5-ht6 5-HT7

Ancienne appellation 5-HT5a 5-HT5P 5-HTx

5-HTi-like

Second messager (+) AMPc? l ? (-)AMPc (-)AMPc

Agonistes sélectifs

Antagonistes sélectifs Ro046790

Ro630563

SB258719

1.3. Applications thérapeutiques des récepteurs de la 5-HT

La stimulation des récepteurs sérotoninergiques par les agonistes et leur inhibition par

des antagonistes à action plus ou moins sélective est à l'origine de nombreuses applications

thérapeutiques.

1.3.1. Aspects DsvchoDhannacolosiaues

0

Il est actuellement admis que les systèmes sérotoninergiques centraux jouent un rôle

fondamental dans de nombreux comportements. Une corrélation directe a pu être établie

entre le fonctionnement sérotoninergique et l'agressivité ou l'impulsivité des individus. Un

taux anormalement bas de sérotonine a été mis en évidence dans le liquide céphalo-rachidien
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ou dans les noyaux du cortex et du raphé (études postmortem) chez certains schizophrènes,

chez des alcooliques, des boulimiques ou des sujets présentant des troubles de la

personnalité. Les propriétés comportementales de la 5-HT dans l'apprentissage et les

propriétés hallucinogènes du LSD semblent être induites par des récepteurs 5-HT2A

centraux. Il a été démontré que la transmission sérotoninergique neuronale chez l'animal

génère des effets anxiolytiques et l'utilisation d'agonistes de la 5-HT a prouvé son efficacité

dans le traitement de certains désordres émotionnels. Des anomalies des mécanismes

sérotoninergiques centraux pourraient donc jouer un rôle dans les troubles psychologiques,

les désordres affectifs, la dépression, l'anxiété, les troubles de l'appétit et du sommeil et les

symptômes négatifs de la schizophrénie. Un rôle des récepteurs 5-HT2 dans le

développement de certaines psychoses a également été mis en évidence (Léonard, I99é;

Schmidt et coll., 1995).

l.3.1.1. Anxiété

0

Plusieurs récepteurs semblent être concernés puisque des effets de types

anxiolytiques ont été obtenus chez l'animal avec des agonistes 5-PTTiA, des antagonistes 5-

HTz et des antagonistes 5-HT3 (Sleight et coll., 1991). La buspirone synthétisée inidalement

pouf des effets antipsychotiques potentiels s'est révélée être un anxiolytique dans divers

modèles animaux et en même temps on s'est aperçu qu'elle avait une affinité élevée pour les

récepteurs 5-ITTiA. Depuis, la recherche relative au rôle de ce type de récepteurs s'est

considérablement développée, de nombreux autres agents ont été synthétisés et de nouveaux

modèles animaux, particulièrement sensibles à ce type de molécules ont été mis au point.

L'intérêt de ces nouveaux composés par rapport aux benzodiazépines est évident.

Contrairement à ces dernières et à d'autres tranquillisants, les ligands des récepteurs de la 5-

HT n'induisent ni accoutumance ni dépendance. De plus, ils ne sont pas sédatifs, ni

myorelaxants et surtout non amnésiants. La buspifone peut être considérée comme pFemier

agent d'une nouvelle classe médicamenteuse de dérivés anxiolytiques de type non
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benzodiazépine. Cependant, ses effets n'apparaissent qu'après l à 3 semaines de traitement.

Le 8-OH-DPAT (agoniste complet post-synaptique) n'a aucune propriété anxiolytique

(mais plutôt anxiogène). Dans le cadre des troubles particuliers de l'anxiété, la fluvoxamine

(iiihibiteur sélectif de recapture de 5-HT) s'est révélée particulièrement efficace dans les

crises de panique et la clomipramine (antidépresseur tricyclique avec effet préférentiel sur la

recapture de 5-HT) est la molécule la plus efficace dans le traitement du trouble obsessioimel

compulsif. Le rôle des récepteurs 5-HT2 centraux dans la dépression et l'anxiété n'est pas

clair. En revanche, il s'est avéré que la ritansérine et la kétanserine, antagonistes des

récepteurs 5-HT2 possèdent des propriétés anxiolytiques, pas seuîement dans des modèles

animaux mais aussi chez l'homme. Elles stimulent la fonction de récupération en augmentant

le taux de sommeil lent profond aussi bien chez l'animal que chez l'homme (Sleight et coll.,

1991). L'ondansétron, antagoniste des récepteurs 5-HT3 a également des propriétés

anxiolytiques chez l'animal et chez l'homme, probablement par contrôle de la libération

d'autres NT. C'est à la stimulation des autorécepteurs somatodendritiques dans les noyaux

de raphé que ces molécules doivent leurs propnétés anxiolytiques; on attribue celles-ci à une

diminution de la fréquence de décharge des neurones sérotoninergiques, et à une diminution

de îa transmission sérotoninepgique anonnalement élevée chez les animaux. It n'est

cependant pas clairement établi si ces molécules agissent en diminuant l'activité

sérotoninergique (de manière aiguë) ou en diminuant chroniquement cette activité (après

action sur les autorécepteurs). Si dans des modèles animaux l'effet est observé après une

dose unique, chez l'homme deux à quatre semaines de traitement sont nécessaires (Leonard,

1996).

1.3.1.2. Depression

u Le rapport entre la 5-HT et les symptômes dépressifs a pu être clairement établi, et les

médicaments qui agissent sélectivement sur les systèmes sérotoninergiques centraux en
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facilitant la transmission sérotoninergique après inhibition sélective ou non de la recapture de

la 5-HT sont les antidépresseurs les plus efficaces actuellement. Ils constituent les

antidépresseurs de troisième génération incluant notamment la fluvoxairdne, la paraxétine, la

fluoxétine (prozac), le citalopram et le sertraline. La puissance relative de ces molécules vis-

à-vis de la recapture de la 5-HT, du blocage des récepteurs 5-HT2, de l'iiihibition de la

recapture d'autres amines et du blocage d'autres récepteurs tels ceux de la dopamine, de

l'adrénaline (ai), de l'histamine (Hz) et de l'acétylcholine est un facteur important de leur

action pharmacologique. Il semble que l'administration répétée (plusieurs semaines) de ces

molécules désensibilise les autorécepteurs 5-HTiA somatodendritiques et les récepteurs 5-

HT ID des terminaisons neuronales, le mécanisme de rétrocontrôle négatif exercé par la

stimuladon de ces récepteurs devenant alors inopérant. Dans ces conditions, on comprend

pourquoi les antagonistes des autorécepteurs (5-HTiA, 5-HTie, 5-HTio) constituent une

famille de composés d'un grand intérêt potentiel pour le traitement des dépressions

(notamment en association avec les inhibiteurs de la recapture de la 5-HT). Les études

cliniques avec tes agonistes partiels des récepteurs 5-HTiA ont niis ea évidence une activité

antidépressive de ces molécules. Leur mécanisme d'action impliquerait une régulation

negative des récepteurs 5-HTiA et 5-HT2, la balance entre ces deux types de récepteurs étant

un des facteurs de la physiopathologie de la dépression (Leonard, 1996; Gardier et coll.,

1995).

1.3.1.3. Schizophrénie

0

Une augmentadon de l'activité dopaminergique dans le système mésolimbique semble

être responsable de l'étiologie de la schizophréme, et tous les antipsychotiques sont des

antagonistes des récepteurs dopaminergiques DS ou diminuent l'activité dopaminergique

centrale. Cependant, dtautres NT ont été impliqués dans te mécanisme d'action des

antipsychotiques, dont la sérotonine. Les récepteurs 5-HTiA, 5-HT2 et 5-HT3 pourraient

exercer un rôle de modulation de la fonction dopaminergique dans le système mésolimbique
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et nigrostrié. Les propriétés anti-5-HT2 de certains antipsychotiques atypiques comme la

clozapine sont associées à une augmentation de leur efficacité; il est intéressant de noter que

la clozapine a une affinité plus faible que l'haloperidol sur les récepteurs DZ et est une

molécule d'efficacité supérieure à celle des neuroleptiques atypiques tout en produisant peu

ou pas de dyskinésie tardive (Leonard, 1996; Meltzer et coll., 1989). Les molécules anti-

5HT2 pourraient agir en réduisant la libération de dopamine au niveau de certains territoires

centraux (mésotétencéphate) et provoquer une régulation négative des récepteurs 5-HT2

(également observée avec les antidépresseurs). Notons cependant que la ritansérine (anti-5-

ÎÎT'Z) n'a pas d'effet sur les symptômes de la schizophrénie, mais qu'elle peut améliorer la

sociabilité des patients psychotiques et pourrait donc être un adjuvant intéressant au

traitement. Enfin, il a été déinontré que l'ondansétron inhibe les effets comportementaux

associés à un excès de dopamine dans le système mésoliinbique en y diminuant la libération

de dopamine suite au blocage de récepteurs 5-HÏ3 (Leonard, 1996; Abbott, 1990).

1.3.2. Autres troubles

0

La 5-HT est un NT hypnogène capable d'inhiber le ou les systèmes d'é veil. Elle est

le neuromodulateur du sommeil. Physiologiquement, la 5-HT est un NT qui met au repos;

elle est indispensable à l'endormissement. Pendant le sommeil, l'activité des neurones

sérotoninergiques décroît ainsi que tes taux extracellulaires de 5-HT. Les seules données

certaines à l'heure actuelle concernent les effets stimulants des antagonistes des récepteurs 5-

HT2 sur le sommeil lent profond. Ces molécules seraient susceptibles d'améliorcr les

capacités de récupération et ont un intérêt potentiel en tant que traitement de l'insomnie. En

ce qui concerne les performances cognitives notamment les pertes de mémoire, on a

démontré que l'ondansétron est capable d'améliorer rapidement l'apprentissage chez l'animal

en augmentant la libération d'acétylcholine au niveau du cortex cérébral; une amélioration des

troubles de mémoire liés à l'âge a également été démontrée (Hindle, 1994). Enfin, il s'est

avéré que l'ondosétron pouvait diminuer chez l'animal les symptômes de sevrage à t'atcoot, à
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la cocaïne et au diazépam, mais cette influence favorable n'a toutefois pas encore été utilisée

en thérapeutique (Leonard, 1996; Gyermerk, 1995).

1.3.2.1. Douleur

Des récepteurs 5-HÏ2 et 5-HTs sont présents sur les afférences vagales et pourraient

jouer un rôle dans la transmission de la douleur au mveau de la moelle épimère. Certains

antagonistes des récepteurs 5-HTs bloquent la douleur induite par la 5-HT et leur mécanisme

diction serait lié à une régulation de la libération de GABA.

1.3.2.2. Vomissement

Étant donné la localisation des récepteurs 5-HÏ3 au niveau des sites du SNC qui

contrôlent le vomissement, les antagonistes de ces récepteurs sont des antiémétiques

puissants qui agissent à la fois sur des récepteurs 5-HÎ3 périphériques (afférents du nerf

vague) et des réeepteuFS S-HTs centraux. Untroduetion en elinique des antagonistes des

récepteurs 5-HÏ3 représente une amélioration considérable dans le traitement des nausées et

des vomissements associés à la chimiothérapie et à la radiothérapie des cancers et à

l'anesthésie (Gyermerk, 1995). Le mécamsme d'action de ces molécules est complexe et

implique une action inhibitrice au niveau des récepteurs 5-FTT3 centraux et périphériques.

L'avantage de ces molécules par rapport à d'autres (scopolamine, phénothiazines) est leur

efficacité élevée et l'absence d'effets secondaires importants (sedation) à cause de leur action

selective sur les récepteurs 5-HT3 (les autres molécules antiémétiques ont des propriétés anti-

chotineFgiques, anti-dopaminergiques ou/et anti-histaminiques). Les molécules actuellement

utilisées en thérapeutique sont l'ondansétron et le granisétron.

0
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1.3.2.3. Système cardiovasculaire

Les effets de la 5-HT au niveau cardiovasculaire sont très complexes et résultent de

l'action sur des récepteurs tant centraux que périphériques variables selon les territoires. Les

récepteurs impliqués dans ce domaine sont essentiellement de type 5-HTiA, 5-HT2 (et 5-HT4

au niveau cardiaque) (McCall et Clément, 1994). D'un autre côté, l'administration de 5-HT

in vivo entraîne une réponse tensionnelle complexe avec: (i) une phase hypotensive initiale

due à une diminution du débit cardiaque et une bradycardie transitoire due à la stimulation de

récepteurs 5-1TT3 sur les terminaisons du nerf vague; (ii) une augmentation de tension induite

par des récepteurs 5-HÏ2 centraux (par activation de mécanismes pré-ganglionnaires

sympathiques) et périphériques (contracdon des artères de calibre moyen); (iii) une deuxième

phase hypotensive plus prolongée d'origine centrale et périphérique. L'hypotension centrale

est induite par des récepteurs 5-HTiA dont la stimulation inhibe l'activité sympathique.

L'hypotension périphérique est due à la stimulation des récepteurs 5-HTi (5-HTi-like) situés

dans l'endothélium des artérioles; leur stimuladon entraîne la libération d'EDRF (endothelial

derived relaxing factor) ou NO et comme conséquence une augmentation de GMP cyclique

au niveau de certains vaisseaux couplés positivement à l'AC. Enfin, une partie de l'action

hypotensive de la 5-HT pourrait être due à une diminution de la tibération de NE à partir des

terminaisons sympathiques.

En ce qui concerne les effets vasculaires, l'activation de récepteurs centraux 5-HT2

induit une réponse tensionnelle associée à une augmentation de l'activité sympathique et une

liberation de vasopressine chez certaines espèces animales, tandis que l'activation des

récepteurs 5-HT2 périphériques induit une vasoGonstriction par action directe sur les

vaisseaux de gros calibre.

0



29

0
1.3.2.4. Hypertension

Actuellement, on utilise l'uradipil dans le traitement de la crise hypertensive aiguë.

Ce médicament doit ses propriétés hypotensives à une synergie d'effet agoniste sur les

récepteurs 5-HTiA centraux et d'effet antagoniste sur les récepteurs a-RA. Le flesinoxan,

agomste 5-HTiA, dépourvu d'activité a-îydque est à l'étude. Actuellement, il n'y a pas de

substance à action sélective sur les récepteurs périphériques 5-HTi. Une substance douée de

propriétés agonistes 5-HTi et antagoniste 5-HT2 en périphérie serait un antihypertenseur

potentiel particulièrement intéressant. La kétanserine doit ses propriétés antihypertensives à

une synergie d'effets antagonistes sur les récepteura 5-1TT2 et les récepteurs a

adrénergiques.

J.3.2.5. Migraine

0

La migraine est une affection très invalidante qui trouve son origine à la fois au

niveau des neurones cérébraux et des vaisseaux sanguins qui irriguent la tête. Le traitement

de la migraine associe des mesures préventives pour les migraineux chroniques et la prise de

médicaments pendant la crise. Ltintérêt clinique des molécules antagonistes des Fécepteurs 5-

HT2A se situe principalement dans la prophylaxie de la migraine (methysergide, pizotifène,

cyproheptadine), le traitement de l'anorexie (cyproheptadine) et le traitement de

l'hypertension (kétansérine). En traitement préventif, on utilise de nombreux types de

médicaments dont les antagonistes des récepteurs S-HTzc tel le methyseFgide ou S-HT^A tels

le pizotifène et la cyproheptadine. Ces molécules n'ont cependant pas d'action sélecdve (la

kétanserine n'a pas d'action antimigraineuse). Dans le traitement de la crise on utilise des

vasoconstricteurs agissant sur les récepteurs sérotoninergiques tels les dérivés de l'ergot de

seigle qui n'ont pas d'action sélective et de nombreux effets secondaires et plus récemment,

le sumatriptan, agoniste spécifiques des récepteurs 5-HTiD dont l'efficacité dans le traitement

de la crise de migraine est parfaitement établie. Cette molécule agit en contractant de manière
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selective les vaisseaux intracrâniens dilatés pendant la migraine, plus particulièrement les

vaisseaux des méninges, et diminue les symptômes de l'aura en agissant sur les 5-tTTio de

la dure mère impliqués dans la réponse inflammatoire neurogène associée à la migraine

(McCall et Clement, 1994).

1.3.2.6. Troubles digestifs

Le cisapride et la métoclopramide qui sont des antagonistes des récepteurs 5-HTs

périphériques et des agonistes des récepteurs 5-HT4 sont utilisés en thérapeutique. Ils

stimulent la motilité et la vidange gastrique (Lux et coll., 1994).

1.4. Les catécholamines

Les catécholamines (ÇA) sont les médiateurs impliqués dans la transmission

adrénergique; la NE comme médiateur du tonus sympathique neurogène et l'épinéphrine

libérée par la medullo-surrénale, vecteur de l'activité sympathique humorale.

1.4.1. Synthèse

Le marqueur métabolique clé des cellules catécholaminergiques est la tyrosine

hydroxylase (TH) qui convertit la tyrosine en L-DOPA. Cet intennédiaire est ensuite

transfonné en dopamine (DA) par l'enzyme L-DOPA décarboxylase. Cette synthèse est

illustrée dans la figure 3.

u
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Figure 3: Voie de synthèse des catécholamines.

1.4.2. Liberation et réeulation

L'amvée du potentiel d'action est associée à une entrée massive de sodium et à une

dépolarisation qui provoque une entrée de calcium et la libération de médiateurs dans la fente

synaptique. Une fois dans la fente synaptique, la NE va interagir avec les récepteurs post-

synaptiques puis être rccaptée. Elle va aussi activer des récepteurs pré-synaptiques qui

modulent sa propre libération par le biais d'un rétrocontrôle négatif.

1.4.3. Métabolisme

e
Les enzymes impliquées, c'est-à-dire, la catécho-0-méthyl transférase cytoplasmique

(COMT) et la monoamine oxydase (MAO) mitochondriale sont largement distribuées dans

l'organisme, en particulier dans le foie et le rein. Comme il y a peu de COMT dans la

terminaison synaptique, les MAO sont plus actives au niveau du neurone alors que les
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COMT ont un rôle plus important dans les autres tissus. La désamination par les MAO est

suivie d'une voie métabolique qui dépend du type de tissus: réduction dans le neurone ou

oxydation dans les tissus périphériques. L'importance du phénomène de recapture neuronale

explique pourquoi les effets sympathomimétiques des inhibiteurs de ces voies métaboliques

(IMAO) sont relativement modestes. Le radical methyl spécifique de l'adrénaline est coupé

par les MAO. Le seul métabolite qui conserve encore le radical methyl spécifique de

l'adrénatine est la métanéphrine, tes autres métabolites sont identiques à ceux de la NE,

l'acide vanylmandélique étant le dernier de cette voie d'inactivation des ÇA. Il est

predominant dans l'urine et est exclusivement produit dans le foie (Boulton et Eisenhofer,

1998).

1.4.4. Effets pharmacoloeiuues des ÇA

Les ÇA (DA, NE et épinéphrine) sont exprimées dans le SNC et en périphérie. Au

niveau du cerveau, les ÇA sont impliquées dans des fonctions majeures telles que le contrôle

moteur, l'émotion et la régulation viscérale. De plus, ces NT sont impliqués dans des

désordres neurologiques (maladie du Parkinson) et psychiatriques (schizophrénie). En

périphérie, elles régulent plusieurs fonctions cardio-vasculaires, métaboliques et

immunitaires (Goldstein, 1998). Dans cette revue, on va se concentrer sur les récepteurs

adrénergiques (RA) à cause de leur présence et leur implication importantes dans la

modulation de la réponse immunitaire. Quant aux récepteurs dopaminergiques, leur

expression sur les cellules du SI reste controversée. De plus, les effets de la DA sur le SI ne

semblent pas spécifiques aux récepteurs dopaminergiques mais impliqueraient plutôt les RA

(Kouassi etRevillard, 1981; Stepien et coll., 1981).

0
1.5. Récepteurs adrénergiques

Parmi les agents biologiques dont les actions sont induites par l'intermédiaire de
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protéines G, on retrouve les catécholamines NE et épinéphrine ainsi que leurs congénères

synthétiques utilisés comme agents thérapeutiques. Les RA sont présents sur presque tous

les tissus périphériques et toutes les populations neuronales du SNC, et ils sont impliqués

dans les actions cérébrales et périphériques des ÇA. Plusieurs types ont été définis selon

leurs actions physiologiques distinctes et leurs spécificités pharmacologiques. Ils ont des

affinités divergentes pour différents agents synthétiques d'où leur subdivision en plusieurs

sous-types distincts. Récemment, le développement rapide des techmques de biologie

moléculaire a eu un impact majeur sur la classification des RA. On distingue trois types

majeurs (tableau 4): les récepteurs ai, az et p adrénergiques. Cette classification est basée

sur trois critères: l) la différence d'affinité pour les drogues sélectives; 2) les seconds

messagers sont différents; 3) et finalement, les séquences en acides aminés (Rohler et

Kobilka, 1998; Bylund, 1992; 1985).

0

Les récepteurs sont définis par une échelle de sensibilité à une série d'agonistes et

d'antagonistes. On reconnaît actuellement près d'une dizaine de récepteurs différents à la NE

et l'épinéphrine dont seuls 4 présentent à ce jour un intérêt clinique. Ahlquist dès 1948 avait

soupçonné de l'existence de deux types de récepteurs (a et P) pour la NE et ses analogues

(Ahlquist, 1948). Il a fallu attendre la synthèse d'autres agonistes et antagonistes pour

découvrir que chacune de ces deux classes pouvait être subdivisée en récepteurs ai et 02

pour les premiers et Ri et ?2 Pou1' les seconds. La confinnation de l'existence de ces

récepteurs a été obtenue en identifiant 4 gènes différents encodant ces 4 récepteurs. On a

montré par la même occasion que chacun de ces types de récepteurs pouvait encore être

subdivisé et qu'il existait un troisième type de récepteurs R au niveau du tissu adipeux et de

l'iléon. La definition pharmacologique de ces différents types et sous-types est donnée dans

le tableau 4. Les conséquences fonctionnelles de ces dernières subdivisions sont encore

discutées. Les médiateurs endogènes sont beaucoup moins spécifiques que les molécules

citées dans le tableau 4. L'adrénaline n'a aucune spécificité, sauf à faible dose où elle est

plus active sur les récepteurs P. La NE est un agoniste des récepteurs ai, 03 et pi.
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L'isoprotérénol (ISO) est un agoniste non sélectif Pi/pz-

Tableau 4: Definition phannacologique des récepteurs adrénergiques

Types et

Sous-types

ai

aiA

«1B

«ID

Ct2

p

Ot2A

Ct2B

pl

P2

PS

14.

Protéines G Puissance des ÇA Agonistes

spécifiques

Antagonistes

speçifiqufâ;

Gq/Gii

Gq/Gll
Go/Gn

NE > épinéphrine

NE = épméphnne
NE = épinéphrine

A61603 KMD3213

Niguldipine

AH11110A

BMY7378

ot2C l G,/G,

GI/GO
Gi/Go

in

épinéphrine > NE

épinéphrine > NE

épinéphrine > NE

Oxymetazoline BRL44408

ARC239, Prazosin

Iniiloxaii

Prazosin, ARC239

Gs

Gs

Gs (Gi/Go)

Gs

NE > épinéphrine

épinéphrine > NE

NE = épinéphrine

NE ^. épinéphrine

NE, R0363,

denopamine
Procaterol

Zinterol

Salmeterol

BRL 37344

CL 316243

CGP 12177

CGP20712A,

betaxolol, aténolol

ICI 118551

SR59230A,

bupranolol

Bupranolol

0

La caractéristique majeure des RA est leur appartenance à la superfamille des

récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). L'analyse de la séquence primaire de ces

récepteurs pennet de prédire un motif d'organisation membranaire se composant de sept

segments hydrophobes pouvant former des hélices a transmembranaircs reliées entre elles

par trois boucles extracellulaires et trois boucles cytoplasmiques, une extrémité

aminotemiinale extracellulaire et une queue carboxytemûnale cytoplasmique. Cette

organisation structurale parfaitement conservée constitue le trait dominant de cette

superfamille de récepteurs. Les hélices a étroitement accolées défimssent une fente centrale
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étroite et profonde. Au fond de cette fente, on peut observer une poche hydrophobe

délimitée par les hélices 3, 4, 5 et 6 et contenant les résidus impliqués dans le processus de

reconnaissance du ligand: Asps 11 de l'hélice 3, Sersos et Ser^g de l'hélice 5, etc. En effet,

il est postulé que cette région correspond au site de liaison des agonistes. Ainsi, dans tous

les récepteurs des ÇA on trouve dans cette poche deux résidus serine (Ser5o5, Ser^g)

conserves dans une position et une géométrie idéale pour interagir par liaison hydrogène avec

les deux groupes hydroxyles du catéchol du médiateur. La sérotonine, en revanche, ne porte

qu'un seul groupe hydroxyle: ses récepteurs ne présentent plus qu'une seule des deux

serines (Ser5o5), l'autre étant remplacée par une alanine.

1.5.1. Récepteurs aj_-adrénergiques

1.5.1.1. Caractéristiques communes

C'est une famille de récepteurs très hétérogènes stimulés par les NT sympathiques

NE et épinéphrine. Ces récepteurs sont bloqués par le prazosin et activent la PLC entraînant

la génération de deux seconds messagers: le DAG qui active la PKC et l'IPs qui mobilise le

calcium intraceltulaire (Ford et coll., 1994; Nichols, 1991).

1.5.1.2. Definition pharmacologique des sous-types ai

1.5.1.2.1. Récepteurs OIA etaiBadrénergiques

0

Initialement, ces deux récepteurs ont été différenciés sur la base de leur affinité pour

la phentolamine et le 2(N[2,6-di-methoxyphenoxyethyl])amino-methyl-l,4-benzodioxane

(WB4101) (Ford et coll., 1994). Leur distribution tissulaire est très différente. Ainsi, la rate

et le foie de rat représentent les tissus où la réponse ai adrénergique est induite

primordialement par les récepteurs a ie, alors que le cortex cérébral, l'hippocampe, le coeur
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et le rein contiennent de façon mixte les deux populations de récepteurs (Miimeman et

Atkinson, 1991). Le récepteur OIA a une affinité 10 à 100 fois plus élevée que le récepteur

aie pour certains agomstes et antagomstes.

1.5.1.3. Signalisation

L'activation des récepteurs aiAR résulte en une augmentation du Ca2+ intracellulaire

via l'activation d'une PLC. Cette dernière hydrolyse l'IP4,5 biphosphate en IPs qui mobilise

le Ca2+ intracellulaire et en DAG qui active à son tour la PKC. Cependant, plusieurs

réponses ai adrcnergiques nécessitent du Ca2+ extraceîîulaire provenant de canaux voîtage-

dépendants. Il a été postulé que le récepteur aiRA du muscle lisse vasculaire est lié à deux

protéines G induisant ainsi l'activation de la PKC d'une part, et d'autre part, la stimulation

d'un canal membranaire calcique. Dans ce modèle, la liaison d'un agoniste complet active les

deux messagers alors qu'un agoniste partiel active uniquement la protéine G liée au canal

calcique (Ruffolo et coll., 1991). D'autres seconds messagers secondaires au Ca2+

intracellulaire sont attribués aux aiAR tels que l'activation de la PLAz, la PLD ainsi que les

nucléotides cycliques (Insel et coll., 1998; Ford et coll., 1994; Minneman et coll., 1991).

1.5.2. Récepteurs a^ adrénergiques

1.5.2.1. Caractéristiques communes

0

La classification des récepteurs 02 adrénergiques est basée sur des études

fonctionnelles et de liaison, et plusieurs protéines a2RA ont été clouées et exprimées. On

distingue quatre sous-types de récepteurs: a2A> a2B > ot2C et a2D stimulés par la NE et

l'épinéphrine et inhibés par la yohimbine et la rauwolscine. Les sous-types a2A> Ot2B» u^c

sont parfois désignés par a2C10, azC2 et a-zC4. Une telle appellation est basée sur leur

localisation chromosomique chez l'homme. Les récepteurs a2RA sont tous couplés
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négativement à l'AC en plus d'autres signaux de transduction (Mackinnon et coll., 1994;

Nichais, 1991).

1.5.2.1.1. Récepteurs a^A/2B cidfén^rgiques

Les études de liaison ont établi la présence de deux sous-types distincts de récepteurs

a2 RA basée sur leur différence d'affinité pour le prazosin. Ainsi le récepteur azRA humain

des plaquettes présente une faible affinité tandis que celui du poumon murin a une haute

affinité. Il existe une coi-rélation parfaite entre la capacité du prazosin à bloquer l'inhibition

de l'AC par les récepteurs azRA et son affinité de liaison pour ces mêmes récepteurs

(Mackinnon et coll., 1994).

7.5.2.7.2. Récepteurs a-zc et a^o adrénergiques

Le récepteur azc adrénergique est similaire au récepteur a^g adrénergiques avec une

haute affinité relative pour le prazosin et une haute affinité pour la rauwolsciae. Il est

l'unique sous-type exprimé sur le rein de la sarigue (opossum). Le récepteur a2D

adrénergique est trouvé dans l'épiphyse bovine, la glande submaxillaire de rat et la lignée

tumorale murine pancréatique RINm5F (Remaury et Paris, 1992; Simonneaux et coll.,

1991). Il a une faible affinité pour le prazosin et la pH]rauwolscine. Il est maintenant clair

que malgré la confusion dans la distinction des récepteurs ot2A des a.'zo, ce dernier chez le rat

est t'homologue du récepteur a2A humain (Mackinnon et coll., 1994).

1.5.2.2. Signalisation

0
Il est bien établi que l'activation des récepteurs a2RA induit une inhibition de l'AC

via une protéine Gi (Limbird, 1988). Cependant, ce signal ne semble pas être responsable de

certains effets des récepteurs azRA tels l'agrégation des plaquettes et l'inhibition de la
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liberation des NT (Clare et coll., 1984). Par ailleurs, les récepteurs a2RA du muscle lisse

vasculaire comme les aiRA sont liés à un canal calcique (Nichols., 1991). D'autres signaux

sont aussi associés à des récepteurs a2RA comme l'activation des canaux potassiques, de la

PLÂ2 et d'un échangeur Na*/H"t" (Mackinnon et coll., 1994).

1.5.3. Récepteurs 6 adrénereiuues

1.5.3.1. Caractéristiques communes

Ils sont en nombre de trois: Pi, ?2 et PsRA clones et caractérisés

pharmacologiquement; un 4ème type ^4 semble exister mais reste à être caractérisé (tableau

4). Ces différents récepteurs ont différentes affinités pour les ÇA endogènes NE et

épinéphrine à l'inverse des récepteurs aRA. Ainsi, ces ÇA sont équipotentes sur te

récepteur ^3 (NE = épinéphrine), alors que épinéphrine est plus puissante sur le récepteur ^2

(épinéphrine » NE). En revanche, la NE présente une haute affinité pour les récepteurs

PlAR, mais supérieure ou égale à épinéphrine pour le récepteur ^4. L'isoprotérénol, ÇA

synthétique, est considéfé comme agomste puissant sur ces RAR, mais le propranolol,

antagoniste non sélectif Pi/P2» reste faible sur les récepteurs ^3. Cette famille de récepteurs

est couplée positivement à l'AC qui constitue leur signal de transducdon numéro un. Tous

les pAR ont la Sème boucle courte (54 - 74 résidus) et une queue carboxyterminale longue

(84 - 137 résidus) (Bouvier et Rousseau, 1998).

1.5.3.2. Classification pharmacologique des récepteurs p adrénergiques

0

La caractérisation phannacologique des récepteurs pi et ^2 fut basée sur leur ordre

d'affinité pour les agonistes endogènes et synthétiques (Lands et coll., 1967). Par la suite,

des antagonistes sélectifs, aténolol, betaxolol, ont été identifiés pour le récepteur Pi et

ICI118,551 pour le récepteur p2 (Dooley et cott., 1986; O'Donnetl et Wanstatl, 1980). Les



39

n
récepteurs pi augmentent la fréquence cardiaque et la force des contractions, la stimulation de

la sécrétion de la rénine et la relaxation des artères coronariennes et du muscle lisse gastro-

intestinal. En revanche, le récepteur ^2 induit la relaxation du muscle lisse à tous les sites. Il

est présent dans presque tous les tissus de mammifères et est responsable de la régulation de

processus aussi variés que le métabolisme et la sécrétion de plusieurs hormones. Il en résulte

que le sous-type p i est la principale cible thérapeutique cardiaque des p-bloquants alors que

le sous-type ?2 est la principale cible pulmonaire des agonistes ^2' notamment pour le

traitement de l'asthme. Les récepteurs RRA sont couplés via une protéine Gs à la stimulation

de l'AC qui semble induire la majorité de leur activité biologique par sa capacité à

promouvoir la fonnation d'AMP et l'activation d'une PKA. Par contre, il a été suggéré que

Gs pourrait aussi, par interaction directe, stimuler un canal calcique (Yatani et coll., 1988) et

un échangeur Na+/H+ (Voyno-Yasenetskaya et coll., 1994) en réponse à une stimulation P

adrénergique. Un couplage potendel des récepteurs PAR aux MAP Kinases (mitogen-

activated protein kinase) via la sous-unité Py a éte récemment évoqué (Bouvier et Rousseau,

1998). L'un des récepteurs dont la régulation a été la plus étudiée est sans doute le récepteur

Pz-adrénergique qui est considéré à plusieurs titres comme le prototype des RCPG

(Lefkowitz et Caron, 1988) et la plupart des études de la régulation du ?2AR ont porté sur le

système p2AR/Gs/AC.

0

Le récepteur ^3 est le dernier de cette famille à être clone. C'est lors de la recherche

du récepteur humain pi par hybridation croisée, que l'existence d'un Sème gène encodant un

récepteur PAR, apparemment homologue aux deux premiers, a été révélée. Le clonage

molécuîaire, îe séquençage du gène ef une étude foncfioimelle après fransfection ceîîulaire,

ont révélé qu'il s'agit effectivement d'un 3ème sous-type. On ne lui connaît pas

d'antagonistes sélectifs, mais il est insensible à la majorité des antagonistes R adrénergiques.

Les caractéristiques intrinsèques de ce récepteur peuvent se résumer ainsi: une affinité

relativement faible pour les ÇA endogènes et pour les antagomstes conventionnels des

récepteurs pi/RzRA. L'expression du récepteur PsRA paraît limitée aux tissus adipeux blanc
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et bmn ainsi qu'au tractus digestif (Krief et coll., 1993). Il joue un rôle déterminant dans le

contrôle noradrénergique de la lipolyse des triglycérides (adipocytes blancs), mais également

de la thennogenèse (adipocytes bruns). L'ensemble de ces travaux illustre lïmportance

potentielle du rôle du récepteur RsAR comme cible thérapeutique pour le traitement

moléculaire de l'obésité. Ce récepteur contribue aussi à la stimulation de la sécrétion de

l'insuline à partir des îlots des cellules pancréatiques, l'inhibition de la synthèse du glycogène

dans îe muscle squelettique et finalement Itactivafion contracdle dans le muscle gastro-

intestinal et le coeur hiimain (Gauthier et coll., 1996). Chaudhry et coll. (1994) ont montré

que le récepteur ^3 dans des adipocytes de rat interagit avec les protéines Gs et Gi;

l'interaction récepteur ^3 avec Gi limite la stimulation de l'activité AC par Ps.

Finalement, le récepteur ^4 est le nouveau récepteur de cette famille qui reste encore

peu caractérisé. Ce récepteur est atypique et résistant aux antagonistes Pi et ^2 (aténolol,

ICI). Son activation par de faibles concentrations de BRL (< nM), agoniste sélectif ^3, dans

le muscle lisse de rat stimule Itutilisation du glucose. Cependant, les mécanismes cellulaires

impliqués sont inconnus (Liu et coll., 1996). Plusieurs études indiquent que les tissus

cardiaques contiennent ce récepteur où il induit un effet inotrope positif (Kaumann et coll.,

1998).

2. MONOAMINES BIOGÈNES ET SYSTÈME IMMUNITAIRE

La réponse immunitaire des vertébrés supérieurs comprend un ensemble complexe

d'événements cellulaires et moléculaires destinés à neutraliser spécifiquement l'agent

infecdeux, la greffe incompatible ou la cellule tumorale. Plastique et dynamique, le système

immunitaire fascine par sa spécificité, sa diversité et son adaptabilité.

0 Le système immunitaire, comme le système nerveux, a longtemps été considéré

comme un système capable de s'autoréguler. Cependant, il est clairement démontré que ces
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deux systèmes interagissent entre eux de façon bidirectionnelle. Ainsi, le SN est doté d'un

pouvoir modulateur sur les fonctions immunitaires. Les facteurs psychologiques,

particulièrement le stress, influencent le développement et la progression des tumeurs, des

infections et des maladies auto-immunes. En effet, dans de nombreuses études cliniques

impliquant des adultes nonnaux et des patients cancéreux, la difficulté de s'adapter au stress

était associée à une dépression de l'activité des cellules NK (Natural Killer) responsables de

ta résistance aux cancers et aux infections virales (Besedovsky et coll., 1996). La production

d'anticorps (Ac) après stimulation antigénique, et la prolifération des lymphocytes B

stimulées par les lipopolysaccharides (LPS) sont diminuées chez ceux qui ont la difficulté à

s'adapter au stress; il en est de même pour l'effet mitogénique de la PHA sur les lymphocytes

T. En revanche, des stress répétés ou prolongés n'ont pas d'effets évidents sur l'immunité,

ou même renforcent les défenses immumtaires (production des Ac) (Ader et coll., 1991). La

mediation de l'axe hypothalamo-hypophyso-corticosurrénalien et la sécrétion des

glucocorticoides, mais aussi la sécrétion de pepddes opiacés, sont invoqués pour expliquer

ces relations stress-immunité. L'autre voie de contrôle de la réponse immunitaire implique le

SN autonome. Cette régulation se fait à trois niveaux: l) présence d'une innervation

monoaminergique des organes lymphoïdes centraux et périphériques; 2) synthèse des NT 5-

HT et ÇA dans les organes lymphoïdes et par les lymphocytes; 3) l'expression des récepteurs

spécifiques pour ces NT sur les cellules du SI et finalement, la modulation de la réponse

immunitaire par les NT.

À lïnverse, le SI semble capable d'informer en pennanence le SN sur son propre

fonctionnement. Les cellules du SI agissent principalement par l'intermédiaire des cytokines

capables d'affecter les foncdons neuro-endocriniennes (Besedovsky et coll., 1996).

u
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2.1. Rôle de la sérotonine dans le système immunitaire

2.1.1. Caractérisation des récepteurs et des transporteurs de la 5-HT sur les

cellules immunitaires

0

Bien que la nature exacte des récepteurs 5-HT sur les cellules lymphoïdes reste très

controversée, de nombreux types et sous-types de récepteurs ont été identifiés et caractérisés

sur ces cellules (Stefulj et coll., 2000). Ainsi, plusieurs évidences indiquent que les

lymphocytes B (Môssner et Lesch, 1998; Choquet et Kom, 1988) et T (Meyniet et cott.,

1997; Aune et coll., 1994; 1993; 1990), les macrophages (Stemberg et coll., 1987), les

monocytes et les cellules NK (Hellstrand et coll., 1993; Hellstrand et Hermodsson, 1993)

expriment des récepteurs 5-HT membranaires (tableau 5). Ces récepteurs ont été détectés sur

les cellules de plusieurs espèces animales et chez l'humain. De plus, Fillion et coll., (1993)

ont démontré la présence des ARNm correspondant aux récepteurs 5-HTiA, 5-HTie, et 5-

HÏ2 dans le thymus de souris. Leurs études préliminaires ont aussi détecté l'ARNm pour le

récepteur 5-HTiD. Ces résultats indiquent que les gènes encodant les récepteurs 5-HTiA, 5-

HTiB, 5-HTiD, et 5-HT2 sont exprimés dans te thymus et que les protéines correspondantes

peuvent être produites localement (Fillion et coll., 1993). De plus, les ARNm des récepteurs

5-HTiB, IF, 2A, 2B, 6 et 7 sont présents dans le thymus, la rate et les lymphocytes du sang

périphériques du rat (Stefulj et coll., 2000). L'affinité, le nombre et les mécanismes de

transduction des récepteurs sérotoninergiques ont été camctérisés surtout sur la lignée

cellulaire leucémique T humaine Jurkat, et sur des lymphocytes T humains normaux activés à

la PELA. Ces deux types cellulaires expriment des sites de liaison de haute affinité pour le 8-

OH-DPAT (Kd = l nM), un agoniste sélectif 5-HTiA. L'analyse moléculaire de l'ARNm

dans la lignée Jurkat et dans tes lymphocytes T activés révèle ta présence de récepteur 5-

HTiA. Dans la lignée Jurkat, la stimulation du récepteur 5-HTiA (avec la 5-HT ou le 8-OH-

DPAT) entraîne l'élévation du calcium intracellulaire, alors que dans les cellules T activées,
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ce récepteur inhibe l'activité de l'AC. Ces effets sont partiellement bloqués par le spipérone,

un antagoniste non sélectif 5-FTTi/5-HT2/D2 dopaminergique. Choquet et Kom (1988) ont

montré que la 5-HT peut aussi affecter les canaux potassiques dans une lignée cellulaire pré-

B murine. Blé agit sur les processus d'activation et d'inactivation par l'intermédiaire de

catégories distinctes de récepteurs. D'une part, elle augmente la conductance potassique

après sdmulation de récepteurs "5-HTi-like", d'autre part, elle accélère le processus

d'inactivation par Itintermédiaire de récepteurs 5-HT3. Récemment, t'équipe de Meyniet

(1997) a caractérisé de façon pharmacologique et biochimique les récepteurs 5-HTs sur les

lymphocytes T de truite au repos et activés par la PHA; dans ces cellules, ces récepteurs sont

fonctionnels et couplés à un canal sadique. Contrairement à Aune et coll. (1994) ayant

observé que la stimuladon n'iitogénique par la PHA augmente l'expression du récepteur 5-

HTlA sur les lymphocytes T, cette équipe a montré que la densité de récepteurs 5-HÏ3 reste

inchangée sur les lymphocytes au repos et après stimulation mitogénique (Meyniel et coll.,

1997).

0

Tableau 5: Récepteurs 5-HT présents sur les cellules du système immunitaire:

Types
cellulaires/tissus

5-HTi 5-HT2 5-HT3 5-HTfi 5-HT7

Lymphocytes B 22 32,8 77

Lymphocytes T 1A1 23 34,8

Monocytes/macrophages | 1A5 26

Thymus IB8, IF» \ 2A8, 2B8 68 78

Rate 1B8, IF8 I 2A8, 2B8 78

Polymorphonucléaircs 1B8, 1F8 l 2A8, 2B8 68 78

l: Aune et coll., 1993; 2: Choquet et Kom. 1988; 3: Ameisen et coll., 1989; 4: Meyniel et
coll., 1997; 5: Hellstrand et coll., 1993; 6: Roszman et coll., 1985; 7: Schimpl 1989

(communication personnelle); 8: Stefulj et coll., 2000.

Bien que les cellules du système immunitaire (SI) ne présentent pas d'innervation

sérotoninergique, elles possèdent en revanche un système de transporteur membranaire pour
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la 5-HT. Ce dernier est dépendant de la dose, du sodium et du chlore. Il est également

saturable et activé de façon maximale à 37'C. Il est inhibé par la clomipramine, la fluoxetine

et l'imipramine, des antidépresseurs spécifiques du transport de la 5-HT au niveau du

cerveau (Faraj et coll., 1994). Le rôle physiologique de ce transporteur et son influence sur

la réponse immunitaire sont cependant inconnus. On a aussi démontré la présence de ce

système de recapture de la 5-HT, possédant les mêmes propriétés qu'au niveau central, sur

des macrophages de souris (Jackson et coll., 1988). Par ailleurs, l'analyse par northern btot

a révélé la présence de l'ARNm du transporteur de la 5-HT dans la rate (Huffman et coll.,

1991). Récemment, il a été montré que l'IL-lR (interieukine-lp) est un puissant régulateur

de l'expression du transporteur 5-HT dans la lignée cellulaire JAR (choriocarcinome). En

effet, il y a une augmentation non seulement de l'ARNm mais aussi de la capture de ta 5-HT

(Ramamoorthy et coll., 1995). D'autre part, il est montré que le TNFa (tumour necrosis

factor), coinme l'IL-lp, augmente la captation de la 5-HT dans ces mêmes cellules (Môssner

et Lisch, 1998). À l'inverse, l'IL-4 (interieukine-4) induit une réduction de cette captation

dans les lymphocytes B (Mossner et coll., 2001).

2.1.2. Modulation de l'immunité oar la sérotonine et mécanismes d'action

L'existence d'une communication réciproque entre le SI et le système

sérotoninergique est supportée par les études qui montrent qu'un changement dans les taux

de la 5-HT dans certaines régions du cerveau diminuent les réponses humorales aux

antigènes T-dépendants (Devoino et coll., 1975). Depuis, tes recherches sur te rôle de ta 5-

HT dans la modulation de la réponse immune ont beaucoup progressé et les exemples qui

suivent ne sont, certes, que les premiers d'une liste qui s'est allongée très rapidement.

u
2.1.2.1. Chimiotactisme

L'équipe de Foon était parmi les premières à montrer la capacité de la 5-HT à stimuler
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les lymphocytes à sécréter des facteurs chémotactiques pour les monocytes et pour les

leucocytes polymorphonucléaires. Il s'agit d'une synthèse de novo après acdvation des

cellules par la 5-HT et qui est bloquée par le méthysergide et la cyproheptadine (Foon et

coll., 1976). Par ailleurs, dans les cellules endothéliales aortiques bovines, la 5-ITT stimule

la sécrétion d'un facteur chimiotactique de PM de 13-15 KDa et spécifique à la migration des

lymphocytes CD4+ et CD8+. Cette sécrédon est inhibée par les antagonistes 5-HT2 (Farber

et Beer, 1991). De plus, dans les cellules mésangiales de rat, ta 5-iïT augmente aussi

l'expression du MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1), mais de façon transitoire

(Goppelt-Struebe et Stroebel, 1995). L'équipe de Laberge (1996) a montré, d'autre part,

que la synthèse du facteur chimiotactique l'IL-16 est stimulée par la 5-HT. Dans cette étude,

les auteurs ont démontré que la libération de IL-16 se fait par les lymphocytes T CD8+

humains, mais ce facteur chimiotactique présente une activité spécifique sur les cellules

CD4+. C'est une synthèse de novo qui implique les récepteurs 5-HT2. Une étude récente a

montré que le methysergide réduit la migration des éosinophiles de souris en réponse à

l'éotaxine, chémokine C-C (cytokines caractérisées par ta présence de 4 résidus de cystéines

conserves dont deux sont adjacentes ) activateur spécifique des éosinophiles. Cette équipe

suggère que la 5-HT contribuerait au mécanisme d'activation de l'éotaxine, le dit mécanisme

reste cependant indéterminé (Das et coll., 1997). En résumé, ces résultats suggèrent que la

5-HT peut jouer un rôle dans les processus inflammatoires en stimulant la production de

médiateurs biologiques ayant des propriétés chimiotactiques. Hle jouerait le rôle d'un

intermédiaire entre la réponse immédiate et la réponse retardée.

2. l.2.2. Activité NK

0

L'addition de 10~4 M de 5-HT à des cellules NK augmente l'activité cytotoxique, et

l'expression des antigènes de surface CD16/CD56 sur ces cellules. À cette concentration, la

5-HT seule n'a pas d'activité cytotoxique. La 5-HT agit par l'intermédiaire de ses récepteurs

5-HTiA en diminuant l'activité suppressive des monocytes sur les cellules NK (HeIIstrand et
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coll., 1993). Cette régulation de l'activité NK par la 5-PTT semble importante dans les

mécanismes de défense des cellules NK contre les tumeurs métastatiques. Cependant, ces

résultats sont à l'opposé de ceux trouvés par l'équipe de Garssadi. Cette dernière a montré

qu'à des concentrations de 10-10-10-4 M, la 5-HT inhibe la cytotoxicité des cellules NK dans

le sang total. Cette action implique, en revanche, des récepteurs S-HTz, et elle est renversée

par l'interféron alpha (IFNa) (Garssadi et coll., 1993).

2.1.2.3. Cytokines et sécrétion des anticorps

Les effets de la 5-HT sur la sécrétion des cytokines ont été décrits pour l'interféron y

(IFNy). Cette lymphokine est produite en majorité par les cellules NK après stimulation par

l'IL-2. Cette synthèse est régulée par les monocytes de deux façons opposées. À de faibles

densités de monocytes, nFNy est synthétisé en réponse à I'IL-2 par les cellules NK. Par

contre, à de fortes densités, les monocytes inhibent cette synthèse. La 5-HT seule n'induit

pas et n'affecte pas la production de IFNy en réponse à l'IL-2. En revanche, en présence de

monocytes à fortes densités, elle abolit les signaux suppresseurs induits par les monocytes

sur la synthèse de l'IFNy. L'effet de la 5-HT est reproduit par le 8-OH-DPAT. Il en résulte

que le récepteur 5-HTiA est impliqué dans la production de l'IFNy (Hellstrand et coll.,

1993).

0

Dans les lymphocytes T, la régulation de la production de l'IFNy par la 5-HT dépend

du stimulus utilisé. Quand ces cellules sont immunisées et stimulées par l'oxazolone, les

antagonistes 5-HTiA iiihibent la production de l'INFy et de l'IL-2 (cytokines Thl). Ces

résultats suggèrent que dans les lymphocytes T, l'expression du récepteur 5-HTiA semble

jouer un rôle important dans la régulation de la production de l'INFy et de l'IL-2 (Aune et

coll., 1994). Dans les lymphocytes activés par la PHA, la 5-HT inhibe la synthèse de

l'IFNy. Cependant, les récepteurs et les mécanismes responsables ne sont pas déterminés

(Finocchiaro et coll., 1988). Par ailleurs, la 5-HT est capable d'induire l'ARNm du TNF
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dans des macrophages murins, mais de façon très faible (Polanski et coll., 1995).

Les effets de la 5-HT sur la réponse humorale sont variables. Les travaux de

Martinez et Coleman (1990) ont montré que la 5-HT n'affecte pas la synthèse des

immunoglobulines G (IgG) stimulées par le pokweed (PWM, mitogène des lymphocytes B)

dans les cellules mononucléaires humaines. Cependant, d'autres travaux montrent que la

sécrétion des anticorps est constamment supprimée après traitement des cellules avec la 5-HT

ou après activation du système sérotoninergique. En effet, l'ablation des neurones

sérotoninergiques dans le noyau de raphé est associée à l'augmentation de ta réponse immune

humorale (Devoino et coll., 1975). Ainsi, l'inoculation de la 5-HT ou de son précurseur 5-

HTP à des animaux avant toute immunisation, supprime la production d'anticorps anti-

érythrocytaires d'isotypes IgM et IgG. Par contre, l'administration du p-chlorophenylalanine

(PCPA), inhibiteur de l'enzyme tryptophane hydroxylase qui diminue la libération de 5-HT,

entraîne une augmentation de cette réponse (Jackson et coll., 1984). Donc, la 5-HT est

capable de moduler la réponse humorale aux globules rouges de mouton, et peut être un

messager neural pour la modulation immunitaire.

0

Les effets neuro-immunomodulateurs de la 5-HT ne sont pas induits par le SNC,

mais plutôt par un effet direct de la 5-HT sur les lymphocytes en périphérie. En effet,

l'injection intracistemale de 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT) à des souris pré-traitées

avec le desméthylimipramine (DMI) n'a pas d'effet sur la réponse humorale aux andgènes T-

dépendants. La 5,7-DHT est une neurotoxine qui détmit les neurones catécholaminergiques

et sérotoninergiques. Le DMI bloque la captation de 5,7-DHT par les neurones

catécholaminergiques limitant ainsi les effets de cette dernière aux neurones

sérotoninergiques. Cependant, les effets suppresseurs de la 5-HT impliquent aussi le

système sérotoninergique central. En effet, l'inhibition de la captation de la 5-HT avec le

CGP-6085 et la sertaline induit une iiiununosuppression, alors que l'administration du

cyproheptadine, bloqueur des récepteurs S-HT^ post-synaptiques, et l'activation des auto-

récepteurs avec le delyside augmentent la réponse humorale (Devoino et cotl., 1994). Enfin,
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le traitement in vivo des souris avec des antagonistes 5-HT2, methysergide ou kétansérine,

entraîne la suppression de la réaction d'hypersensibilité retardée qui est induite par les

cellules T. Ce résultat indique que les cellules T peuvent exprimer des récepteurs 5-HT2

fonctionnels qui jouent un rôle dans l'activation de ces cellules et dans la synthèse de

cytokines inflammatoires (Ameisen et coll., 1989). De plus, les antagonistes 5-HTiA

inhibent aussi la sensibilité de contact dans les cellules murines. Cette suppression est

renversée parle 8-OH-DPAT. Ainsi, dans les lymphocytes T, l'expression du récepteur 5-

HTiA semble jouer un rôle important dans la régulation de la prolifération des lymphocytes

T, la production de INFy et IL-2, et finalement dans l'immunité cellulaire (Aune et coll.,

1994). Par ailleurs, l'implication des récepteurs 5-HT4 dans la réponse humorale in vitro a

aussi été suggérée par t'équipe de Smejkat-Jagar, mais les mécanismes restent encore

inconnus (Smejkal-Jagar et Boranic, 1995).

2.1.2.4. Phagocytose

0

De nombreuses publications ont porté sur la régulation de la phagocytose par la 5-

HT. Ainsi, les premières études ont montré que la 5-HT stimule la phagocytose des bactéries

par les cellules polymorphonucléaircs (Nothover, 1961). Par conséquent, la déplédon de 5-

HT chez des rats augmente leur susceptibilité à Itinfection par te staphylocoque (Mishra et

Sanyal, 1959). La 5-HT augmente aussi la phagocytose par les macrophages péritonéaux

murins (Polanski et coll., 1995). Par ailleurs, la 5-HT module la phagocytose induite par

l'IFNy dans les macrophages provenant de moelle osseuse murine. À de faibles

concentrations d'IFNy, la 5-HT augmente la phagocytose, par contre, à de faibles

concentrations d'IFNy, elle la supprime dans ces mêmes cellules. Ces effets sont inhibés par

le spipérone, la kétansérine et le LY53857 (Stemberg et coll., 1987). Ces résultats suggèrent

la présence de récepteurs 5-HT2 fonctionnels sur les macrophages.

En revanche, la 5-HT est capable dïnhiber la phagocytose; cet effet est antagonise
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par la metergoline mais les récepteurs responsables ne sont pas caractérisés (Cassone et coll.,

1974). De la même façon, dans les granulocytes humains et de rat, l'activité phagocytaire est

aussi diminuée par la 5-HT mais les mécanismes impliqués ne sont pas caractérisés

(Namunark et coll., 1992). Finalement, une étude récente a montré que la 5-HT inhibe de

façon dépendante dose la phagocytose induite par les polymorphonucléaires de rat, mais les

récepteurs et les mécanismes impliqués demeurent indéterminés (Vial et coll., 1995).

2.7.2.5. Effets prolifératifs

La 5-HT connue essentiellement comme une aminé vasoactive et NT, représente une

nouvelle classe de facteur de croissance impliquant des récepteurs couplés aux protéines G.

Elle est actuellement bien coimue comme facteur de croissance pour une variété de types

cellulaires. Grâce à t'extrême diversité de ses récepteurs, la 5-HT constitue un modèle utile

pour étudier la relation entre les différentes voies de signalisation de ses récepteurs et la

réponse mitogémque.

2.1.2.5.1. Tissus tumoraux

u

La sécrétion des facteurs de croissance par les cellules tumorales et leur rôle dans la

proliferation maligne présente un intérêt croissant. L'utilisation de la sérotonine constitue

une stratégie thérapeudque potentielle dans le contrôle de ces tumeurs. En effet, la lignée

humaine earcinoïde BON est coimue pour synthétiser la 5-HT. Dans cette lignée, c'est

l'inhibition des taux d'AMPc et de la PKA via le récepteur 5-HTiA qui augmente la

proliferation des cellules induite par la 5-HT. Il en résulte que cette dernière joue le rôle d'un

facteur de croissance pour cette lignée tumorale (Ishizuka et coll., 1992). La 5-HT est aussi

libérée par la lignée cellulaire humaine GLC8 (carcinome de poumon) pour laquelle, elle joue

le rôle de mitogène. Dans ce cas, le récepteur 5-HTio couplé négativement à l'AC est

responsable des effets observés et ce signal est partiellement impliqué dans la croissance
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cellulaire (Cattaneo et coll., 1994). D'un autre côté, des auteurs ont montré que la 5-HT

augmente la capacité proliférative des cellules néoplasiques murines X63 (myélome) et

SHV125 (Hybridome). Ces effets sont inhibés par le propranolol et la kétansérine, mais les

récepteurs et les mécanismes responsables ne sont pas détenninés (Smejkal-Jagar et Boranic,

1995).

Des études ont montré aussi la présence de la 5-HT dans le carcinome prostatique

(Abdul et coll., 1994). Dans ce dernier, le pindobind, antagoniste 5-HTiA, inhibe la

proliferation in vitro de trois lignées cellulaires tumorales indépendantes des androgènes: PC-

3 (agressive), DU-145 (peu agressive) et LNCaP (non agressive). Cet effet anti-proliféradf

est aussi observé in vivo chez des souris "nude" athymiques traitées avec les cellules

cancéreuses PC-3. De plus, le pindobind est capable de réduire la taille et le poids des

tumeurs PC-3 dans ces souris. Les études de liaison réalisées avec le pH]8-OH-DPAT,

agoniste 5-HTiA sélectif, montrent la présence de sites de liaison 5-HTiA sur les 3 lignées

cellulaires, une affîmté de l'ordre du ^M et une forte densité de récepteurs surtout pour la

lignée cellulaire PC-3. L'ensemble de ces résultats suggère l'implication du récepteur 5-

HTiA dans la prolifération tumorale et le rôle clinique des antagonistes 5-PTTiA dans le

traitement du cancer de ta prostate.

2.1.2.5.2. Tissus lymphoïdes

0

En périphérie au niveau des organes lymphoïdes, et malgré l'absence d'une

innervation sérotoninergique, la 5-HT peut être captée par les terminaisons nerveuses

adrénergiques et relâchée comme NT classique suite à une stimulation nerveuse (Cohen,

1984). De plus, les travaux de Fuchs et coll. (1988) ont montré que ta 5-HT est localisée

conime co-transmetteur avec la noradrénaline (NE) dans la rate de souiis. La distribution de

ces deux amines n'est pas homogène dans les différentes régions de la rate. Ainsi, la 5-HT

se trouve associée aux cellules spléniques, alors que la majorité de la NE se trouve localisée
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dans la capsule. D'autre part, les lymphocytes et les monocytes peuvent aussi synthétiser la

5-HT après stimulation par la PHA ou l'IFNy (Finocchiaro et coll., 1988). Il en résulte un

rôle d'immunomodulateur pour la 5-HT. De ce fait, la 5-HT participe à la régulation de la

réponse iinmunitaire in vivo et in vitro. Elle est ainsi capable de moduler la réponse

proliférative des cellules immumtaires induite par des mitogènes de façon négative et/ou

positive.

0

Les premières études ont montré que l'incubation des cellules spléniques avec la 5-

HT inhibe leur prolifération induite par la PHA ou par des cellules allogéniques, mais les

mécanismes et les récepteurs impliqués ne sont pas décrits (Bonnet et coll., 1984). L'équipe

de SmejkaI-Jagar a également montré une inhibition de la prolifération des cellules spléniques

stimulées par la concanavaline A (ConA). Contrairement à leurs effets sur les cellules

leucémiques, le propranolol et la kétansérine ne bloquent pas les effets inhibiteurs de la 5-HT

sur les cellules spléniques (Smejkal-Jagar et Boranic, 1995). L'addition de 5-HT à 10-3 M à

des lymphocytes humains activés par la PHA inhibe aussi leur prolifération, mesurée par

incorporation de 3H-TdR. Cette inhibition se fait par un mécanisme indépendant de la

production de l'interleukine 2 (IL-2) (Finocchiaro et coll., 1988; Slauson et coll., 1984).

D'autres part, l'équipe de Kut a montré que la 5-ITT à de fortes concentrations inhibe la

réponse proliférative des lymphocytes T murins. Cet effet est observé aussi bien avec la 5-

HT exogène qu'endogène dont la synthèse est augmentée par la fenfluramine (Kut et coll.,

1992). Les effets suppressifs de la 5-HT à des doses élevées présentent un intérêt davantage

d'ordre phannacologique^? que physiologique même si dans certaines conditions

pathologiques (inflammation et ischémie) les taux de 5-HT peuvent atteindre lOOp.M (Betten

et coll., 2001). Finalement, la 5-HT inhibe de façon dépendante de la dose (10-9-10-4M) la

proliferation des cellule spléniques de souris DBA/2 stimulées par le LPS (Roszman et coll.,

1985).

L'équipe de Meyniel et coll. (1997) a montré que la 5-HT et le 2 methyl-5-HT (2-
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CH3-5-HT), agoniste 5-HT3, réduisent la prolifération des lymphocytes T de truite stimulés

par la PHA de façon dépendante de la dose. De plus, 2-CH3-5-HT bloque la transition des

cellules de la phase GQ/GI à la phase S du cycle cellulaire. Les antagonistes 5-HT3, 1CS-

205-930, MDL-72222 et metoclopramide, utilisés à de faibles concentrations renversent les

effets inhibiteurs sur la prolifération. Les études de liaison ont révélé la présence de

récepteurs 5-HTs sur les lymphocytes T du poisson. La caractérisation biochimique a

montré de son côté que ce récepteur est un canal sadique. L'ensemble des résultats de cette

étude montre que les lymphocytes T de truite expriment des récepteurs 5-HTs fonctionnels

impliqués dans la prolifération, et suggère que le courant sadique serait probablement le

mécanisme responsable des effets immunosuppresseurs de la 5-HT sur la prolifération.

0

La 5-HT ne régule pas uniquement la prolifération des cellules immumtaires de façon

negative. Elle est capable aussi de stimuler cette réponse. Ainsi, l'addition de faibles

concentrations de 5-HT aux cellules spléniques de souris en culture augmente leur

proliféradon en réponse à la ConA, et à l'IL-2. Ces effets stimulateurs de la 5-HT sont

bloqués par des antagonistes 5-HT2 O^oung et coll., 1993). De plus, le pré-traitement des

cellules avec le PCPA, iiihibiteur de la synthèse de 5-HT, diminue la prolifération des

lymphocytes T et leur capacité à exprimer des récepteurs à l'IL-2 en réponse à la CoiiA. Les

lymphocytes T CD8+ et CD44' sont affectés, mais l'effet est plus important sur ces derniers et

est restauré partiellement en présence de 5-HT exogène. Il en résulte que la 5-HT endogène

peut réguler l'activité des lymphocytes T. Cette même équipe a montré que la diminution de

la prolifération des lymphocytes T en absence de 5-HT est un phénomène dépendant des

macrophages. En effet, la prolifération des cellules T de souris pré-traitées avec le PCPA est

rétablie en présence de macrophages provenant de souris non traitées. L'incapacité des

macrophages de souris pré-traitées avec le PCPA à augmenter l'incorporation de thymidine

tndée serait due à leur déficience en 5-HT.

Les mécanismes par lesquels la 5-HT favorise les effets des macrophages restent
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cependant mal connus. Deux hypothèses ont été envisagées. La première est que les

macrophages dépendent complètement de la 5-HT pour induire leur fonction accessoire.

L'autre possibilité est que la 5-HT renverse des effets suppresseurs induits pas les

macrophages (Young et Matthews, 1995; Young et coll., 1993). Cette dernière hypothèse

est supportée par les études de Hellestrand et coll. (1993) qui suggèrent que les monocytes

suppriment les fonctions des cellules NK, mais cette suppression est renversée après addition

de!a5-HT.

D'autres auteurs montrent que l'inhibition de la synthèse de la 5-HT par le PCPA

dans des blastes T humains réduit leur capacité proliférative en réponse à l'IL-2, la PHA ou

un anti-CD3, OKT3 (Aune et coll., 1994). Cette inhibition est complètement renversée par le

5-hydroxytryptophane. La même équipe a montré, précédemment, que dans les cellules T

humaines activées par la PHA, la proliféradon est supprimée en présence de forskoline,

activateur direct de l'AC. Cette inhibition est renversée par addidon de 5-HT ou 8-OH-

DPAT, et se fait via des récepteurs 5-HTiA couplés négativement à l'AC. Il semble donc

que dans tes lymphocytes T, la prolifération soit sous le contrôle du récepteur 5-HTiA.

Les effets immunomodulateurs de la 5-HT ne sont pas restreints aux cellules T, mais

ont été décrits aussi pour les cellules NK. Ainsi, la prolifération des cellules NK stimulées

par l'IL-2 est inhibée par les monocytes. L'addition de 5-HT ou 8-OH-DPAT à ces cultures

cellulaires abolit les effets suppresseurs des monocytes, alors que le pindolol antagonise de

façon partielle les effets 5-HT. Ces résultats suggèrent que la réguladon de la prolifération

des cellules NK est aussi sous contrôle du récepteur 5-HTiA dont les mécanismes restent

encore à déterminer (Hellstrand et Hermodsson, 1993).

0

Il est clair que la 5-HT est impliquée dans de nombreux processus immunologiques,

et que les multiples effets de cette aminé sont le résultat d'une interaction avec différents

récepteurs. En dépit de ce grand intérêt, du progrès incessant, de la multiplicité des
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publications dans ce domaine et de la diversité des modèles expérimentaux, le rôle régulateur

de la 5-HT sur la réponse immunitaire soulève de nombreuses questions. D'abord par la

divergence des résultats, leur interprétation in vivo et in vitro, et même leur contradiction

d'une espèce à l'autre, d'une publication à l'autre, et parfois même à l'intérieur d'une même

équipe. D'autre part, la sélectivité des ligands, les récepteurs et leur diversité et les

mécanismes responsables restent encore obscurs et mal connus. De plus, le rôle

physiologique et llimptication pathologique de ces effets demeurent difficiles à déterminer.

Une meilleure caractérisation des récepteurs sérotoninergiques sur les cellules du système

immunitaire, la connaissance approfondie de leur stmcture et de leur signalisation permettront

de mieux éclaircir et de mieux interpréter les effets immunomodulateurs de la 5-HTT.

2.2. Catécholamines et système immunitaire

0

Les ÇA en périphérie agissent comme des effecteurs pour une large variété de

systèmes homéostatiques qui régulent la fonction du coeur et des vaisseaux sanguins, du

métabolisme et de l'immunité. L'importance du système nerveux sympathique (SNS) dans

la modulation de la réponse immunitaire en particulier est suggérée par une série

d'expériences et d'études examinant les effets du stress et des facteurs psychologiques sur la

santé et la maladie (Besedovsky et coll., 1996; Ader et coll., 1991). Il est actuellement

clairement démontré que le SNS est impliqué dans le contrôle du SI et que les ÇA peuvent

être synthétisées par les lymphocytes T et B (Kohm et coll., 2000; Josefsson et cott., 1996).

D'autre part, les organes lymphoïdes primaires et secondaires présentent une imieryation

adrénergique. Finalement, les lymphocytes, les macrophages et d'autres cellules du SI

portent des récepteurs adrénergiques fonctionnels. In vitro, les agonistes adrénergiques

peuvent moduler la réponse immunitaire en altérant certaines fonctions telles que la

production des cytokines, la prolifération lymphocytaire et la sécrétion d'anticorps. In vivo,

la sympathectomie chiinique supprime la réponse cellulaire T helper l (Th l) et augmente la

réponse humorale Th2. Ces deux sous populations lymphocytaires se distinguent sur la base
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de leur profil de sécrétion de cytokines (Thl: IL-2, INFy ;Th2: IL-4, 5, 6 et 10) et sur leur

fonction biologique (Felten et coll., 1998;1987).

2.2.1«Innervation svmoathiaue des oreanes IvmDhoïdes

De nombreuses études anatomiques ont montré que les organes lymphoïdes primaires

et secondaires sont inneryés par des fibres sympathiques noradrenergiques et peptidergiques.

Au niveau microscopique, la majorité de cette innervation est associée à la vascularisation de

ces organes (Roszman et coll., 1985). Chez les rongeurs, l'innervation sympathique des

organes lymphoïdes varie avec l'âge de l'animal. Ainsi, 1'innen'ation de la rate diminue

dramatiquement chez le rat avec l'âge; avec en parallèle une diminution dans les

compartiments T. Au contraire, l'innervation du thymus est relativement constante. La

presence des terminaisons nerveuses sympathiques dans les organes lymphoïdes: thymus,

rate, ganglions lymphatiques et la moelle osseuse, le contact étroit avec les cellules du SI et la

caractérisation des récepteurs adrénergiques sur les lymphocytes suggèrent que l'innervation

sympathique et le NT NE jouent un rôle déterminant dans la modulation de la réponse

immunitaire (Ader et coll., 1991; Brooks et coll., 1982).

2.2.2. Récepteurs adrénereiaues exprimés sur les cellules du SI

u

Les récepteurs a- et surtout p-adrénergiques qui sont stimulés par les ÇA sont les

premiers récepteurs de NT qui ont été décrits chez les cellules iimnunitaires (Besedovsky et

coll., 1979; Hadden et coll., 1970). Les récepteurs aRA sont exprimés sur des lymphocytes

humains et porcins (Goin et cotî., 1991; TiTinchis et CIarke. 1984). Les macrophages

expriment aussi des récepteurs 02 et p adrénergiques (Spengler et coll., 1990; Abrass et

coll., 1985).

D'autres cellules hématopoïétiques impliquées dans l'inflammation expriment aussi
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des pRA telles que les neutrophiles, les basophiles et les éosinophiles (Plaut, 1987).

Cependant, la densité des récepteurs p varie parmi les populations lymphocytaires. Chez la

souris, les cellules B spléniques expriment deux fois plus de récepteurs p que les

lymphocytes T (Cremashi et coll., 1991; Fuchs et coll., 1988). Chez l'humain, les

lyniphocytes suppresseurs ont une forte densité de pRA qui est intermédiaire dans les

cellules T cytotoxiques et la plus faible dans les T helper (Khan et coll., 1986). Récemment,

il a été montré que les cellules Th l (IL-2, INFy) et les Th2 (IL-4, 5, 6 et 10) expriment des

pRA de façon différendette. Les lymphocytes Thl expriment fortement les ^RA alors qu'ils

ne sont pas détectables sur les Th2 (Sanders et coll., 1994). Cette hétérogénéité dans

l'expression des récepteurs peut être liée à la concentration des ÇA dans le

microenvironnement des cellules. La densité des RRA lymphocytaires varie aussi avec le

développement. Ainsi, les PRA ont été détectés sur des thymocytes de souris très précoces,

et leur densité augmente avec la maturation (Singh et coll., 1979). Dans la rate de rat, les

PRA augmentent presque de deux fois de la naissance au jour 14 postnatal (Ackennan,

1991). Cependant, les mécanismes responsables de ces changements dans le nombre des

récepteurs tors de la maturation restent inconnus. L'activation des lymphocytes par des

andgènes ou mitogènes peut aussi affecter la densité des récepteurs RRA sur ces cellules.

Ainsi, l'immunisation avec des globules rouges de mouton induit une diminution de la

densité des pRA de la rate (Fuchs et coll., 1988). Par ailleurs, le traitement des lymphocytes

avec la ConA augmente la densité des récepteurs alors que l'activation par le PMA et un

ionophore calcique diminue le nombre de récepteurs sur les lymphocytes T. Cette diminution

est carrelée avec une diminution des taux d'AMPc stimulés par ISO. Ces résultats suggèrent

que ce signal de transduction serait responsable des changements dans la densité des

récepteurs sur tes lymphocytes (Radojcic et cott., 1991).

0
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n 2.2.3.1nfluence des catécholamines sur la réoonsc iniinunitaire

2.2.3.J. Sympathectomie

De nombreuses études ont montré qu'une dénervation sympathique par la

neurotoxine 6-hydroxydopamine (6-OHDA) induit des altérations dans la fonction

lymphocytaire et par conséquent dans la réponse immunitaire. Parmi ces changements, il y a

une réduction de ta réponse protiférative des lymphocytes, de t'hypersensibitité retardée et un

changement dans la production des anticorps T-dépendants. Cette dernière réponse varie

selon l'âge, l'espèce et la race ammale, le type d'antigène et les techniques de mesure. En

effet, chez des rats âgés et immunisés, la depletion chimique de l'innervation

noradrénergique par la 6-OH-DA augmente la production d'anticorps. Chez des rats jeunes,

on observe les mêmes résultats mais de façon moins prononcée (Madden et coll., 1995;

1994).

2.2.3.2. Chimiotactisme

0

La stimuladon adrénergique semble altérer la migration et le chimiotactisme des

neutrophiles. Ainsi, l'incubation des neutrophiles de lapin avec l'épinéphrine et l'ISO inhibe

leur modlité et leur chemotaxie. Cet effet est renversé par le propranolol suggérant ainsi une

implication du RRA (Rivkin et coll., 1975). Quand les aeutrophiles humains sont activés par

deux chemoattractants, la leukotriène B4 et le N-formyl-Met-Leu-Phe (fLMP), la stimulation

PAR inhibe également leur chemotaxie. En revanche, la forskoline, stimulateur puissant et

direct de l'AC, a'affecte pas la chemotaxie induite par la leukotriène B4. Ces résultats

suggèrent que l'AMPc n'est pas uniquement le seul signal responsable des effets

chemoattractants des neutrophiles (Harvath et coll., 1991). Les ÇA influencent aussi la

réponse immumtaire et l'accumulation aux sites d'icrflammation en modulant l'adhérence et la

migradon des lymphocytes. En effet, l'injection des ÇA à des souris sympathectomisées
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favorise la migration des lymphocytes vers les noeuds lymphoïdes (Madden et coll., 1994).

En revanche, les ÇA inhibent l'adhésion des lymphocytes aux cellules endothéliales activées

par IIL-I. Cette inhibition implique des récepteurs RRA. L'absence d'une inhibition

complète suggère qu'un autre signal, différent de celui induit par l'AMPc, est responsable

des effets des ÇA sur l'adhésion des lymphocytes T.

2.2.3.3. Activité NK et sécrétion des cytokines

L'activité lyrique des cellules NK peut aussi être altérée par les ÇA. Il est montré que

l'activité NK mesurée par libération du chrome 51 (51Cr) est inhibée par l'ISO et par d'autres

activateurs de l'AMPc (Katz et coll., 1982). D'autres travaux ont montré que l'épinéphrine à

l O'6 M inhibe, et à 10~8 M potentiatise l'activité NK sur les cellules cibles leucémiques K562;

ces effets sont renversés par le propranolol. Ces résultats montrent que l'effet des ÇA se fait

via des récepteurs RAR présents sur les cellules NK et non à travers une interaction des ÇA

sur les cellules K 562 (Hellstrand et coll., 1985).

0

L'addition d'épinéphrine et ISO aux monocytes humains ou à la lignée monocytaire

THP-1 réduit la production du TNF-P stimulée par le LPS. Dans les cellules THP-1,

l'épinéphrine à 10'7 M inhibe complètement cette production, et elle est renversée par un R-

bloqueur. La pré-incubation des cellules THF-1 avec ISO 24 h avant l'addition du LPS

augmente, au contraire, cette production (Severn et coll., 1992). D'autres auteurs ont montré

que la NE et le UK-14304, agoniste ^2 adrénergique, augmentent aussi la production du

TNF dans les macrophages munns stimulés par le LPS, alors que ISO, agoniste p non

sélectif, est inhibiteur. Ces effets sur la production du TNF correspondent à des

changements dans la production d'ARNm. L'augmentation des taux du TNF et de son

ARNm par le UK-14304 sont bloquées par la yohimbine, un antagoniste 02, et la réduction

induite par ISO est renversée par le propranolol. Ainsi, la régulation de la production du

TNP par tes ÇA se fait par t'intermédiaire de catégories distinctes de récepteurs. D'une part,
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les ÇA augmentent cette production après sdmulation des récepteurs az adrénergiques;

d'autre part, elles la réduisent par l'intennédiaire de récepteurs P adrénergiques (Spengler et

coll., 1994). Ces résultats sont confirmés par Gu et coll. (1996) qui montrent que ISO

diininue significativement la production du TNF dans les macrophages alvéolaires bovins.

Cette réduction est complètement renversée par le propranolol (10'6 M). De plus, le

salbutamol reproduit les effets de ISO dans la lignée macrophagique HL-69-M stimulée par le

LPS; cet effet est bloqué par le ICI118,551. Les agonistes p-adrénergiques peuvent, d'un

autre côté, supprimer la synthèse de IfIL-2 par les lymphocytes T et Irexpression du récepteur

de faible affinité de l'IL-2 (Bartik et coll., 1993; Felten et coll., 1987), ainsi que la synthèse

d'IL-1 par les macrophages (Koff et coll., 1986), même si les cibles moléculaires et les

mécanismes de signalisadon intracellulaire restent non caractérisés.

Les ÇA affectent non seulement la production des cytokines mais aussi la réponse à

ces dernières. En effet, l'activation des macrophages péritonéaux par I'lNFy est inhibée par

la NE et l'E à 10-6 M (Koff et Dunegan, 1985). Cette inhibition coïncide avec l'augmentation

des taux d'AMPc. Rnalement, la stimulation des récepteurs p-adrénergiques en synergie

avec IL-4 augmentent l'expression de l'antigène de surface CD23 sur la lignée monocytaire

humaine U937 (Paul-Eugene et coll., 1993).

2.2.3.4. Synthèse d'anticorps

0

Les agonistes adrénergiques affectent aussi d'autres fonctions immunitaires telle que

la production d'anticorps. L'équipe de Melmon a montré que l'addition d'ISO à des cellules

spléniques de souris immunisées par les globules rouges (GR) de mouton, réduit la réponse

humorale (Melmon et coll., 1974). En revanche, Sanders et Munson (1984) ont montré que

1'addition de NE (10-6 - 10-5 M) au début de la culture augmente la réponse humorale (anti-

GR de mouton) au jour 5. Cet effet est reproduit par la terbuline, un agoniste ^ et inhibé

par le propranolol. La différenciation des lymphocytes B de souris stimulés par le LPS est



0

60

aussi amplifiée en présence de NE (5 x 10"6 - l O'5 M); cet effet est bloqué par le propranolol,

et implique des récepteurs RAR. À l'inverse, la DA supprime la différenciation des

lymphocytes B stimulées par LPS mais par des mécanismes différents de ceux de la NE (Li et

coll., 1990; Keuassi et eotl., 1988).

2.2.3.5. Proliferation

Plusieurs auteurs ont rapporté que la prolifération des lymphocytes est inhibée par la

sdmulation des récepteurs adrénergiques et par des inducteurs d'AMPc. En effet, des études

in vitro réalisées par Hadden et coll. (1974) ont montré que les agonistes adrénergiques (NE,

épinéphrine et ISO), et les antagonistes adrénergiques (phentolamine et propranotol) peuvent

altérer la réponse proliférative des lymphocytes T humains à la PHA (mesurée par

incorporation de 3HTdR). Ainsi, la stimulation des aRA augmente la prolifération, alors que

la stimulation des RRA est inhibitrice. Par ailleurs, l'ISO à 10-5 M inhibe aussi la

proliféradon des lymphocytes T CD4+, CD8+ et des T mémoires stimulés par un anticorps

anti-CD3. Cette inhibition de la prolifération est en corrélation avec l'augmentation de

l'AMPc intracellulaire suggérant un rôle anti-prolifératif de l'AMPc sur les lymphocytes T

(Bartik et coll., 1993).

0

Des interactions complexes entre la stimulation des RAR et l'activité lymphocytaire

ont été démontrées dans la modulation de la prolifération et la différenciadon des

lymphocytes B par les ÇA. À l'inverse des lymphocytes T, l'effet de la stimulation des RAR

sur î'activifé des lymphocytes B dépend du stimulus prolifératif utilisé. La prolifération et la

différenciadon des lymphocytes B de souris stimulés par le lipopolysaccharide (LPS) est

amplifiée en présence de NE (5 x 10-6 - 10"5 M); cet effet est bloqué par le propranolol.

Cependant, l'addition tardive de NE 2 h ou plus après LPS n'affecte pas la réponse

proliférative (Kouassi et coll., 1988). La dopamine (DA) exerce aussi des effets sur les

lymphocytes B, mais par des mécanismes opposés à ceux de la NE. La DA supprime la
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proliferation et la différenciation des lymphocytes B. Ces effets ne semblent pas impliquer ni

les récepteurs dopaminergiques ni les récepteurs adrénergiques. Par ailleurs, ISO (5 x 10-6 -

10~5 M) reproduit les effets amplificateurs de la NE sur la prolifération des lymphocytes B

stimulés par le LPS. Cet effet est aussi bloqué par le propranolol mais non par la

phentolamine, un antagoniste a adrénergique. En revanche, NE et ISO inhibent la

proliferation des lymphocytes B stimulés par un anti-IgM. De plus, le dbAMPc et la

forskotine ont aussi des effets inhibiteurs sur la prolifération induite par te LPS. Alors que ta

stimulation des PAR diminue la prolifération des lymphocytes B activés par anti-Ig par

augmentation des taux d'AMPc, ces mêmes récepteurs augmentent la prolifération des

lymphocytes B en réponse au LPS via un mécanisme indépendant de l'AMPc (Li et coll.,

1990). Il est bien établi que anti-IgM active les lymphocytes B via des mécanismes

intracellulaires différents de ceux du LPS.

3. DÉRIVÉS OXYGÉNÉS ET ANTI-OXYDANTS

Les cellules du SI sont exposées aux espèces radicalaires oxygénées dont la source

peut être extracellulaire ou intracellulaire. La production de dérivés de l'oxygène contribue à

l'activité microbicide et à la destruction des tissus environnants. Les organismes vivants ont

dû s'inventer au fit de revolution des systèmes de défense, aussi divers qu'ingénieux, pour

survivre à la toxicité des dérivés oxygénés (DO) et des radicaux libres. La notion de radicaux

libres est connue des chimistes depuis les années 1930, mais son entrée dans le monde de la

biologie a été plus tardive. Ce n'est qu'à partir de 1969, date de la découverte de l'enzyme

superoxyde dismutase (SOD) qu'elle a véritablement émergé. Un radical libre est par

definition, toute espèce chimique possédant un ou plusieurs électrons non appariés. Ces

radicaux libres sont, en général, très réactifs; ils déclenchent des réacdons en chaîne pouvant

endommager les différents constituants de l'organisme vivant.

0
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3.1. Mode de formation et systèmes cellulaires impliqués dans la génération

des dérivés oxygénés

3.1.1. Les cellules phasocvtaires

0

Le précurseur de ces espèces radicalaires est le superoxyde Oz qui est généré par

certaines cellules du SI: neutrophiles, eosinophiles et phagocytes mononucléaires (Babior,

1992; Hancock et coll., 1990; Kobayashi et coll., 1990; Maly et coll., 1989; 1988). La

production de ces oxydants réactifs est associée à une augmentation abmpte de la

consommation de l'oxygène (Os) et l'événement métabolique dans lequel ils sont générés est

appelé métabolisme oxydatif ou flambée oxydative (figure 4). L'enzyme responsable de cette

production est la NADPH oxydase (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase).

Ce complexe enzymatique, constitué de flavoprotéine, d'un cytochrome b et probablement de

molécules quinones, est localisé dans la membrane cytoplasmique et transfonne, par apport

d'électrons libres, l'oxygène moléculaire en anions superoxyde Oz*" lors de la flambée

respiratoire selon la réacdon suivante:

2 02 + NADPH -—> 2 02*- + NADP + H+

Par la suite, sous l'influence de la SOD les anions superoxydes sont transformés en

peroxyde d'hydrogène ou eau oxygénée (HsOz)

02*- + 02'- + 2 H+ -—> H2Û2 + 02

Le peroxyde tfhydrogène H2Q2 qui ntest pas un radical libre, est un puissant agent oxydant

qui en présence de fer (réacdon de Fenton) aboutit à la production de l'oxygène singulet et de

radicaux hydroxyles Oîf:

Fe2+ + H2Û2 -—> Fe3+ + OH' + OH-

Le radical hydroxyle OH" va réagir pratiquement au niveau du site de sa création, et souvent,

il va détruire son propre générateur. C'est le plus réactif et donc le plus toxique. Il est le

responsable majeur des altérations cellulaires qui peuvent toucher toutes les molécules:

protéines, lipides et acides nucléiques.
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Figure 4: Generation des espèces oxygénées réactives
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La production des halogènes oxygénés débute par l'oxydation de l'ion chlore Cl~ par

H2Û2 qui est produit lors de la métabolisme oxydatif. Cette oxydation est catalysée par la

myélopéroxydase, une enzyme à hème, qui permet la production de l'ion hypochlorite, un

agent oxydant très réactif:

H+ + Cl- + H2Û2 —-> HOC1 + H20

Les dérivés oxygénés réactifs sont produits au sein des peroxysomes, organelles avec

une membrane unitaire contenant la xanthine oxydase, génératrice d'Os et de HsQz; au

niveau des membranes des phagosomes et sur la membrane cytoplasmique. Ceci pennet leur

détecdon par chimiluminescence (CL) (technique très sensible aux dérivés oxygénés produits

lors du métabolisme oxydadf. Il se produit une interaction entre le luminol et les dérivés

oxygénés pour produire des quantités de lumières plus grandes et plus mesurables). Ils

peuvent enfin être produits par l'exposition à une atmosphère enrichie en oxygène, par

l'action des rayons U.V., X et y et par différentes substances chimiques.

3.1.2 Les IvmDhocvtes B

u

Les lymphocytes B, bien qu'ils soient des cellules non phagocytaires ont la capacité

de générer du Oz*" suite à une stimulation par les esters de phorbols (PMA) (Hancock et

coll., 1990) ou par un anti-Ig (Leca et coll., 1991; Maly, 1990; 1989; 1988). En effet,

Votkman et coll. (1994) ont observé que tes lymphocytes B humains transformés par le virus

d'Epstein-Barr (EBV) sont capables de réduire le tetrazolium nitrobleu (NTB) et la

ferricytochrome e suite à une stimulation par le PMA. Cependant, les lymphocytes B EBV+

des patients ayant la granulomatose septique chronique, désignée par le sigle CGD (chronic

granulomatous disease), désordre génétique caractérisé par une NADPH oxydase non

fonctionnelle ou à faible activité, ne montrent pas cette propriété. Cette équipe arriva à la

conclusion suivante: le système générateur Oz*" dans ces lignées est le même que celui des
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phagocytes, soit la NADPH oxydase. Des études biochimiques ont démontré la présence du

cytochrome b-245 (par son potentiel moyen de - 245 mV) et d'une flavoprotéine de 45 KDa

(Maly et coll., 1988). Récemment, la réducdon du NTB par 02 et l expression du

cytochrome 5-245 ont été étudiées dans les lymphocytes B (Maly et coll., 1989).

Bien que la NADPH oxydase dans les lymphocytes B soit similaire à celle des

phagocytes, la capacité des lymphocytes B à générer 02*~ est plus faible en comparaison de

celle des phagocytes. Quantitativement, le potentiel des lymphocytes B à produire du Os*" est

estimé entré 1-2 ilMôl/106 cëlts/h, mais il est 50-100 fois înférîëur à celui des grâiiutôcytës

humains activés. En revanche, le métabolisme oxy datif des lymphocytes semble être plus

soutenu dans le temps en comparaison de celui des neutrophiles. En effet, la capacité de

généradon de Oî*" par les lymphocytes EBV+ stimulés par le PMA et le LPS est maximal 10

ffiîii après stimulation (Hâncock et coll., 1990). Les lymphocytes continuent à gënérèr dû

02*~ pendant 60 min de stimuladon même si le taux coinmence à diminuer progressivement.

Par contre, le métabolisme respiratoire des neutrophiles se termine 15 à 20 min après

stimulation.

3.2. Anti-oxydants biologiques

0

Les dérivés oxygénés sont toxiques. À cette toxicité potentielle, l'organisme oppose

différents systèmes de défense anti-oxydants, soit en inhibant les mécanismes d'activation et

donc l'initiadon des réactions radicalaires, soit en neutralisant les DO déjà fonnés. Dans le

cas d'un àffàiBlisséménf dé cétïé défense àntî-ôxydànfé où d'un excès dé production

d'espèces radicalaires, un état de stress oxydatif s'installe. On appelle anti-oxydant toute

substance qui en présence d'un substrat oxydatif et à des concentrations bien inférieures à

celles de ce dernier, va retarder d'une façon significative l'oxydation de ce substrat, et

protéger ainsi les systèmes bîôîôgiquës contre tes effets délétères potentiels de cette

oxydation excessive. Les différents anti-oxydants sont décrits ci-dessous.
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3.2.1. SuDcroxvde dismutase

Découverte par McCord et Fridovich en 1969, la superoxyde dismutase (SOD)

catalyse la réaction suivante:

2Û2*-+2H+ -—>H202+02

On connaît trois types: une SOD qui contient du cuivre (Cu) et du zinc (Zn), et est formée de

deux sous-unités identiques; un second type de SOD contient du fer (Fe); un troisième du

manganèse (Mn). Ces enzymes ont été isolées de sources très diverses. La comparaison de

leurs séquences respectives d'acides aminés révèle l'existence d'une homologie entre la

SOD-Fe et la SOD-Mn, tandis que la SOD-Cu-Zn est très différente. Cette dernière est

retrouvée chez les eucaryotes, alors que les premières sont retrouvées chez les procaryotes.

Une exploration du foie de poulet et de rat a permis d'établir que le cytosol contenait la SOD-

Cu-Zn tandis que les mitochondries contenaient une SOD-Mn (Morikawa et Morikawa,

1996; Wang et coït., 1989). Malgré sa localisation intracellutaire, ta SOD est aussi trouvée

dans le sérum humain en grandes quantités. De plus, des anticorps anti-MnSOD ont été

détectés dans du sérum de patients infectés par le virus Eptein-Barr (Ritter et coll., 1994).

3.2.2. Catalase

u

C'est l'anti-oxydant majeur qui catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogène en

oxygène et en eau (HzO) pennettant ainsi d'éviter la genèse de radical hydroxyle (OH*) très

réactif.

2H2Q2 —~>202+2H20

Les catalases se concentrent en particulier dans le foie et les érythrocytes. Elles condennent 4

sous-unités protéiques, chacune avec un fer ferrique (F3+) hémique dans le site actif. Il

existe également des catatases à manganèse. Des études antérieures ont montré que les

niveaux de catalase dans les lymphocytes sont faibles et la dégradadon de HzQz par la
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catalase intracellulaire des lymphocytes serait plus faible en comparaison avec les monocytes

(Sagone et coll., 1984).

3.2.3. Peroxvdases

Elles protègent contre le peroxyde d'hydrogène en catalysant la réaction suivante:

SH2 + H2Û2 --—> S + 2 H2Û

où SH2 est le substrat qui va subir l'oxydation. On distingue plusieurs peroxydases dont

surtout: la gtuthation réductase (GSH réductase) et la myétoperoxydase trouvée dans tes

phagocytes. Il en résulte que le superoxyde et le peroxyde, métabolites ubiquitaires de

l'oxygène, sont sous le contrôle d'une catalyse enzymatique efficace, où des réducteurs

métaboliques (NADPH/H+, GSH) vont servir de donneurs d'électrons.

Finalement, on trouve également diverses molécules qui agissent comme substrats

suicides. Elles opèrent comme un bouclier and-oxydant et protègent les acides nucléiques,

les protéines et les lipides. Parmi ces molécules, certaines opèrent en phase lipidique telles

que les tocophérols (vitamine épinéphrine) qui ont démontré leur efficacité quant à

l'inhibition de la propagation de la peroxydation lipidique (Burton et coll., 1982). D'autres

molécules sont à caractère lipophobe, essentiellement l'acide ascorbique qui est actif en

milieu hydrique.

3.3. Effets biologiques des dérivés oxygénés

3.3.1. Action bactéricide et tumoricide

0
Bien que les DO soient considérés comme des agents destructeurs, ils sont

néanmoins, parfois utiles. Ils jouent un rôle crucial, initialement pour limiter les dommages

tissulaires, prévenir ou inhiber l'infection, secondairement pour amplifier et prolonger cette
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reaction. Les micro-organismes infestants ou corps étrangers vont être ingérés par les

cellules phagocytaires, la bactérie ou la particule phagocytée se retrouvant enveloppée dans

une vésicule de membrane plasmique et exposée à un flux important de DO. En ce qui

concerne les cibles plus grosses, le phagocyte va travailler de l'extérieur. Celui-ci s'étire sur

la surface de la cible et les dérivés oxygénés sont libérés dans l'espace entre sa paroi et la

cible (Babior, 1984).

3.3.2. Dommages cellulaires

Dans le cas d'un affaiblissement de la défense anti-oxydante ou d'un excès de

production d'espèces radicalaires, ces dernières vont endommager différentes cibles

biologiques: lipides, protéines et ADN. Les dérivés oxygénés, en particulier, l'ion

hydroxyle, peuvent réagir avec toutes les macromolécules biologiques. La cible la plus

importante est les acides gras polyinsaturés et le plus important dommage cellulaire causé par

les dérivés oxygénés est la peroxydation lipidique. La peroxydadon des membranes entraîne

une désorganisation et une destruction des lipides membranaires. Les dérivés oxygénés

peuvent aussi attaquer tADN et causer des mutations (Yu, 1994).

Peroxydation lipidique: Les acides gras polyinsaturés sont particulièrement susceptibles à la

peroxydation en raison de leurs hydrogènes bi-allyliques facilement oxydables ce qui conduit

à la formation de différents hydroperoxydes (AGI-OOH) très instables. Ces derniers vont

alors engendrer des composés de coupures constituées d'acides, de traces d'hydrocarbures et

d'aldéhydes tels que le malondialdehyde (MDA).

u

Oxydation des protéines: Ces oxydations entraînent une modification des structures des

protéines pouvant être responsables d'une modification d'activité ou une fragilité accrue à

une protéolyse ultérieure par les protéases.

Oxydation de VADN: Les lésions oxydatives peuvent conduire à des anomalies de la
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multiplication cellulaire, de la synthèses protéique et de transmission du messager génétique.

3.3.3. Dérivés oxveénés et maladies

La production d'espèces réactives oxygénées et les défenses and-oxydantes sont en

équilibre fragile. Il est relativement facile de faire basculer cet équilibre en faveur des

radicaux libres et entraîner diverses maladies.

La maladie de Parkinson: Certains auteurs ont proposé que les neurones dopaminergiques

qui meurent chez les sujets parkinsoniens sont particulièrement exposés à un stress oxydatif.

Ces neurones sont extrêmement riches en mitochondries. Ils consomment donc une quantité

importante d'oxygène au cours de la phosphorytation oxydative, avec un risque accru de

surproduction de radicaux superoxydes (Hirsch, 1993).

Athérosclérose: L'athérosclérose résulte d'interactions multiples et complexes entre des

sdmuli nuisibles et la réponse de la paroi artérielle. L'hypothèse oxy dative de

l'athérosclérose suggère que les modifications oxydatives des lipoprotéines de faible densité

(LDL) ou d'autres lipoprotéines telles que ta Lp(a) sont importantes dans ta pathogénèse de ta

lésion athérosclérotique. L'inhibition de l'oxydation des LDL pourrait donc diminuer ou

prévenir l'athérosclérose et ses conséquences cliniques (Witztum, 1994).

u

Carcinogenèse: Le cancer chez l'homme et l'animal est une maladie qui dans sa pathogénèse,

procède par deux étapes: à partir d'une cellules unique appartenant initialement à un tissu

normal, on va aboutir à un groupe de cellules malignes qui peuvent éventuellement s'infiltrer

dans l'organisme et provoquer sa transfonnation maligne. Les radicaux libres se

comporteraient également en médiateurs de la carcinogenèse. Ils ont, en effet, montré in

vitro leur capacité d'induire des changements de la structure d'ADN, d'activer des voies de

transduction ou de moduler l'activité des gènes. Ils participent ainsi dans l'initiation tumorale



n

70

par leur pouvoir mutagène, par l'activation de proto-oncogènes, essentiellement ceux de la

famille ras, ou par l'inhibition des gènes suppresseurs tumoraux en particuliers les gènes p53

(Burdon et coll., 1990).

Radicaux libres et vieillissement: Le vieillissement des êtres vivants est un phénomène

biologique universel. Plusieurs auteurs considèrent le vieillissement comme l'accumulation

de changements délétères produits par les réactions radicalaires. Ainsi, une plus grande

longévité serait associée à un meitteur statut anti-oxydant. De même, une diminution de la

genèse de radicaux libres par restriction calorique pourrait améliorer cette longévité.

3.3.4. Rôle de inessaeer des dérivés oxveénés dans la orolifération cellulaire

Les DO sont capables d'induire différents processus biologiques tels que: croissance

cellulaire, apoptose, adhésion cellulaire et activation virale (activation du VIH) probablement

par stimulation de signaux de transduction. D'importants progrès ont été accomplis en

matière d'élucidation des mécanismes moléculaires qui régulent la prolifération cellulaire des

mammifères. Le contrôle de la prolifération cellulaire implique une variété de facteurs

génétiques et biochimiques qui sont encore peu connus et dont la deregulation entraîne une

croissance incontrôlable, caractéristique des cellules cancéreuses. La liaison d'un récepteur

membranaire par son tigand, facteur de croissance, cytokine ou honnone, déclenche une

sequence d'événements qui caractérisent le processus d'activation, lequel conduit à l'entree

de la cellule en phase GI du cycle cellulaire. Plusieurs facteurs sont capables d'influencer ce

cycle tels que l'altération du transport ionique à travers la membrane plasmique, et le

changement du pH cellulaire.

0
3.3.4.1. Regulation de la prolifération par les dérivés oxygénés

Récemment, des évidences ont suggéré que les DO (02*~, H2Û2) peuvent jouer un
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rôle important dans la régulation de la prolifération cellulaire. Cependant, dépendemment du

type cellulaire étudié, le rôle des DO dans ces événements reste très controversé; ils sont

tantôt capables de stimuler, tantôt d'inhiber la prolifération. En effet, des études antérieures

ont montré que 02*" et H202 sont capables chacun de stimuler la croissance cellulaire dans

une variété de cellules. Ainsi, Û2 stimule la prolifération des fibroblastes de hamster

(BHK-21) (Burdon et coll., 1990; 1989), des cellules épidermales de souris (JB6)

(Cràwfôrd et coll., 1989) et dès fîBi-ôbIàstës humains (Murrëlî et coll., 1990). Dàiis ces

derniers, de faibles concentrations sdmulent la prolifération alors que les fortes

concentrations sont toxiques. Les mécanismes impliqués dans cette stimulation restent

indéterminés. Cependant, les résultats de cette étude indiquent que H^Qz et Û2*" en sont

responsables, HzQz âyâilt une plus grande puissance. Eyâutrë part, dès études menées avec

H2C>2 montrent aussi une régulation positive de la prolifération des fibroblastes de Hamster

(BHK-21), et de rat (208F) (Burdon et coll., 1990; 1989). De plus, dans les cellules JB6 et

BALb/3T3, ces DO stimulent l'expression des gènes de croissance c-fos et c-jun (Shibanuma

et coll., 1990; Cràwfôrd et coll., 1989). Les propriétés proliférâdvës des DO Ont été aussi

démontrées pour les cellules du muscle aortique. Bhunia et coll. (1997) ont montré que les

lactosylceramides stimulent la production de 02*" par activation de la NADPH oxydase.

Cette augmentation active à son tour la p21ras; il y a alors échange de GDP en GTP sur la

p21ras. Il s'ëilsuît une phôsphôrylâtiôn et une activation de là cascade dès îdnàsés

cytoplasmiques MAPK et particulièrement la p44 MAPK. Le résultat final de cette cascade

est lïnduction de l'ARNm des gènes de transcription c-fos menant à la prolifération cellulaire

0

Les cellules du SI sont aussi exposées aux espèces radicalaires oxygénées dont la

source peut être extracellulaire ou intracellulaire. Bien qu'ils soient considérés comme agents

destmcteurs, leur genèse physiologique semble être nécessaire pour l'activation des

tympiïôcytès. En effet, là relation entre ltôxydàtiôn et la regulation de là proliferation des

lymphocytes est démontrée par de nombreux auteurs. Ainsi, l'équipe de Novogrodsky a

montré que les piégeurs de radicaux hydroxyles (OH*) inhibent la prolifération des
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lymphocytes humains stimulés par le PMA. L'activation de la guanylate cyclase (GMPc) par

OH* serait responsable du signal mitogénique (Novogrodsky et coll., 1982). Par ailleurs,

d'autres auteurs ont montré que les agents detoxifîants ou inhibant la formation des DO

inhibent la synthèse d'ADN dans les lymphocytes humains stimulés par la combinaison

PMA/ionomycine ou PHA, et dans les lymphocytes B de souris stimulés par le LPS, mais

les mécanismes impliqués restent encore mal connus (Hunt et coll., 1991). De plus, l'équipe

de Tàtîà à recëmmëilt montré que t'âctivàtion des cellules T par le îMA en présence dès

cellules accessoires (monocytes) induit une augmentation de la production de DO (Tada et

coll., 1999). Cette dernière est amplifiée en présence d'ionophore calcique ou d'un anticorps

anti-CD3. Cette synergie induit aussi une augmentation de la prolifération qui est inhibée par

les âilti-ôxydânts. Cependant, ce signal (DO) ûè semble pas être suffîsàiit pour initier

l'acdvation des lymphocytes T. L'ensemble de ces observations suggèrent que Oz*" et HzQz

jouent le rôle de imtogène en utilisant des voies biochimiques communes aux facteurs de

croissance.

0

Il est bien établi que la production des dérivés oxygénés par les cellules phagocytaires

stimulées par les cytokines contribue à l'activité microbicide et à la destruction des dssus

environnants. En effet, d'autres cellules du SI, les lymphocytes (T et B) sont sensibles au

stress ôxydàtif. Il est aujourd'hui gënéràlèmènt ââmîs que les DO sont capables de

supprimer la prolifération des lymphocytes et d'induire des dommages à l'ADN.

Effectivement, des auteurs ont montré que les macrophages suppriment la prolifération des

cellules spléniques de souris stimulées par la ConA. Cette suppression est renversée de

fâçoil partielle par la câtâlâsë suggérant que HzQz contribuerait à cet effet (Mëtzger et coll.,

1980). D'autres équipes ont montré aussi un effet protecteur de la catalase sur la

proliferation des cellules mononucléées humaines stimulées par le PMA. Cette augmentation

disparaît quand les cellules sont stimulées par la PHA. Ces résultats suggèrent que H^OZ

libère par les iïionôcytës dans les suspensions cellulaires serait responsable de là diminution

de la prolifération induite par le PMA (Sagone et coll., 1984).



73

0 Par ailleurs, l'équipe de Huang (1992) a aussi montré que l'emodin, une

anthraquinone, supprime non seulement la prolifération des lymphocytes humains stimulés

par la PHA, mais aussi la production de IL-1 et IL-2. Les effets suppresseurs de l'emodin

seraient induits partiellement par la présence d'un groupement hydroxyle libre à la position P

du noyau anthraquinone et sont renversés par la catalase, piégeur de îîsPî- Alors que la voie

de la guanylate cyclase ne semble pas être impliquée, celle du métabolisme de l'acide

arachidonique contribuerait aux effets suppresseurs de l'emodin.

H202 supprime aussi la prolifération des lymphocytes T de souris stimulés par la

ConA et la synthèse de IL-2. Il y a même une corrélation entre la suppression de la

production de IL-2 et celle de l'activité du facteur de transcription NF-KB (Nuclear Factor

Kappa-B) et NFAT (Nucelar Factor of Activated T cells). Ceci suggère que le stress oxydatîf

interfere avec les signaux dans les étapes précoces de l'activation mitogénique des

lymphocytes T (Pahlavani et Hanis, 1998).

0

Le facteur nucléaire kappa B (NF-KB) est un hétérodimère complexe composé de

deux sous-unités (p65 et p50). Dans la plupart des types cellulaires, le NF-KB séjourne dans

le cytoplasme sous forme inactive en association avec son inhibiteur, IKB. À la suite d'une

stimulation cellulaire par divers agents tels que cytokîiiës, mitôgèiiès ou virus, ttÏKB est

dissocié du complexe soit par phosphorylation et/ou par dégradation protéolytique laissant

libre le NF-KB qui va migrer vers le noyau, se lier sur l'ADN avec une haute affinité sur les

sites spécifiques des régions promotrices des gènes cibles et stimuler leur transcription.

Récemment, on a décrit un nouveau mécanisme d'activation du NF-KB. On a évoqué les DO

comme second messager pour l'activation de ce facteur nucléaire en réponse à une large

gamme de stimuli. Le modèle expérimental a utilisé îîzOz pour activer le NF-KB cellulaire.

En effet, à des concentrations de l'ordre du micromolaire, HzOz active NF-KB dans la lignée

T Jùrkàt. Cette activation est èmpêchëë en presence au N-âcëtyI-L-cystéiiië (NAC), ànti-
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oxydant et piégeur de radical. Le NAC inhibe aussi l'activation du NF-KB induite par la

cycloheximide, leTNF, le PMA, le LPS et l' IL-1. Ceci suggère que ces différents agents

ayant différents mécanismes stimulent le NF-KB selon un mécanisme commun impliquant la

synthèse de DO, mais les mécanismes impliqués pour induire la même réaction par ces

différents stimuli sont peu connus (Baeuerle et Henkel, 1994; Meyer et coll., 1993; Mtiller et

coll., 1993). Il a été proposé que ces DO joueraient le rôle de second messager pour libérer

IKB du complexe NF-KB ou inactiver IKB (Schreck et coll., 1992; 1991). Cependant, ce

Hïécaîïisffîe d'âctivatioiï du NF-KB pstr tes DO n'est démontré que pour certains types

cellulaires comme le sous-clone des cellules T jurkat appelé cellules WURZBURG (Schreck

et coll., 1992; 1991); pour d'autres clones dans les mêmes conditions d'oxydation, une

inhibition de la liaison du NF-KB à l'ADN a été observée (Brennan et O'Neill, 1995).

u

À l'instar des autres cellules du SI, les lymphocytes B n'échappent pas aux effets des

DO. Ainsi, il a été montré que la SOD augmente la prolifération et la différenciation des

lymphocytes B humains en culture. Les effets de la SOD sur la prolifération des

lympKôcyîés B sont observés uiuquéménf avec dès àgéiiîs générateurs dé Oz . II en résulte

que les effets amplificateurs de la SOD sur la prolifération des lymphocytes B sont liés à son

activité enzymatique comme piégeur de superoxyde. Dans cette étude, les auteurs suggèrent

que Û2*- serait responsable des effets inhibiteurs sur la prolifération (Morikawa et Morikawa,

Î996). D'un autre côté, il est môîitrê que la càtàlàsè augmente Itincôrpôràtiôn de 3HTdR

dans les lymphocytes humains induite par le PWM, et contrairement aux études précédentes,

elle est sans effet sur la prolifération induite par la PHA ou un anti-CDS. En revanche,

l'addition des anti-oxydants qui interfèrent avec 02 ou OH n'affecte pas la réponse

prôliférâtivë au PWM. De cette étude, il résulté que les DO semblent înflùèncer là

proliféradon des lymphocytes selon le type de initogène (Whitacre et Cathcart, 1992). Par

ailleurs, le traitement des lignées cellulaires pré-B transformées par le vims Epstein-Barr avec

le LPS induit une augmentation de 6 à 10 fois de la libération du Os et de HsQz. Dans la

lignée cellulaire pré-B, NF-KB peut être induit par le LPS et les anti-oxydants ont un effet
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suppresseur sur cette activation (Schreck et coll., 1992). Récemment, il a été observé que

certaines kinases sont sélectivement activées par des oxydants dans les lymphocytes B

suggérant qu'un sous-type de kinases (p56'c'c, p59fyn) ou phosphatases serait des

transducteurs sensibles aux DO (Schieven et coll., 1993).

3.3.4.2. Peroxydation lipidique et ses conséquences sur la prolifération cellulaire

Les phospholipides membranaires sont la cible préférentielle des dommages oxydatifs

en raison de leurs acides gras polyinsaturés (AGPI-H) susceptibles à la peroxydation

lipidique. Ceci entraîne des changements dans la fluidité et la pennéabilité membranaires.

Ainsi en fonction du nombre dtinsaturation de la structure lipidique, ta peroxydation conduit

à la formation de différents hydroperoxydes (AGPI-OOH). Le clivage de ces derniers peut

aussi induire la formation des hydroxyalkénals, notamment le 4-hydroxynonénal capable de

modifier l'activité enzymatique associée aux membranes. Les hydroxyperoxydes, du fait de

leur instabilité, engendrent à leur tour des aldéhydes comme le malondialdehyde (MDA)

capable de réagir avec les groupements thiols des protéines. Ces oxydations entraînent une

modification de structure des protéines pouvant être responsables d'une modification

d'activité et d'une fragilité accrue à une protéolyse par les protéases. Il en résulte une

perturbation des protéines responsables du transport ionique à travers ta membrane, mais

aussi des protéines impliquées dans les signaux cellulaires de la croissance cellulaire.

Plusieurs observations ont montré une relation inversement proportionnelle entre la

croissance cellulaire et la peroxydadon lipidique. Ainsi, l'addition des acides gras (AG) cis-

insaturés inhibent l'incorporation de 3HTdR dans des cultures de lymphocytes humains

stimulés par la PHA. Cette suppression est renversée par la vitamine E et la SOD. De plus,

ces AG sont capables d'augmenter la peroxydation lipidique dans ces cultures cellulaires.

u L'inhibition de la prolifération des lymphocytes T stimulés par la PHA semble être un
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0 processus dépendant des radicaux libres et impliquant la peroxydation lipidique (Madhavi et

coll., 1994). Par ailleurs, des études in vitro montrent que îî^O^ est un puissant inhibiteur de

la prolifération des lymphocytes T humains stimulés par la PHA ou la ConA. Cet effet

semble toucher les événements précoces de l'activadon des lymphocytes car l'addition tardive

de H2Û2 renverse les effets suppresseurs. Ces derniers sont bloqués par des anti-oxydants

lipidiques. L'ensemble de ces résultats suggèrent que îî^O'z inhibe l'activation des

lymphocytes T par induction de peroxydation lipidique (Freed et coll., 1987).

Il est bien connu qu'avec l'âge, il y a accumulation de produits d'oxydation tels que

les aldéhydes maloniques (MDA). En effet, des études récentes ont montré qu'il y a une

diminution de la capacité proliférative à la PHA et à la ConA des lymphocytes de rats âgés.

Au même moment, on assiste à une augmentation du taux MDA mesuré par la méthode de

l'acide thiobarbiturique (TBA), ainsi qu'une oxydation des protéines. Ces effets sont

renversés ou réduits dans des splénocytes de rat soumis à une diète ou à une restriction

calorique. Ces résultats suggèrent une diminution de la réponse immune en fonction de l'âge

induite par une augmentation des dommages oxydatifs (Tian et coll., 1995)

3.4. Monoamines: propriétés anti-oxydantes et rôle de piégeage de dérivés oxygénés

3.4.1. Sérotonine et dérivés oxvsénés

0

La production des espèces radicalaires oxygénées toxiques au cours du stress

oxydatif par les polynucléaires, les monocytes/macrophages, les cellules endothéliales et les

fibroblastes stimulés par IL-1 et TNF permet de produire localement au site inflammatoire un

environnement toxique. La production de dérivés de l'oxygène par les cellules phagocytaires

stimulés par les cytokines contribue à l'activité microbicide et à la destruction des tissus

environnants. La protection contre cette toxicité se fait par différents systèmes de défense
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anti-oxydante tels que la SOD, la catalase, les vitamines épinéphrine et C, l'acide urique et la

gluthatione reductase. Il est actuellement bien connu que les composés phénoliques (ÇA) et

indoliques (5-HT) sont susceptibles à l'oxydation et ont des effets inhibiteurs sur la

production des DO par les cellules phagocytaires. En effet, les études de Nannmark et coll.

(1992) ont montré que la 5-HT inhibe de façon dépendante de la dose la CL dépendante du

luminol et induite par le zymozan opsonisé (le zymosan et sa composante p-glucan activent le

ffîétâbolistne oxydatif des phagocytes après la liaison à un domaine lectine-like de la chaîne a

du récepteur du complément type 3, CR3 (CDllb/CDlS)) dans les polymorphonucléaires

humains et de rat (Nannmark et coll., 1992).

0

D'autres auteurs ont suggéré que la 5-HT est un important modulateur de la fonction

NK. Il a été démontré que les granulocytes, comme les monocytes, suppriment la fonction

NK. Cependant, la suppression de la fonction NK après incubation avec les granulocytes est

partiellement renversée par là 5-HT. Ces résultats suggèrent que les effets de là 5-HT sont

reliés à la formation des DO par les granulocytes. En effet, la catalase est capable de

reproduire les effets de la 5-HT en renversant la suppression sur les cellules NK. Il en

résulte que l'HzOz est un médiateur des effets suppresseurs des monocytes/granulocytes sur

les cellules NK. De plus, là 5-iïT inhibe là CL dans les grànutOcytès stimulés par te fLMP

(Hellstrand et coll., 1993). Récemment, l'équipe de Schuff-Wemer (1995) a montré le rôle

anti-oxydant et piégeur de dérivés oxygénés de la 5-ITT. Le système acellulaire

peroxydase/HzO^ a été utilisé comme modèle pour montrer les propriétés anti-oxydantes de

là 5-HT et caractériser les produits d'ôxydâtîôn. Dans ce système àcellùlàirè

peroxydase/HzOz, la CL est inhibée de façon dépendante de la dose par la 5-HT. Cette

oxydation est empêchée en présence d'anti-oxydants, NADH2, acide ascorbique et

tocophérol. De plus, durant ce métabolisme oxydatif, il a été montré que la 5-HT est

convertie en produits de dëgfàâàtiôn. Uànàtysë des produits de degradation révèle ta

formation majeure d'un dimère 5-HT, le 5,5'dihydroxy-4,4'-bitryptamine (DHBT). D'autre

part, la 5-HT inhibe aussi la CL dans les phagocytes polymorphonucléaires et dans la
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microglie. Cet effet est indépendant du stimulus utilisé pour induire la réponse CL et se

traduit par l'oxydation de la 5-HT donnant lieu à la formation de dimères et protégeant ainsi

les cellules des effets toxiques des DO (Huether et coll., 1997; Huether et Schuff-wemer,

1996).

La 5-HT est également facilement oxydée par le sémm humain (Blum et Ling, 1959),

les microsomes de foie et de cerveau (Uemura et coll., 1980) et par des homogénats de rate

(Nelson et Huggins, 1975). Cependant, les produits de dégradation ne sont pas bien

caractérisés dans ces différents tissus. La suppression in vitro de la CL par la 5-HT est aussi

observée dans les lymphocytes du sang périphérique de rat stimulés par le PMA (Vial et coll.,

1995). In vivo, l'administration de 5-HT à des rats induit aussi une inhibition de la CL. En

revanche, les mécanismes impliqués restent non élucidés. Des résultats préliminaires ont

montré que le SDZ 216-525, antagoniste sélectif 5-HTiA, le metiothepin, antagoniste non

sélectif 5-HTi/2, la kétansérine, antagoniste sélectif 5-HT2, et le granisétron, antagoniste

sélectif 5-HT3, n'ont aucun effet sur la réponse CL ce qui suggère des effets indépendants des

récepteurs (Vial et coll., 1995).

3.4.2. Catécholamines et anti-oxvdation

u

Les effets inhibiteurs sur les DO concernent aussi les ÇA. En effet, la CL dépendante

de la lucigénine et mesurée dans les polymorphonucléaircs humains stimulés par le fLMP ou

un ionophore calcique est inhibée en présence d'ISO, agoniste P-adrénergique. Cette

suppression de la CL concerne la phase précoce d'activation par ces deux stimuli, alors que la

phase tardive ne semble pas être affectée. De plus, ISO inhibe le Ca2+ intracellulaire induit

par le fLMP ou l'ionophore calcique. Ces résultats suggèrent que ISO module l'activation des

polymorphonucléaires Ca2+-dépendante via une augmentation d'AMPc (Nielson, 1987). La

production de H2Û2 par les macrophages de porc activés par le PMA est aussi réduite par la

dobutamine, un agoniste Pi. À l'inverse, le salbutamol, un agoniste ^ n'affecte pas cette
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production. Ce résultat semble impliquer le récepteur PiAR mais les mécanismes

responsables restent inconnus (Henricks et coll., 1986). D'autre part, le fenoterol, un

agoniste p2, inhibe aussi la CL induite par le zymozan dans les cellules phagocytaires

humaines de façon dépendante de la dose. Cet effet est partiellement renversé par le

propranolol. Il en résulte que le contrôle du métabolisme oxydadf des polymorphonucléaires

et des monocytes humains se fait, en partie, par la stimulation ^2 adrénergique (Schopf et

Lemmel, 1983).

L'équipe de Gibson-Berry (1993) a montré que les agonistes P adrénergiques (ISO)

inhibent la production de l'anion superoxyde dans les neutrophiles humains stimulés par le

fLMP. Cet effet est reproduit par le dbAMPc, analogue non hydrolysable de l'AMPc, et

antagonise par I^alprénoîol. Ceci suggère que îes récepteurs couplés à ItAC sont

responsables de cette inhibition. Par ailleurs, Conlon et coll. (1988) ont montré que la

production des radicaux oxygénés réactifs mesurée par CL dépendante du luminol dans des

macrophages alvéolaires pulmonaires bovins activés par le zymozan opsonisé est réduite en

presence de dobutamine et ISO, des agoiïistes p.i et ^2. respectivemetit. Ces effets sont

renversés par l'aténolol et le propranolol respectivement. Le salbutamol, un agoniste p2> est

capable aussi de reproduire l'effet de ISO. Son effet est significativement réduit par la

presence de ICI 118,551, un antagoniste sélectif pour le ?2 • L'ensemble de ces résultats

suggère que dès récepteurs Pi et ^2 âdrenërgiquës fonctionnels sont présents sur tes

macrophages alvéolaires et sont impliqués dans la production des radicaux oxygénés par ces

cellules. Des études récentes ont montré que le salbutamol et ISO inhibent la producdon de

02 mesurée par une sonde fluorescente DCFH-DA (2',7'-dichloronuorescin diacetate) dans

la Ugiiéè mâcrôphâgiquè HL-60-M. Cette înlubîtîôn est totalement renversée par ICI 118,551

et le propranolol respectivement, ce qui suggère l'implication des récepteurs RAR et

probablement une augmentation d'AMPc (Gu et coll., 1996). Les ÇA, composés

phénoliques caractérisés par des groupements catéchols, sont susceptibles à l'oxydadon. En

effet, Liu et coîl. (1993) ont montré que les ÇA et leurs métaboîifes sont dfexcellenfs
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scavengers des radicaux DPPH (l,l-diphenyl-2picryl hydroxyl) dans une solution organique

et des radicaux superoxydes et hydroxyles dans une solution acqueuse (Cohen et coU., 1983).

La NE inhibe aussi la formation du radical hydroxyl dans un système Fe3+-H202-carbonate

(Iwahashi et coll., 1990).

3.4.3. Monoamines et peroxvdation lipidiaue

Il est bien connu que la peroxydation lipidique est l'une des conséquences majeures

des effets néfastes des DO. Les ÇA et la 5-HT sont aussi capables d'influencer cette réponse

oxydative. Ainsi, la 5-HT, la NE et la DA sont de puissants inhibiteurs de la peroxydation

lipidique dans des homogénats de cerveau de rat, dans des microsomes et des mitochondries.

Cette propriété leur confère un rôle anti-oxydant majeur et protecteur au niveau du cerveau

(Liu et Mon, 1993). Le 2, 2'-azobis-(2-amidinopropane)-dihydrochroride (AAPH) est un

générateur de radical peroxyl (ROO*) et inducteur de peroxydation lipidique. Il a été montré

que les monoamines NE, DA, DOPA et 5-HT inhibent fortement la peroxydation lipidique

induite par AAPH dans des microsomes de foie de rat. Ces résultats suggèrent que les

amines inhibent la peroxydation lipidique en piégeant les radicaux peroxyles induits par

l'AAPH. De plus, il a été démontré que les dénvés metoxy tels que l'acide 3,4-

dimethoxyphenylacetique et le 5-methoxytryptophan n'affectent pas la peroxydation lipidique.

L'ensemble de ces résultats démontre que les groupements hydroxyles sont essentiels à

l'inhibition de la peroxydation lipidique (Miura et coll., 1996).

0

D'autres auteurs ont observé une inhibition de la peroxydation lipidique par les

monoamines dans des homogénats et des microsomes de cerveau et de foie (Reyftman et

coll., 1990). De plus, la 5-HT inhibe de façon significative l'accumulation des peroxydes

lipidiques dans les cellules gliales C6 de rat. La 5-HT protège ainsi ces cellules contre la

toxicité induite par le glutamate (Shinagawa, 1994). Les modifications oxydatives des LDL

sont impliquées dans la pathogenèse de la lésion athérosclérotique. De ce fait, l'inhibition de



0

81

l'oxydation des LDL pourrait donc diminuer ou prévenir l'athérosclérose et ses conséquences

cliniques. La capacité de la 5-HT et des ÇA à inhiber l'oxydation des LDL a été testée en

presence du Cu2+. Dans ce modèle, les monoamines 5-HT et ÇA iiihibent de façon

dépendante de la dose la peroxydation lipidique des LDL mesurée par le taux de MDA

(Huether et Schuff-Wemer, 1996).

L'ensemble de ces résultats montre que les monoamines constituent un groupe

d'inhibiteurs de la peroxydation lipidique et jouent, en plus de leur rôle de NT, le rôle d'anti-

oxydants endogènes protégeant ainsi les cellules des dommages causés par les DO.

4. IMPORTANCE ET MODÈLES D'ACTIVATION DES LYMPHOCYTES

B

0

Les lymphocytes B jouent un rôle important dans la recoimaissance des antigènes, la

synthèse des anticorps et la modulation de la réponse immunitaire. Ils constituent ainsi les

cellules responsables des réactions immunitaires spécifiques à médiation humorale. Ils sont

les précurseurs des ptasmocytes sécréteurs d'immunoglobutines, et portent à leur surface

plusieurs catégories de récepteurs dont les immunoglobulines de surface (slg), et les

récepteurs pour les imtogènes. La stimulation des lymphocytes B au repos entraîne leur

expansion clonale et leur différenciation en plasmocytes. Ainsi on distingue plusieurs étapes

dans le cycle cellulaire des cellules B:

- La phase Go de repos;

- La phase GQB d® décondensation de la chromatine;

- Le passage de GQB à GIA, marqué par l'augmentation de taille des cellules (on parle

alors de cellules blastiques ou blastes) l'augmentation d'expression d'antigène de classe II du

complexe majeur d'histocompatibilité, l'augmentation de synthèse d'ARN, et la perte

concomitante des IgD de surface;

- La phase GIB d'augmentation de l'expression du récepteur de la transférine; au
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cours de cette phase les cellules continuent d'augmenter de taille et de synthétiser de l'ARN;

- La phase S de synthèse d'ADN;

- et l'étape de différenciation en plasmocytes sécréteurs d'IgM, d'IgG, d'IgA et

d'IgE.

Ces différents processus sont régulés de façon complexe par des molécules exogènes

telles que des antigènes, des produits bactériens, des cytokines sécrétées par les lymphocytes

T et les macrophages. Au niveau intracellulaire, l'activation des lymphocytes B par

Itintermédiaire des slg entraîne une série d'événements métaboliques débutant par une

induction rapide d'une activité protéine tyrosine kinase (FTK) responsable de la

phosphorylation d'une série de substrats (Lane et coll., 1991; Gold et coll., 1990). Ceci

précède et probablement contrôle l'activité d'autres seconds messagers comme la PLC (Lane

et coll., 1991). Cette dernière ainsi activée hydrolyse le phosphatidylinositol 4,5

biphosphate, et permet la génération de deux seconds messagers, l'IIa3 qui induit la

mobilisation du calcium intracellulaire, et le DAG qui active la PKC permettant sa

translocadon vers la membrane.

0

Le LPS a des effets mitogémques puissants sur les lymphocytes B matures de souris

en induisant l'entrée dans le cycle cellulaire, la synthèse d'ADN et la synthèse d'anticorps.

Le LPS est capable d'induire aussi, sur des cellules pré-B et des B immatures, l'apparition de

marqueurs de surface, caractéristiques des cellules B matures (Paige et coll., 1981). C'est

aussi un puissant activateur des macrophages qui leur permet de sécréter une multitude de

substances immunorégulatrices incluant l'interleukine l, l'interleukine 6, le TNF, les

interférons a et R et les prostaglandines, notamment (PGE) qui sont capables à leur tour

d'agir sur les lymphocytes T et B. La majorité des effets biologiques du LPS sont attribués

au lipide A qui constitue sa fraction biologiquement active. Ce mitogène acdve probablement

les cellules B selon différents mécanismes de signalisation qui ne mettent en jeu ni le

métabolisme des phosphoinositides, ni la mobilisation du calcium intracellulaire, ni
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l'activation de la PKC (Cambier et Ransom, 1987; Bijsterbosch et coll., 1985). II semble

induire certains de ses effets par son interaction directe avec la PKC (Boscà et Diaz-Guerra,

1988). Le LPS peut aussi inhiber l'activité de l'AC à l'état basai ou suite à la stimulation par

PGE2 et ISO, dans le lymphome B murin WEHI-231, et dans la lignée macrophagique

murine P388D (Defranco et coll., 1987). Le rôle d'une protéine Gi sensible à la toxine de

Bordetelki Pertussis a été suggéré dans ses effets sur la cyclase (Dziarski, 1989), ce qui

implique t'interaction possible du LPS avec des récepteurs membranaires.

0

La liaison du LPS aux membranes cellulaires interviendrait en deux temps : une

première étape rapide et indépendante de la température, correspondant à la fixation

spécifique du LPS; et une deuxième étape dépendante du temps et de la température qui

correspondrait à l'intercalation de la partie lipidique du LPS à l'intérieur de la bicouche

lipidique (Jacobs, 1984). Des études de plusieurs laboratoires ont identifié et caractérisé des

protéines membranaires liant le LPS sur les cellules du système immmiitaire (cellules

spléniques B, T et macrophages; lignée pré-B murine 70Z/3, lignées T murines YAC-1 et

EL4, et ta lignée macrophagique murine J774.I), et sur des cellules du sang périphérique

humain (monocytes, lymphocytes et polymorphonucléaires) (pour revue, voir Momson et

coll., 1993). L'ensemble de ces travaux indique l'existence de deux protéines membranaires

capables de lier le LPS : l) une protéine dominante de 70-80 KDa qui agit probablement

comme récepteur fonctionnel, et comme molécule de transduction du signal de LRS, cette

protéine présentant une spécificité pour la portion active, le lipide A; 2) une protéine de 30^40

KDa dont le rôle fonctionnel est encore inconnu. D'autres protéines membranaires ayant des

fonctions importantes dans les réponses cellulaires au LPS sont impliquées dans cette liaison

(Fenton et coll., 1998; Jabra et Vercetli, 1994), parmi tesquelles CD14 (exprimé

principalement sur les monocytes/macrophages), les molécules d'adhésion de la famille des

intégrines CD11/CD18 (exprimées sur tous les leucocytes), et récemment, la famille des TLR

(Toll-like receptor) (Chow et coll., 1999). C'est une famille de protéines transmembranaires

ayant une région extracellulaire riche en leucine et un domaine cytoplasmique homologue au
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récepteur de l'interieukine l. Chez les mammifères, ils sont en nombre de 10 dont trois

(TLR2, TLR4, TLR9) ayant un ligand connu. Le TLR4 est le récepteur prédoininant pour le

LPS. Cependant, les mécanismes intracellulaires impliqués dans la transduction du signal

médié par LPS, et dans ses effets biologiques sur l'activation des cellules B et des

monocytes/macrophages restent inconnus. Le LPS est un excellent modèle d'activation des

lymphocytes B car il est capable d'induire les différentes étapes d'activation des lymphocytes

allant des étapes précoces jusqutaux étapes tardives caractérisées par la sécrétion des

anticorps.

Plusieurs études ont évalué les effets des monoamines biogènes sur les lymphocytes

T et les cellules NK (Cf. page 40). Cependant, on connaît relativement peu de choses sur la

modulation de la prolifération des lymphocytes B par ces aminés notamment par la

sérotonine. Compte tenu de l'importance de ces cellules dans la réponse immunitaire, il était

primordial de caractériser les effets de la 5-iïT sur ces dernières en utilisant le modèle

d'activation par le LPS.

5. BUT ET OBJECTIFS SPÉCIFIQUES

Le but de ce travail était de mieux caractériser les effets des monoamines sérotonine et

catécholamines sur la prolifération des lymphocytes B sdmulés par le lipopolysaccharide.

Les objectifs spécifiques sont:

l- Étudier les effets de la sérotonine sur la prolifération des lymphocytes B stimulés par le

lipopolysaccharide;

0 2- Détenniner les récepteurs impliqués dans les effets de la sérotonine sur la prolifération des

cellules B;
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0 3- Évaluer les effets de la sérotonine et des catécholamines sur le métabolisme oxydatif des

lymphocytes B;

4- Déterminer le rôle des propriétés anti-oxydantes des monoamines dans leurs effets sur la

proliferation des cellules B.

0

En premier lieu, nous avons étudié l'effet de la sérotonine sur la prolifération des

lymphocytes B. À l'aide d'agonistes et d'antagomstes sélectifs, nous avons caractérisé les

récepteurs impliqués. La deuxième partie des expériences a porté sur les effets des

monoamines sérotonine et catécholamines sur le stress oxydatif dans les lymphocytes B ainsi

que sur la peroxydation lipidique comme conséquence majeure des dommages induits par les

DO. Dans cette partie, nous avons évalué également les liens entre les propriétés anti-

oxydantes des monoamines et leurs effets sur la prolifération des cellules B.
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CHAPITRE 2. SEROTONIN UPREGULATES MITOGEN-STIMULATED B

LYMPHOCYTE PROLIFERATION THROUGH 5-HTiA RECEPTORS

Cellular Immunology 163:1-9, 1995
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Serotonin is a well-known neurotransmitter and neuroimmunomodulator which has

been reported to modulate T cell and NK cell proliferation. In this study, we investigated

whether serotonin could regulate mitogen-stimulated proliferation of the mature B

lymphocyte. Mouse and rat spleen cells were cultured with serotonin in the presence or

absence of a combination of Escherichia coli lipopolysaccharide and dextran sulfate, and

proliferation was assessed by [3H]thymidine uptake or propidium iodide staining of DNA.

Serotonin alone had no effect on spleen cell proliferation, while it increased mitogen-

stimulated B cell proliferation in a dose- and time-dependent manner. These effects were

reproduced by the selective 5-HTiA receptor agonist 8-OH-DPAT ((8-hydroxy-2-di-n-

propylamino)-tetralin). Serotonin- or 8-OH-DPAT-induced increase in proliferation could be

blocked by the 5-HTiA receptor antagonists (+) WAY 100135 and propranolol. Moreover,

Upopolysaccharide-activated mouse spleen cells expressed specific binding sites for pH}8-

OH-DPAT. These results show that serotonin upregulates mitogen-stimulated B lymphocyte

proliferation through 5-HTiA receptors, thus providing an important link between this

neurotransmitter and the immune system.
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INTRODUCTION
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The neurotransmitter serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT)2 exerts an

extraordinarily wide range of biological activities through interaction with multiple receptors

(for review, see 1-3). The 5-HT receptors that have been characterized phamiacologically

and associated to some degree with biological functions are divided into 5-HTi, 5-HÏ2, 5-

HTs, and 5-HT4 receptor types. The 5-HTi receptor type is further subdivided into 5-HTiA,

5-HTiB, 5-HTiD, 5-htiE, and 5-htip receptor subtypes, lower case letters being used to

distinguish recombinant receptors from those identified in native dssues. Similarly, the 5-

HT2 receptor type is subdivided into 5-HÏ2A (previously 5-HT2), 5-HT2B, and 5-HT2C

(previously 5-HTic) subtypes. Serotonin is stored in large amounts in peripheral dssues by

mast cells, platelets, and it is synthesized by enterochromaffin cells of the gut mucosa.

Serotonin is also coreleased with norepinephrine from noradrenergic fibers innervating the

mouse spleen where it can regulate humoral immune responses (4). It has been shown in the

mouse model that 5-HT released at local inflammatory sites by mast cells imtiates delayed-

type hypersensitivity (DTH) by activating local endothelial cells for recruitment of DTH

effector T cells, and also by activating 5-HT2 receptors on these recruited T cells for

production of their inftammatory cytokines (5-8). The expression of G-21 mRNA has been

found in human lymphoid tissues including lymph node, spleen, and thymus (9), and this

DNA (G-21) has later been found to encode for the 5-HTiA receptor (10), suggesting a role

for this receptor in immunoregulation. In in vitro systems, serotonin has been shown to

suppress IFNy-induced la antigens expression on macrophages (11) and to increase IFNy-

induced phagocytosis (12), to regulate mitogen-activated T cell proliferadon (13-17), and to

increase cytokine-activated NK cell cytotoxicity (18-20) and NK cell proliferation (20).

Experiments using various 5-HT receptor agonists and antagonists have also shown that 5-

HT can regulate vottage-gated potassium channels in a murine pre-B cell line by activatmg 5-

HTi-like and 5-HT3 receptors (21).
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Although mature B lymphocytes represent a potential target for serotonin in the

immune system, the precise effects of the neurotransmitter on these cells remain unknown.

The objective of this study was to determine whether serotonin could regulate proliferadon of

normal mature B lymphocytes, and to characterize the 5-HT receptors involved. Using the

functional model of mouse spleen cells stimulated with the potent polyclonal B cell activator

lipopolysaccharide (LPS), and rat spleen cells stimulated with a combination of LPS and

dextran sulfate (DxS), we show here that serotonin upregulates mitogen-stimulated B

lymphocyte proliferadon through 5-HTiA receptors.

0
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0 MATERIALS AND METHODS

Animals

BALB/c mice and Sprague-Dawley rats were purchased from Charles River (St-

Constant, Quebec, Canada) and housed in our animal facilities until use at the age of 6-8

weeks.

Reagents

All culture media were purchased from Gibco (Burlington, Ontario, Canada). DxS

(MW 500,000) was obtained from Pharmacia (Baie d'Urfe, Quebec, Canada). Escherichia

coli LPS (serotype 0111 :B4), serotonin hydrochloride, S-(-)-propranolol hydrochloride,

atenolol, and L-ascorbic acid were from Sigma (St. Louis, MO). ((±)-8-OH-DPAT (8-

hydroxy-2-di-n-propylamino)-tetralin hydrobromide), 5-CT (5-carboxamidotryptamine

maleate), NAN-190 ( l-(2-methoxyphenyl)-4-[4-(2-phthalimido)butyl]piperazine

hydrobromide), ketanserin tartrate, and ICI-118,551 hydrochloride were from RBI (Natick,

MA). (+) WAY 100135 (N-tert-butyl-3-(4- [2-methoxyphenyl]piperazin-l-yl)-2-

phenylpropionamide dihydrochloride) was a generous gift of épinéphrine. Muth (Wyeth-

Ayerst Research, Princeton, NJ). This compound is the most active enantiomer of the novel

selective 5-HT1A receptor antagonist ((±) WAY 100135 (22). [3H]TdR) (specific activity 2

Ci/imnol) was obtained from Du Pont NEN (Mississauga, Ontario, Canada), and [3H]80H-

DPAT (231 Ci/mmol) was from Amersham (Oakville, Ontario, Canada). Dmgs were

dissolved in appropriate solvents and further diluted in RPMI 1640 just prior to use.

Controls were made with solvent alone and were included in ati experiments.

u
Preparation and Culture of Mouse and Rat Spleen Cells

Mouse or rat spleens were aseptically removed and placed into cold Hank's balanced

salt solution (HBSS). Cell suspensions were obtained by gentle teasing, and allowed to
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sediment for 2 min to remove large cell clumps and tissue debris. Cells were then washed

three times by centrifugation at 250^ in HBSS and resuspended in a culture medium

consisting ofRPMI 1640 medium supplemented with penicillin (100 U/ml), streptomycin

(lOO^g/ml), L-glutamine (2mM), and 10% fetal calf serum (FCS) (Hyclone, Logan, UT).

Ascorbic acid (10'4M) was added to prevent serotonin oxidation. Cells were cultured in flat-

bottomed 96-well culture plates (Gibco) at a density of 4 X 105 lymphocytes/well in a total

volume of 200^1 at 37°C in humidified air containing 5% COz.

Proliferation Assay

Cells were cultured for 48-72 hr with or without mitogens in the presence or absence

of the dmgs, and proliferation was measured by [3H]TdR uptake. The mitogens were either

LPS alone (10/<g/ml) for stimulation of mouse B lymphocyte proliferation, or a combination

of LPS (10 /<g/ml) plus DxS (10 ^g/ml) for stimulation of rat B lymphocyte proliferation.

These culture duration times and combinations of mitogens induced optimal [3H]TdR uptake

as shown by preliminary kinetic and dose-response studies. Serotonin and 5-HT receptor

agonists were added to cell suspensions together with the mitogens, while the drugs used as

antagonists were added 30 min before agomsts. Cultures were pulsed with l ^Ci of

[3H]TdR for the last 6 hr of incubation, and cells were harvested on glass fiber filters with a

semiautomatic cell harvester (Cambridge Technology, Watertown, MA). After addidon of 4

ml of Fonnula-963 scintillation cocktail (DuPont NEN), radioactivity was counted with a

Wallac System 1409 scintillation counter (Wallac Oy, Turku, Finland) that was programmed

to measure and to correct for chemical quench, color quench, and chemiluminescence.

Detemiinations of [3H]TdR uptake were made in triplicate wells and results were expressed

as arithmetic means of counts per minute (cpm) ± standard deviadon (SD).

0
Measurement of Blast Transformation and Cell DNA Content by Flow Cytometry

Mouse spleen cells were cultured for 48-72 hr as indicated above, in the presence or

absence of LPS (10 ^g/ml) with or without serotonin (10-4 M) or 8-OH-DPAT (5 X 10-5M).
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At the end of the culture, cell suspensions were collected, and dead cells and residual

erythrocytes were removed by density gradient centrifugation on Lympholyte-M (d = 1.0875

± 0.0030 g/ml) (Cederlane, Homby, Ontario, Canada). Viable cells were then washed twice

in HBSS containing 5% FCS and analyzed for blast transfonnation and cell DNA content.

For study of blast transformation, cells were resuspended at l X 106/ml in PBS, and

104 cells were analyzed with a FACScan flow cytometer (Becton-Dickinson, Mountain

View, CA) for their forward-scattered light (FSC) and side-scattered light (SSC) using the

Lysis II program. FSC and SSC are related to cell size and cell granularity, respectively, and

both are increased in mitogen-activated blast B lymphocytes in the GIA phase of the cell

cycle, as compared to resting lymphocytes in GO.

For DNA content analysis, preparation of cell nuclei and their staining with

propidium iodide (PI) were performed with 2 X 106 cells/sample by using modified Krishan

buffer (23) containing 0.1% sodium citrate, 0.02 mg/ml RNase, 0.3% NP-40, and 0.05

mg/ml PI (Molecular Probes, Eugène, OR), and 104 nuclei/sample were analyzed on a

FACScan flow cytometer (Becton-Dickinson) using the CeIIFIT software provided by the

manufacturer. Duplicate samples were mn in parallel. To detemiine the percentage of cells

in GO/GI, S, and G2/M phases of the cell cycle, fluorescence histograms were integrated

using the SFIT model, after exclusion of dead cells, and doublets.

0

Measurement of [3H]8-OH-DPAT Binding

The presence of specific binding sites for 8-OH-DPAT on LPS-activated spleen cells

was investigated by measuring specific binding of pHJSOH-DPAT as described previously

with minor modifications (16). LPS-activated cells were prepared by incubating mouse

spleen cells for 54 hr at 37°C in the presence of 10 ^g/ml of LPS as described above. The

cells were then harvested by three washings in RPMI, and viable cells were isolated using

density gradient centrifugation on Lympholyte-M (Cederlane). Aliquots of 2 X 106

cells/sample were incubated at 4°C in 13 X 100 mm borosilicate glass tubes (Baxter,

McGraw Park, IL) in a total volume of 250 pli of RPMI in the presence of pH]80H-DPAT
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(20 nM) with or without excess unlabeled 5-HT (10 ^M) for 0-45 min. Each sample was

run in triplicate. Cells were collected onto GF/C filters (Whatman) using a 1225 Sampling

Manifold vacuum filtration apparatus (Millipore, Bedford, MA). The tubes and filters were

then washed three times with 5 ml of ice-cold PBS containing ascorbic acid (10-4 M) to

reduce nonspecific binding. The filters were air dried and placed in 10 ml scindllation vials,

to which 4 ml of Universol scintillation cocktail (ICN, Costa Mesa, CA) was added, and the

radioacdvify was counted in the WaIIac System 1409 scintillation counter (Watlac Oy). The

total cpm added in the presence of 20 nM of [3H]8-OH-DPAT was 106, and only 1000 cpm

was retained on the filters from control samples that lacked cells. This was independent of

the presence of unlabeled 5-HT. Specific binding of [3H]8-OH-DPAT was the difference

between [3H]8-OH-DPAT binding in the absence (total binding) and presence (nonspecific

binding) of unlabeled 5-HT. At binding equilibrium, typical total binding was about 6000 to

8000 cpm, and specific binding represented 20-30% of the total binding.

Statistical Analysis

Difference between control and experimental groups was detennined by Student's t

test. Results are representative of at least three separate experiments. The error bars in all

figures represent standard deviation of triplicate values, and the asterisk in ati competition

curves indicates P< 0.05 comparing cpm values in the presence of agonist and antagomst to

that with agonist alone.

0
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RESULTS

Serotonin and the Selective 5-HTiA Receptor Agonist 8-OH-DPAT Increase Mitogen-

Stimulated B Lymphocyte Proliferation

Serotonin increased in a dose-dependent manner the proliferation of mouse spleen

cells in response to LPS, and the proliferation of rat spleen cells in response to a combination

of LPS and DxS as measured by [3H]TdR uptake (Fig. 1). The effect of serotonin was

apparent at 3 X Ï0~6 M, and it reached a maximum at ÎO~4M, with about 100-200% increase

of mitogen-sdmulated proliferation at this concentration, depending on the experiments. The

half-maximally effective concentration (EC5o) was 3 X 10'5M on mouse spleen cells, and 6

X 10'5M on rat spleen cells. Serotonin had no effect on mouse and rat spleen cell

proliferation in the absence of the mitogens, showing that serotonin was not acdve on its

own, but was actually regulating the response induced by the initogens.

The selective 5-HTiA receptor agonist 8-OH-DPAT mimicked the increasing effect of

5-HT on the mouse (Fig. 2A) and rat (Fig. 2B) spleen cells, with an ECso of 10-5M. The

maximally effective concentration was 3 X 10~5M in both species, yielding about 100%

increase over mitogen control levels. Under the same condidons, the nonselective 5-HTi

agonist 5-CT that possesses higher affinity than 8-OH-DPAT for 5-HTiB sites was much

less active than 5-HT or 8-OH-DPAT to increase LPS-stimulated mouse spleen cell

proliferation, with an EC50 of 2 X 10-4M, and a maximum effect of about 40% increase at 3

X lO^M (Fig. 2A). Both 8-OH-DPAT and 5-CT alone had no effect on mouse or rat spleen

cell proliferation (data not shown).

0
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0 Serotonin and 8-OH-DPAT Increase Blast Transformation and S Phase Transition of LPS-

Stimulated B Cells

To determine whether serotonin and 8-OH-DPAT affected blast transformation and

cell cycle progression of mitogen-stimulated B cells, mouse spleen cells were cultured for 48

or 72 hr with or without LPS (10 ^g/ml) in the presence or absence of the drugs. As shown

in table I, the drugs did not affect pHJTdR uptake measured at 48 hr post-treatment,

whereas a 40-50% increase was observed at 72 hr. Similarly, the percentage of LPS-

stimulated blast cells was not modified at 48 hr, but it is increased by 110-115% at 72 hr.

Immunophenotypic experiments with fluorescein-conjugated goat-anti-mouse

immunoglobulin (Ig) antibodies demonstrated that the majority (>90%) of these blast cells

expressed surface Ig, confinning their B cell phenotype (data not shown).

The measurement of cell DNA contents showed that 10.8% of the spleen cells were in

the S phase in LPS-stimulated cultures after 48 hr of incubation and this percentage was not

changed by the presence of the dmgs. After 72 hr of culture, the S phase population was

9.8% in the LPS control, and it reached 14.5% (48% increase) and 13.2% (35% increase) in

the presence of LPS plus serotonin or LPS plus 8-OH-DPAT, respectively. Therefore, the

results from two different approaches, [3H]TdR uptake and flow cytometry analysis of cell

DNA content, showed that the drugs were increasing mitogen-stimulated DNA synthesis in

the B lymphocytes.

5-HTiA Receptor Antagonists Block the Effects of5-HTor 8-OH-DPAT

0
To further detennine the specificity of the upregulating effects of serotonin and 8-OH-

DPAT on B cell proliferation, competidon studies were perfomied with various 5-FTT

receptor antagonists. The 5-HTiA receptor antagonist (+) WAY 100135 strongly and dose-



n

98

dependently inhibited serotonin- or 8-OH-DPAT-induced increase in mitogen-stimulated

mouse (Fig. 3) and rat (Fig. 4) B lymphocyte proliferation. The antagonist alone was devoid

of any effect on mitogen-stimulated B cell proliferation (Fig. 3A and 4A). The nonselective

Pl and p2-adrencrgic blacker propranolol that is known to have high affinity for 5-HTiA and

5-HTiB receptors was also able to inhibit serotonin- or 8-OH-DPAT-induced upregulation of

LPS-stimulated B mouse cell proliferation (Fig. 5), while the selective pi-adrenergic blacker

atenolol and the selective Rz-adrenergic blocker ICI-118,551 had no effect (data not shown).

Another selecdve 5-HTiA receptor antagonist, NAN-190, was tested. As shown in Fig. 6A,

low concentrations ofNAN-190 (10-10-10-7M) had no effect on their own (Fig. 6A), but

synergized the increasing effect of serotonin (Fig. 6B) and 8-OH-DPAT (Fig. 6C). With

higher concentrations (10~6-ÏO~4M~), NAN-190 alone induced an increase in LPS-stimulated

B cell proliferation (Fig. 6A), comparable to that induced by serotonin or 8-OH-DPAT. At

these concentrations, there was no additive or synergistic effect when NAN-190 was used in

conjunction with serotonin or 8-OH-DPAT.

As shown in fig. 7A, the 5-HT2A receptor antagonist ketanserin had no effect on

LPS-stimuIated B lymphocyte proliferation, except at the highest concentration (10'5M) that

induced 49% increase in proliferation. Higher concentrations of ketanserin decreased cell

viability as assessed by Trypan blue staining (data not shown). In addition, at the

concentrations tested, ketanserin had no effect on serotonin- or 8-OH-DPAT-induced

increase in LPS-stimulated B lymphocyte proliferation (Figs. 7B and 7C).

[3H]8-OH-DPAT Specifically Binds to LPS-Activated Mouse Spleen Cells

0

The kinetics and specificity of the binding of the selective 5-HTiA agonist 8-OH-

DPAT were examined on mouse spleen cells activated for 54 hr with LPS (10 ^g/ml). After

culture, the cells were incubated at 4°C (0-45 min) with pH]8-OH-DPAT (20 nM) with or

without unlabeted serotonin (lO^M) to detect specific binding on 5-HTiA receptors. As
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shown in Fig. 8, specific binding was detectable at 2 min after incubation of LPS-activated

cells with the radioligand, and maximum binding was obtained within 10 min. These results

indicated that rapid and specific 8-OH-DPAT binding to LPS-activated spleen cells was

demonstrable at 4°C with binding equilibrium occuring by 10 min.

u
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The cell growth activity of serotonin has been recognized recently on a limited

number of nonlymphoid cells (1), and this has been observed only on human T lymphocytes

(16) and NK cells (20) in the immune system. This report demonstrates for the first dme that

serotomn uprcgulates mitogen-sdmulated spleen B lymphocyte proliferation in the mouse and

rat, with similar results in both species as measured by [3H]TdR uptake into DNA. Flow

cytometry determination of cell DNA content shows that serotonin increases the relative

proportion of the S phase population, concomitant with a decrease in the GQ/GI population,

coiifirming that the dmg is upregulating DNA synthesis in mitogen-stimulated B cells. Our

data also reveal that serotomn upregulates LPS-stimulated blast cell transformation, which is

an earlier index of B lymphocyte activation occuring during the GO to GIA transition, and

continuing during further transition from GIA to GIB and S phase (24, 25).

0

The upregulating effects of serotomn could be due to the recruitment of new,

previously unstimulated B cells into the mitogenic response, but this is unlikely because

serotonin alone has no effect on spleen cell proliferation. However, serotonin may behave as

a cofactor to facilitate B cell proliferation, by acting directly on LPS-responsive B cells.

Also, serotonin may reverse some suppressive signals of the B cell response to LPS. The

latter hypothesis is supported by the relatively delayed acdvity of serotonin that is revealed

when proliferation is measured after 72 hr of culture, whereas little or no effect is observed

after 48 hr (Table 1). Additional kinetic data (not shown) indicate that the enhancing effect

observed after 72 hr is maintained at later culture time points, and it is present even if

serotonin is added as late as 48 hr after LPS. In the absence of serotonin, the LPS-stimulated

B cell proliferation reaches a maximum at 48 hr, and decreases thereafter, probably under the

influence of these supprcssive signals that are blocked by serotonin. Although the nature of

such suppressive signals is not yet identified, potential candidates are macrophages and their
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secretory products. Previous studies on human peripheral blood lymphocytes have shown

that serotonin can reverse macrophage-induced inhibition of NK cell proliferation (20), and

cAMP-induced inhibition of T cell proliferation (16), whereas the neurotransmitter is devoid

of any effect in these systems if the suppressive signals of the NK or T cells are absent.

0

The phannacology of 5-HT receptors has been extensively reviewed recently (2),

showing the existence of at least 14 receptor types or subtypes, including eight native

receptors idendfied in whole dssues (5-HTiA, 5-HTis, 5-HTiD, 5-HT2A, 5-HÎ2B, 5-

HT2C> 5-HTs, and 5-HT4) and six recombinant receptors without native counterparts so far

(5-htiE, 5-htiF, 5-ht5A, 5-htô, and 5-ht7). With the exception of the S-HTs receptor, which

is a ligand-gated cationic channel, all 5-HT receptors belong to the G-protein-coupled

superfamily. Various 5-HT receptors have been proposed for serotonin-induced stimulation

of proliferation in nonlymphoid cells (3, 26-31), but only the 5-HTiA receptor subtype has

been consistently implicated in upregulation of T cell (16) and NK cell proliferation (20).

Our phannacological data show that the effects of serotomn on B cell blast transformation,

pH]TdR uptake, and S phase transition are all reproduced by the selective 5-HTiA receptor

agonist, 8-OH-DPAT, (Fig. 2, Table 1), whereas the non selective 5-HTi receptor agonist,

5-CT, has little effect (Fig. 2A). The latter has been reported to be more potent than 8-OH-

DPAT on 5-HTiB sites (reviewed in 2). Inhibition experiments in the presence of 5-HT

receptor antagonists show that the effects of serotonin and 8-OH-DPAT can be blocked by

the selective 5-HTiA receptor antagonist (+)WAY 100135 (22), and by the P-adrenergic

blacker propranolol which binds 5-HTiA receptors with high affinity (32). In contrast, the

selective 5-HT2A receptor antagonist, ketanserin, fails to inhibit serotonin or 8-OH-DPAT-

induced upregulation of B cell proliferation. In addition, radioligand binding studies

demonstrate the expression of specific binding sites for [3H] 8-OH-DPAT on LPS-activated

mouse spleen cells (Fig. 8). These results indicate that 5-HTiA receptors are involved in the

upregulating activity of serotomn on LPS-stimulated B cell proliferation. The fact that

stimulation of the mouse and rat 5-HTiA receptors triggers identical effects on mitogen-
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activated B cell proliferation, suggests that these effects are not species specific. Similarly,

previous stmctural studies have shown that the 5-tTTiA receptors cloned in the human (9,10)

and rat (33) have nearly identical amino acid sequences. Our data also demonstrate that the 5-

HTiA receptor antagonist NAN-190 leads to stimulation of B cell growth and synergizes the

upregulatory effects of serotonin and 8-OH-DPAT (Fig. 6). Previous studies have also

shown that NAN-190 as well as several other 5-HTiA receptor antagonists display both

agonist and antagonist properties depending on 5-HTiA receptor density and the nature of 5-

HTiA receptor-effector coupling in the system investigated (34-36). Therefore, one can

think that similar mechanisms are responsible for the intrinsic activity of NAN-190 in the

model of mitogen-stimulated B cell proliferation. In addition, it is possible that there is

another and uncharacterized receptor involved in the stimulatory and synergistic effects of

NAN-190 in B cells.

0

The molecular mechanisms whereby serotonin stimulates cell growth remain

speculative. It is noteworthy that the 5-HTiA receptor can link to multiple transducing

systems depending on the cell type (37-39). Those described in the immune system include

inhibition of adenylyl cydase (AC) found in PHA-activated human T cells (16), and

stimulation of inositol phosphate (IP) production with subsequent increase in cytosolic free

calcium in the human lymphoma T cell line Jurkat (16,40). Inhibition of AC is common to

all 5-HTi, receptor subtypes (2), and this mechanism has been proposed to be responsible

for 5-HTiA-mediated reversal of forskolin-induced inhibition of T cell proliferation (16).

However, neither inhibition of AC nor stimulation of IP production was found to be

sufficient to explain serotonin-stimulated proliferation of Chinese hamster fibroblasts, while

other unknown mechanisms may be operating (1). Another possibility is the opening of K+

channels as suggested by the following evidence: (i) serotonin increases K+ conductance in

murine pre B cells through 5-HTi-like receptors that have been partially characterized (21);

(iï) LPS activadon dramatically increases the number of voltage gated K+ channels on murine

B cell blasts (4l); and (iii) several inhibitors of these channels can inhibit LPS-stimulated B
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cell proliferation by acting at a critical stage in the GI phase of the B cell cycle (42).

Therefore, in contrast to the K+ channel inhibitors, serotonin could increase the LPS

response by opening these channels. Finally, tyrosine phosphorylation triggered by

membrane transport of serotonin has been proposed recently to mediate stimulation of cell

growth in bovine pulmonary artery smooth muscle cells (31). The precise contribution of

one or another of the aforemendoned signaling mechanisms in upregulation of B cell

mitogenesis by serotonin is the subject of a detailed investigation in our laboratory.

The studies reported here provide strong evidence that serotomn can control B cell

growth, thus establishing a link between this important neurotransmitter and the B

lymphocyte. These effects will have physiological and pathological significance in view of

the large amounts of serotonin present at inflammatory sites and in lymphoid tissues.

Consequently, serotonin may contribute to maintain or to amplify inflammatory responses to

bacterial LPS or other polyclonal B cell activators. Moreover, the growth activity of

serotonin on LPS-sdmulated B cells through 5-HTiA receptor will serve as a valuable tool to

elucidate the mechanisms underlying cell growth promotion by G-protein-coupted receptors.
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Figure 1: Effects ofserotomn on mouse and rat spleen cell proliferadon. (A) Mouse spleen
cells were incubated for 72 hr with increasing concentrations of serotonin in the absence

(open circles) or presence (filled circles) ofLPS (10 ^g/ml), and proliferation was measured
by [3H]TdR uptake during the last 6 hr of culture. (B) Spleen cells were obtained from rat

and incubated under the same conditions as in (A) except the mitogen was LPS (10 ^g/ml)

plus DxS (10 ^g/ml). Results are mean cpm ± SD of triplicate wells. Note that the ordinate

scales are different in (A) and (B).
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Figure 2: Effects of 5-CT (open circles) or 8-OH-DPAT (filled circles) on mitogen-stimulated

mouse (A) or rat (B) spleen cell proliferation. Mouse spleen cells were incubated for 72 hr in

the presence of the indicated concentrations of 5-CT or 8-OH-DPAT together with LPS (10

/(g/ml), and rat spleen cells in the presence of 8-OH-DPAT with LPS (10 /<g/ml) plus E)xS

(lO^g/ml). Proliferation was assessed by [3H]TdR uptake. Note that the ordinate scales are

different in (A) and (B).
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Figure 3: Effects of WAY 100135 on serotonin or 8-OH-DPAT-induced iûcrease m

proliferation of LPS-stimulated mouse spleen cells. Cells were preincubated for 30 min in

the presence of increasing concentrations of WAY 100135 and then LPS (10 ^g/ml) was

added alone (A) or in combination with serotonin (10-4M) (B) or 8-OH-DPAT (5 X 10-5M)

(C). Proliferation was measured by [3H]TdR uptake.
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Figure 4: Effects of WAY 100135 on serotonin- or 8-OH-DPAT-induced increase in

proliferadon of rat spleen cells stimulated with LPS (10 ^g/ml) plus DxS (10 ^g/ml. Cells

were preincubated for 30 min in the presence of increasing concentrations of WAY 100135,
and then LPS plus DxS were added alone (A) or in combination with serotonin (10-4M (B)
or 8-OH-DPAT (5 X 10-5M) (C). proliferation was measured by pH]TdR uptake.
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Figure 6: Effects of NAN-190 on serotomn- or 8-OH-DPAT-induced increase in

proliferadon of LPS-stimulated mouse spleen cells. Cells were preincubated for 30 min in

the presence of increasing concentrations of NAN-190, and then LPS (10 ^g/ml) was added

alone (A) or in combination with serotonin (10-4M) (B) or 8-OH-DPAT (5 X 10-5M) (C).

Proliferation was measured by [3H]TdR uptake.
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proliferation of LPS-stimulated mouse spleen cells. Cells were preincubated for 30 min in
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alone (A) or in combination with serotonin (10-4M) (B) or 8-OH-DPAT (5 X 10-5M) (C).

Proliferation was measured by pHJTdR uptake.



0

115

2000

j
j
§
l
's

l
s

1000^

0

5010 20 30 40

Time (niin)

0

u

Figure 8: Binding of [3H]8-OH-DPAT on LPS-sdmulated cells. Mouse spleen cells were
cultured with LPS (lO^g/ml) for 54 hr, and the presence of [3H]8-OH-DPAT binding sites
was assessed by incubating triplicate samples (2 X 106 cells/sample) at 4°C for the indicated
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binding) of 500-fold excess unlabeled serotonin. Specific binding of [3H]8-OH-DPAT.
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Abstract-We have shown previously that serotonin (5-HT) and catecholamines (CA) have a

growth stimulatory effect on mouse B cells. This effect is partially mediated through

stimulation of 5-HTiA and ps-adrenergic receptors, respectively. 5-HT and CA are also

known as antioxidants that behave as free radical scavengers. In the present study we

investigated whether the antioxidant activity of these monoamines contributes to their

increasing effects on mouse B lymphocyte proliferation. We first showed that 5-HT,

norepinephrine (NE) and isoproterenol (ISO) had similar potency in suppressing luminot-

enhanced chemiluminescence (CL) in a radical generating cell-free system with IC5o values

of 4 x 10-8 M, 3.5 x 10-8 M, and 4 x 10-8 M, respectively. Both the CL response of mouse

spleen cells sdmulated in vitro with phorbol myristate acetate (PMA) and lipid peroxidation

of spleen cells stimulated with the B cell mitogen E. coll lipopolysaccharide (LPS) were

inhibited by 5-HT and CA at relatively high concentrations, with IC50 values of 10-4 M or

above. These concentrations are about 10 times higher than the EC50 values reported

previously for increases of mitogen-stimulated B cell proliferation by 5-HT and CA.

Furthermore, the 5-HTiA receptor agonist 8-OH-DPAT whose increasing effect on mitogen-

stimulated B lymphocyte proliferation was similar to that of 5-HT had lower antioxidant

activity than the latter. To further evaluate the potential contribution of the antioxidant activity

of the monoaimnes in their increasing effects on B lymphocyte proliferation, we studied the

effects of 5-HT and ISO in combination with other potent antioxidants including superoxide

dismutase, catalase, maimitol, and taurine on LPS-stimulated B cell proliferadon. In the

absence of 5-HT and ISO each antioxidant could increase B cell proliferation. However, the

augmentation of mitogen-stimulated B cell proliferation by 5-HT and ISO was maintained in

the presence of the antioxidants. These findings suggest that the antioxidant activity of 5-HT

and CA may play a minor role in their mitogenic effects on B lymphocytes, further

supporting a more important role for lymphocyte 5-HTiA and p2-adrenerglc receptors in

these effects.

Keywords-Monoamines, Serotonin, Isoproterenol, 5-HTiA agonist:8-OH-DPAT,

Proliferation, Free radical, Chemiluminescence, Lipid peroxidation.
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INTRODUCTION

Cells of the immune system use reactive oxygen species (ROS) and free radicals as

the first line of defense against bacterial/viral pathogens. A large amount of ROS are

produced by activated macrophages and neutrophils that participate in immune and

inflanunatory responses. While the oxygen free radicals generated by phagocytes help to

fight against invading organisms, they may be deleterious to surrounding host cells and

dssues. Immune cells likely to be exposed to oxygen free radicals are T and B lymphocytes

that are exposed to both endogenous and exogenous oxidative stress and appear to be more

sensitive to oxidative stress than other cells.1 In addition, B lymphocytes, but not T

lymphocytes, have been shown to possess a superoxide generating system, which can be

stimulated by phorbol esters and by cross-linking of surface IgG, although the level of

superoxide anion produced in these conditions is lower than that observed in activated

phagocytes2'6.

Biogenic amines are a group of regulatory substances that are widely distributed in

the brain and in the periphery. Indeed, catecholamines (CA) are actively produced by

lymphocytes.7'8 Moreover, during inflammatory processes, large amounts of serotonin (5-

HT) are released by local mast cell degranulation in rodents and by aggregated platelets in

rodents and mammalians.8"10 Both 5-HT and CA have been shown to react with free

radicals11-15 and to inhibit ROS production by phagocytes.16'17"20 Also, we have shown

previously that 5-FTT21 and CA22 can upregulate LPS-stimulated mouse B lymphocyte

proliferation, in part by interacting with specific 5-HTiA and p2-adrcnergic receptors,

respectively, but other unknown mechanisms may be involved.

u

ROS generation has been associated previously with inhibition of mitogen-stimulated

human23"26 and mouse27 lymphocyte proliferation , and some antioxidants have been shown

to enhance mitogen-stimulated human B cell proliferation.26'28 Therefore, we hypothesized
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that part of the upregulating effects of 5-HT and CA on mitogen-stimulated mouse B

lymphocyte proliferation is due to their antioxidant activity. To this end, it was evaluated

whether the amines could inhibit ROS generation in mouse spleen lymphocytes, and if they

could protect the cells against oxidative injuries such as lipid peroxidation. In addition, the

effect of the amines was studied in combination with other known and potent antioxidants

including superoxide dismutase (SOD), catalase, mannitol, and taurine on LPS-stimulated B

lymphocyte proliferation.

u
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MATERIALS AND METHODS

Animals

BALB/c mice were purchased from Charles River (St-Constant, Qc) and housed in

our animal facilities until use at the age of 8-12 weeks.

Reagents

All cultures media were purchased from Gibco (Burlington, ON).

Lipopolysacchande (LPS) (from Escherichia coli, serotype 0111: B4), serotonin

hydrochloride, (±) Isoproterenol HCI, (±) Norepinephrine HC1, S-(-)-propranolol, SOD,

mannitol and taurine were from Sigma (St. Louis, MO). L-Tryptophan, melatomn, 5-

carboxamidotryptamine (5-CT), a methyl-5-hydroxytryptamine (a-CH3-5-HT), and 8-

hydroxy-2-di-n-propylamino-tetralin hydrobromide ((±)-8-OH-DPAT) were obtained from

RBI (Natick, MA). Catalase was from Calbiochem (La Jolla, ÇA). Ferrous sulfate (FeSÛ4),

phorbol myristate acetate (PMA) and luminol (5-amino-2,3-dihydro-l,4 phtlazinedine) were

obtained from Sigma (St-Louis, MO). Stock solutions of PMA and luminol in dimethyl

sulfoxide (DMSO, Sigma, St-Louis, MO) at a concentration of2mg/ml, 10~2 M and 10'2 M,

respecdvely, were prepared and stored in small aliquots at -80°C. Immediately prior to use,

the stock soludons were diluted in PBS to give the desired concentration. Malondialdehyde

bis(dimethylacetal) (MDA) was purchased from Aldrich chemical company Inc. (Milwaukee,

WI), 2-thiobarbituric acid (TBA) from Sigma (St-Louis, MO), trichloroacetic acid (TCA)

and chloridric acid (HC1) from V\VR Canlab (Mont-Royal, Qc). The horseradish peroxidase

(HRP) and N202 were obtained from Sigma (St-Louis, MO). [3H]thymidine (pH]TdR)

(specific activity 2 Ci/mmol) was purchased from DuPont NEN (Mississauga, ON). Dmgs

were dissolved in appropriate solvents and further diluted in RPMI 1640 just prior to use.

Controls were made with solvent alone and were included in all experiments.

u
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Preparation and culture of mouse spleen cells

Mouse spleens were aseptically removed and placed into cold Hank's balanced salt

solution (HBSS). Cell suspensions were obtained by gentle teasing, and allowed to sediment

for 2 nun to remove large cell clumps and dssue debris. Cells were then washed three time

by centrifugation at 250 x g in HBSS and resuspended in RPMI 1640 medium without

phenol red for chemiluminescence assay or in a culture medium consisting of RPMI 1640

medium supplemented with penicillin (lOOU/ml), streptomycin (100 ^g/ml), L-gtutamate (2

mM), and 10% fetal calf serum (FCS) (Hyclone, Logan, UT) for proliferation assay. Cell

viability was assessed by trypan blue staining, and only non cytotoxic drug concentrations

were used throughout this study.

B-lymphocytes proliferation assay

Lymphocytes were cultured at 37°C in an air/C02 atmosphere in 96-well microtiter

cultures plates (4 x 105 cells/well and a final culture volume of 200 /<1) in a culture medium.

5-HT, ISO and andoxidants were added to the cell suspension together with

lipopolysaccharide(LPS:10^g/ml)for72hr. Cultures were pulsed with l ^Ci of [3H]TdR

for the last 6 hr of incubation, and cells were harvested onto glass fiber filters and washed

and dried using a seini automatic cell harvester (Cambridge Technology, Watertown, MA).

[3H]TdR incorporation was measured by liquid scintillation counting (DuPont, NEN).

Determination of pH]TdR uptake were made in triplicate wells and results were expressed as

arithmetic means of counts per minute (cpm) ± standard error (SE).

0

Chemiluminescence assay

The release of ROS during the respiratory burst was assessed by luminol-amplified

chemiluminescence using a LKB Wallac 1251 luminometer combined with a micro-computer

and a printer; maximal tight emission (peak chemiluminescence) and time of peak

cheiniluimnescence (tmax) were measured. The luminol interacts with the oxidizing species to

produce larger and more measurable amounts of light at a peak wavelength of approximately
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425 nm.

The spleen cells chemiluminescence assay was performed in a total volume of 1000

^1 consisting of 500 ^1 cell suspension (3 x 106), 200 }A lununol (2 x 10-5 M, final

concentration), 100 jzl PMA (10-7 M) and 100 ^1 monoamines or others compounds at serial

dilutions in phosphate buffered saline (PBS IX). The total volume was adjusted to 1.0 ml

with PBS. The reaction was started by addition of the cell suspension. The reaction was

recorded in 4.0 ml cylindrical polystyrene cuvettes at 37°C under continuous mixing for at

least 60 imn in the in vitro study and the CL was expressed as millivolts29.

The cell-free chemiluminescence assay was also carried out in a total test volume of

1000 ^1 containing 200 ^1 luminol (2 x 10-5 M), 100 ^1 peroxidase (4.8 mU) and 500 ^1

îî^Ol (5 x 10'5 M). Monoamines or others compounds were added in 100 ^1 aliquots on a

serial dilution in PBS IX. The reaction was started by adding îî^O^ as substrate.

Estimation oflipidperoxidation in cultured cells

0

Lymphocytes were cultured as described above but at a concentradon of 4 x 106

cells/well and a total culture volume of 2 ml in 24-well culture plates. After 72 hours of

culture, freshly prepared 10-4 M FeS04 solution was added to medium to stimulate lipid

peroxidation. The lymphocytes exposed to FeS04 were maintained for I hr at 37°C in a

humidified air containing 5 % COs. After the incubation, the cells were removed, washed in

phosphate buffer pH = 7, resuspended in the same buffer and homogenized briefly in

sonifier cell disrupter (Plainview, L. I., N. Y) at speed setting 7. Relative levels of lipid

peroxidation in cultured cells were quantified as thiobarbituric acid reacting substances

(TBARS) using the thiobarbituric acid test and the level of malondialdehyde (MDA) was

used to represent the amount of lipid peroxides formed during incubation. The method used

is described by Buege and Aust.30'31 Briefly, a small volume of homogenate (500 ^1) was

mixed with 1.5 ml of a sotudon of 13.5 % (w/v) trichloroacetic acid and 0.33 % (w/v)
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thiobarbituric prepared in 0.884 N HC1. The complete mixture is heated on a boiling water

bath at iœ°C for 15 min and then cooled. A volume of 1 ml of TCA 70 % is then added to

precipitate the proteins and the sample was centrifuged at 800 g for 10 min to reniove any

precipitate in the sample. Light absorbance in the supernatant was measured using a

fluorescence spectrophotometer (LS-5, Perkin-Elmer, Canada) at 553 nm with 515 Dm

excitadon. The MDA concentration can be determined directly by comparison against a

standard curve obtained by reaction of known concentration of malondialdehyde. Protein

concentradons were determined by the method of Bradford using bovine serum albumin as

standard.32

Statistical analyses

Difference between control and experimental groups was detemrined by ANOVA

followed by Sidak's correction for post hoc comparisons. All data were represented as mean

± SEM and the level of significance was accepted at p<0.05.

0
t
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RESULTS

Effects of 5-HT and catecholamines on the H'^O'z-horseradish peroxidase system

The capacity of the peroxidase system to oxidize indolic and phenolic compounds has

been known for many years, and a number of the oxidation products have been

characterized. Previous studies indicated that monoamines compounds reacted with H^O^-

peroxidase assay system. The effects of various compounds including 5-hydroxyindotes,

non-hydroxylated indoles, hydroxylated non-indolic and catecholamines, are summarized in

Fig. 1. We first determined the kinetic of the CL response in the H2Q2-horseradish

peroxidase system (Fig. 1B). CL appeared just after the addition of peroxidase, increased,

reached a maximum and gradually decreased thereafter. These results show that indolic

compounds possessing a hydroxyl group at €5 position (5-HT, a-CH3-5-HT) are good

inhibitors of HzQz-peroxidase reaction exhibidng an IC5o of approximately 4 x 10~8 M.

Indolic compounds devoid of a nuclear substituted hydroxyl group (5-CT, melatonin, L-

tryptophan) are relatively poor inhibitors of the peroxidase reaction. The hydroxytated non

indolic compound 8-OH-DPAT, which is a selective 5-HTiA receptor agonist, is also

inhibitory with an ICso of 3 x 10-7 M. The catecholamines NE and ISO are excellent

inhibitors of H202-peroxidase reaction with ICso of approximately 3.5 x 10-8 and 4 x 10-8

M respectively (Fig. 1C).

Influence of 5-HT and catecholamines on the chemiluminescence signal produced by spleen
cells

u

As shown in Fig. 2, the mouse spleen cells produced a rapid rise of

chemiluminescence; the release of RLO occurred within minutes following application, as the

CL signal reached a maximum after 2 min of stimulation by PMA and then declined

gradually back to baseline levels during the next 60 min (Fig. 2A). Stimulation by LPS has

no detectable effect on the CL response. The addition of 5-HT to mouse spleen cells
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stimulated with PMA caused a dose-dependent inhibition of the luminol-enhanced CL with

an IC5o of 10~4 M (Fig. 2B). 5-HT had no effect on mouse spleen cell CL in the absence of

PMA (data not shown). The selective 5-HTiA receptor agonist 8-OH-DPAT mimicked the

inhibitory effect of 5-HT on the mouse spleen cells, with an IC50 of > 10~4 M. The

maximally effecdve concentration was 10-4 M yielding about a 31 % suppression of the CL

signal (Fig. 2B). Under the same conditions, 5-CT was much less active than 5-HT or 8-

OH-DPAT to suppress the PMA-induced respiratory burst activity in spleen cells, with no

effect at 10-4 M and only 22 % inhibition at 10-3 M (Fig. 2B). ISO showed also low

inhibitory effects with only 28 % on the CL response even at its highest non cytotoxic

concentration, 5 x 10-5 M.

In order to test whether the suppressed generation of light observed in the presence

of 8-OH-DPAT or ISO was mediated through the specific stimuladon of 5-HTiA or ?-

adrenergic receptors (P-AR), we evaluated whether the non selective pi- and Pz-adrenergic

blacker propranotol, that is known to have high affinity for 5-HTiA and 5-HTis receptors,

could antagonize CL suppression. Propranolol (10-5 M) was not able to block the

supprcssive effect of CL induced by 8-OH-DPAT nor by ISO (data not shown).

û

Effects of 5-HT and catecholamines on lipid peroxidation in cultured lymphocytes

The ability of monoamines to inhibit lipid peroxidation was tested in a system in

which FeS04 was used as a trigger for lipid peroxidadon. Lipid peroxidation was evaluated

by measuring MDA with TBA techmque. Fig. 3 shows that level of LPS-stimulated lipid

peroxidadon in splenic lyinphocyte homogenates expressed as MDA levels, decreased

significantly with 5-HT in the range of 10-5 - 5 x 10-4M after 72 hr-culture (Fig. 3). The

effective concentrations of5-HT for reducing LPS-induced lipid peroxi dation in culture were

10-5 - 5 x 10-4 M with a decrease from 9 % to 56 %. 8-OH-DPAT also inhibited the LPS-

increased MDA levels as shown in Rg. 3, with a reduction in MDA levels from 22 % to 26

%. ISO, like 5-HT and 8-OH-DPAT, inhibited the LPS-induced lipid peroxidation with a
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maximal protection (38 %) was seen at an ISO concentration of about 5 x 10-5 M.

To further evaluate the specificity of the decreasing effect of 5-HT, 8-OH-DPAT and

ISO on lipid peroxidation, competition studies were performed with antagonists. As shown

in Fig. 4, the non selective pi- and p2-adrcnergic blacker propranolol (10-5 M) had no effect

on 5-HT-, 8-OH-DPAT- or ISO-induced decrease m LPS-stimuIated tipid peroxidation after

72 hr of culture.

Effects ofmonoamines and other antioxidants on lymphocyte proliferation

In order to investigate the contribution of the antioxidant properties of 5-HT and CA

in the amplification of the B cell proliferative response, the proliferative assay was carried

out in the presence of 5-HT or ISO in combination with four antioxidants, each with a

completely different mode of action. These include SOD, catalase, mannitol or taurine which

are scavengers of Oy ~ , îî^Oz^ ' OH, HOC1 respectively. When used individually, in the

absence of naonoamines, these antioxidants can enhance LPS-stimulated B cell proliferation

in a dose-dependent manner (Fig. 5). The optimal concentrations were 150 U/ml, 1000

U/mt, 10-4 M, and 10-4 M for SOD, catalase, mannitol and taurine respectively.

Combination of these optimal concentrations of antioxidants with 5-PTT (10~4 M) or ISO ( 10"

5 M) resulted in further increase in LPS-stimulated B cell proliferadon (Fig. 6).

(J
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DISCUSSION

Increased ROS generation has been associated previously with inhibition of

lymphocyte proliferation, and various antioxidants have been shown to reverse these

inhibitory effects, including on mitogen-stimulated B lymphocytes.26'28 In addition, it has

been shown that 5-FTT can reverse the suppressive effects of monocytes on NK cell activity

and proliferation, in part by inhibiting monocyte-derived ROS.17 This prompted us to search

for a potential contribution of the antioxidant activities of 5-HT and CA in their previously

documented uprcgulating effects on LPS-stimulated B lymphocyte proliferation.21'22 We

first showed that 5-HT, NE, and ISO exert a free radical scavenging activity in a cell-free

system using CL detection, with similar IC5o values of about 10-8 M. The same amines

dose-dependently inhibited the CL response of mouse spleen cells stimulated by PMA, as

well as lipid peroxidadon in spleen cell cultures stimulated by LPS, and the IC5o values in

both cases were about 10'4 M or above. These results indicate that 5-HT and CA cause a

reduction in ROD formation in on mitogen-stimulated mouse B cells, which is much lower

than its antioxidant activity in a cell-free system, with about 4-log difference in the IC5o

values of the amines between the cell-free and the cell culture systems.

0

The relatively high IC5o values of 5-HT and CA for iiAibition of the CL response

and iiihibition of lipid peroxidation of mitogen-stimulated spleen cells are well m agreement

with those found with these amines in other cell systems, including rat PBL16, human

PMN33'12, human PBMC12, and rat microglia13. The low sensitivity of the CL response of

various cell systems to inhibition by monoamines can be explained by the lower rate of ROS

generation in these systems, as compared to cell-free systems. This is particulary valid for

mitogen-stimulated B lymphocytes whose ROS generating capacity was found to be 10 times

tower than that of the cetl-free system as detected by CL in this study. Another possibility is

that monoamines can be taken up by lymphocytes, so that the actual concentrations available

for scavenging ROS released in the extracellular medium are lower than expected. Indeed,
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murine splenocytes possess a specific, active, and high affinity uptake mechanism for 5-

HT33 , and human lymphocytes also express a high affinity transport system for several

monoamines, including 5-HT and CA35'36.

The IC5o values of 5-HT and ISO for inhibition of spleen cell oxidative metabolism

as shown here are at least 10 times higher than their corresponding EC5o values for

enhancement of mitogen-stimulated B cell proliferation as shown previously.21'22 Therefore,

the antioxidant activity of monoamines does not correlate well with their mitogemc effects on

mouse B cells. Also, the relatively selective 5-HTiA receptor agonist 8-OH-DPAT, which

increases efficiendy LPS-stimulated B lymphocyte proliferation with an £€50 of 10-5 M, has

little antioxidant activity with an IC5o value above 10-4 M on initogen-stimulated spleen cells,

which is higher than that of 5-HT. Again, this argues against a major role for the antioxidant

activity of this 5-HTiA agonist in its increasing effect on B cell proliferation.

The inhibitory effects of 5-HT, 8-OH-DPAT and ISO on spleen cell CL response and

on lipid peroxidation appear to be independent from 5-HTiA and pi/pz-adrenergic receptors,

respectively since propranolol pretreatment has no influence on these effects. Although other

undetermined receptors could be involved, it is more likely that the antioxidant effect of these

drugs on spleen cell cultures is due to their ROS scavenging property as demonstrated in the

cell-free system. This is consistent with the results of Vial et al.16 showing that neither 5-

HTiA, nor 5-HT2, or 5-HT3 receptors were involved in inhibition of activated rat PBL CL

response by 5-HT. No receptor specificity was demonstrated in the inhibitory effect of 5-HT

on human monocyte CL response.17

0

Although 5-FTT and CA released in lymphoid organs and/or at inflaiimiatory sites

may provide a significant antioxidant protection to activated lymphocytes, this property may

play only a minor role in enhancement of cell proliferation. The present findings further

support the notion that increases of B cell proliferation by 5-HT and CA is mediated
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essentially by specific interactions of these amines with lymphocyte 5-HTiA21'37 and ^2-

adrenergic receptors22, respectively.

0
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Fig. 1: (A) Chemical structures of the compounds are shown for 5-HT, aCH3-5-HT, 8-OH-

DPAT, 5-CT, L-tryptophan, Melatonin, ISO and NE). (B) Effects of various compounds on

luminol-eiAanced chemiluminescence in the horseradish peroxidase-HzOz system. (C)Time

course of chemiluminescence intensity in the horseradish peroxidase-HzQz system. The cell

free assay was started by the addidon of H^OZ as substrate. Data show the results of one

representative experiment out of 3 to 6 experiments.
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Fig. 2: (A) Influence of different concentrations of monoamines and related compounds on

luminol-enhanced chemiluminescence during the respiratory burst of spleen cells. The

respiratory burst was elicited by the addition of PMA. (B) Time course of chemilununescence

intensity from B lymphocytes stimulated with PMA. Data show the results of 3 experiments.
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Fig. 3: Effects of increasing concentrations of5-HT, 8-OH-DPAT and ISO on LPS-induced

lipid peroxidadon in cultured spleen cell homogenates. Values are means ± SEM of duplicate

determinations from 3 to 5 experiments. Difference between control and experimental

groups was determined by ANOVA followed by Sidak's correction for post hoc

comparisons. All data were represented as mean ± SEM and the level of significance was

accepted at p<0.05.
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Fig. 4: Effects of propranolol on 5-HT-, 8-OH-DPAT-, or ISO-induced decrease in lipid

peroxidation in mouse spleen cells homogenates. Values are means ± SEM of triplicate

detenninations from 3 to 9 experiments. Difference between control and experimental groups

was detennined by ANOVA followed by Sidak's correction for post hoc comparisons.

*p<0.05 LPS+agonists vs LPS alone. NS (not sigmficant) LPS+agonists +propranolol vs

LPS+propranolol.



143

0
10000

5000

â
l
t
l
^

0

A

0

20000l

10000^

0

e

15000l

10000^

5000-1

0
100

[SOD], U/ml

1000 0

100001

50001

0 10-5 10

[Mannitol], M

**'"I

i-4 ir>-310-J
0

B

D

100 1000 10000

[Catalase], U/ml

' ')

0 10-

[Taurine], M

-4 10-3

u

Fig. 5: Effects of SOD (A), catalase (B) mamiitol (C) or taurine (D) on mouse spleen cell

proliferation. Mouse spleen cells were incubated for 72 hr with increasing concentrations of

SOD, catalase, maimitol or taurine in the presence of LPS (lO^g/ml), and proliferation was

measured by [3H]TdR uptake during the last 6 hr of culture. Difference between control and
experimental groups was determined by ANOVA followed by Sidak's correction for post hoc

comparisons. Results are means of cpm ± SEM of triplicate wells.
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by ANOVA followed by Sidak's correction for post hoc comparisons. §p<0.05 LPS+

amines or antioxidants vs LPS. *p<0.05 LPS+ amines +antioxidants vs LPS+antioxidants.
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n
DISCUSSION

Nous avons entrepris ce projet de recherche dans le but de mieux comprendre et de

mieux caractériser les mécanismes cellulaires et moléculaires responsables de la régulation de

la réponse immunitaire par les monoamines, sérotonine et catécholamines. Nous avons alors

décidé de comparer les effets in vitro de la 5-HT et des ÇA et d'élucider leurs mécanismes

d'action sur la prolifération des lymphocytes B. Des travaux antérieurs avaient montré que

les ÇA augmentent la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS. Cet effet

implique des récepteurs p2-adrénergiques (Li et coll., 1990; Kouassi et coll., 1988). Il était

donc important dévaluer, dans un preinier temps, le rôle de la sérotonine dans ta

proliféradon des lymphocytes B stimulés par le lipopolysaccharide. Dans un deuxième

temps, nous avons caractérisé les récepteurs impliqués dans ces effets. Nous avons par la

suite étudié lïnteraction de la 5-HT et des ÇA avec le métabolisme oxydatif des lymphocytes

B ainsi que leurs effets sur la peroxydation lipidique, conséquence majeure des effets

néfastes des dérivés oxygénés. Finalement, nous avons étudié l'association entre les

propriétés mitogéniques des monoamines et leurs propriétés anti-oxydantes sur la

proliféradon des lymphocytes B. Les résultats de ces travaux sont discutés ci-dessous.

l- SÉROTONINE: FACTEUR DE CROISSANCE POUR LES

LYMPHOCYTES B DE SOURIS

1.1. Effets de la 5-HT sur la réponse proliférative induite par le LPS dans

les lymphocytes B

0

La 5-HT et les ÇA sont des aminés biogènes libérées par le SNC et intervenant dans

de nombreuses foncdons cérébrales. Des déficits en 5-HT et les ÇA sont associés à diverses

affections psychiatriques et neurologiques comme les dépressions, l'anxiété, les démences,

ta maladie de Parkinson et la schizophrénie. Les monoamines et leurs récepteurs représentent
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alors la cible de nombreux médicaments pour traiter ces pathologies. En dehors du cerveau,

ces aminés jouent le rôle d'effecteurs pour une variété de systèmes et particulièrement pour le

système immunitaire. Des études récentes ont montré que les monoamines sont synthétisées

par les lymphocytes et sont capables de réguler différents aspects de la réponse immunitaire.

Elles jouent le rôle de mitogène dans une variété de types cellulaires et représentent une

nouvelle classe de facteurs de croissance interagissant avec des récepteurs couplés aux

protéines G (Kelleher et coll., 1995; Lee et coll., 1994; Corson et coll., 1992; Meloche et

coll., 1992; Varrault et coll., 1992; Parrot et coll., 1991; Nemecek et coll., 1986; Seuwen et

coll., 1988).

0

Au niveau immunitaire, l'activité mitogénique de la 5-HT a été observée uniquement

dans les lymphocytes T humains (Aune et coll., 1993) et dans les cellules NK humaines

(Hellstrand et coll., 1993), mais son effet sur les lymphocytes B n'était pas coimu avant les

études présentées ici. Ces derniers expriment à leur surface des immunoglobutines de

membrane (mlg) qui sont les récepteurs à l'antigène. L'agrégation ou le pontage de ces

récepteurs par les antigènes multivalents ou des anticorps anti-mlg déclenche une séquence

d'événements qui caractérisent le processus d'activation, lequel conduit à l'entrée des cellules

en phase GI du cycle cellulaire. D'autres agents, tels que des antigènes bactériens (LF>S)

sont capables de déclencher une activation polyclonale des lymphocytes B. Généralement, la

progression des cellules dans le cycle cellulaire et leur prolifération nécessitent un second

signal. Celui-ci peut prendre la forme d'une interaction avec des lymphocytes T et/ou avec

des facteurs de croissance tels que les interfeukines. Dans le cas du LPS, l'activation des

lymphocytes B se fait indépendamment des lymphocytes T. Nos résultats montrent pour la

première fois que la 5-HT induit un effet amplificateur de la prolifération des lymphocytes B

stimulés par le LPS, et joue ainsi le rôle d'un nouveau facteur de croissance pour ces

cellules. La 5-HT seule n'affecte pas l'incorporation de 3HTdR dans ces cellules.

Afin de déterminer sur quelle phase du cycle cellulaire la 5-HT exerce son effet
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amplificateur sur la réponse proliférative des lymphocytes B, les phases GQ/GI, la phase S et

la phase G2/M ont été évaluées par cytométrie en flux après marquage de l'ADN à l'iodure de

propidium (IP). Ce dernier est un colorant qui se fixe sélectivement sur l'ADN et pennet de

déterminer le pourcentage de cellules en phase GO/GI, les cellules en phase S et les cellules

en phase G2/M du cycle cellulaire. Nos résultats montrent que la 5-HT stimule le passage

des cellules B de la phase G i à la phase S entraînant ainsi une augmentadon de la proportion

des lymphocytes B blastiques induite par te LPS. Quand les cellules sont incubées en

presence du LPS et de la 5-HT, on n'observe pas de modification de l'incorporation de

3HTdR à 48 h de culture, alors que la réponse proliférative au LPS est augmentée à 72 h.

Ces résultats montrent que la 5-HT maintient de façon importante et soutenue dans le temps

la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS. De ce fait, l'effet amplificateur de la

5-HT sur la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS est reproduit de façon

concordante avec les deux approches méthodologiques différentes et concerne la phase de

synthèse d'ADN dans les cellules B.

1.2. Caractérisation des récepteurs responsables des effets de la sérotonine

sur la prolifération des lymphocytes B de souris

0

La 5-HT est également stockée au niveau des tissus périphériques dans les mastocytes

(chez les rongeurs umquement), les plaquettes et les cellules entérochromaffines de l'intestin,

dans les monocytes et dans les lymphocytes. De grandes quantités de 5-HT sont présentes

au niveau des organes lymphoïdes et aux sites de l'inflammation, témoins d'une

dégranuladon locale des mastocytes et d'une libération lors de l'agrégation des plaquettes.

De plus, les récepteurs sérotoninergiques 5-HTi, 5-HT2, 5-HT3 et 5-HT7 ont été identifiés

sur les cellules du SI (Môssner et Lesch, 1998; Meyniel et coll., 1997; Aune et coll., 1993;

Shen et coll., 199Q; Stemberg et coll., 1987). Cependant, les effets prolifératifs de la 5-HT

sur les lymphocytes T et NK humains semblent être attribués uniquement au récepteur 5-

HTlA (Ferriere et coll., 1996; Aune et coll., 1993; Hellstrand et coll., 1993).
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Nous nous sommes intéressés alors au rôle de ce récepteur dans les effets

amplificateurs de la 5-HT sur la prolifération des lymphocytes B. Nos études à l'aide

d'agents pharmacologiques sélectifs montrent que la sérotomne augmente la prolifération des

lymphocytes B stimulés par le LPS. De plus, le 8-OH-DPAT, un agomste sélectif 5-HTiA,

reproduit les effets de la 5-HT sur l'incorporation de 3HTdR et sur la progression des cellules

dans le cycle cellulaire. Dans les mêmes conditions, la 5-carboxamidotryptamine (5-CT), un

agoniste 5-HTi non sélectif, a peu dteffet sur la réponse protiférative au LPS. Nos études de

competition avec le WAY 100135, un antagoniste sélectif 5-HTiA, et le propranolol, un

antagoniste Pi/P2 Don sélectif et qui a une grande affinité pour les récepteurs 5-HTiA/iB»

montrent que ces deux antagonistes sont capables de bloquer, mais de façon partielle, les

effets amplificateurs de la 5-HT et du 8-OH-DPAT. Un antagoniste sélectif 5-HÎ2, la

kétanserine, n'inhibe pas les effets amplificateurs de la 5-HT et du 8-OH-DPAT sur la

proliferation des cellules B stimulées par le LPS. De plus, les études de liaison monbrent que

le [3H]8-OH-DPAT se lie à des sites spécifiques sur les lymphocytes B sdmulés par le LPS.

0

Le récepteur 5-HT7 a été clone et identifié dans la rate de rat et chez l'humain, mais à

des niveaux plus faibles que dans le cerveau. Sa présence a été démontrée spécifiquement

sur les lymphocytes B (Môssner et Lesch. 1997, Shen et coll., 1993). La particularité de ce

récepteur est de partager l'activité agoniste du 8-OH-DPAT avec le récepteur 5-HTiA et de

nombreux antagonistes avec le récepteur 5-HT2 (Boess et Martin, 1994). Cependant,

d'autrcs résultats dans notre laboratoire ont montré que le R-8-OH-DPAT, un agoniste

sélectif 5-HTiA, reproduit les effets amplificateurs de la 5-HT sur la prolifération des cellules

B et T (Abdouh et coll., 2001). Aussi bien le R-8-OH-DPAT que te WAY 100I35 ne

semblent avoir d'affinité pour 5-HT7. L'ensemble de nos résultats montre que des récepteurs

fonctionnels 5-HTiA sont présents sur les lymphocytes B stimulés par le LPS et sont

impliqués dans les effets amplificateurs de la 5-HT sur la prolifération des lymphocytes B

stimulés par le LPS. Nos résultats sont comparables à ceux sur les lymphocytes T humains

(Aune et coll., 1993) et les cellules NK humaines (Hellstrand et coll., 1993).
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L'équipe de Ferriere a montré des effets inhibiteurs de la 5-HT sur la prolifération des

lymphocytes B de truite stimulés par le LPS (Ferriere et coll., 1996). Cette

immunosuppression implique le récepteur 5-HTiA caractérisé partiellement et de façon

pharmacologique sur ces cellules. Ces résultats sont à l'opposé de nos observations sur les

lymphocytes B de souris. Cette différence pourrait peut-être s'expliquer par une différence

d'espèce (souris vs truite), de source des lymphocytes (rate vs sang périphérique), ainsi que

de conditions de culture.

0

Nos études de compétidon avec le NAN-190 (antagoniste 5-tTTiA) et la kétansérine

(antagoniste 5-HT2A) montrent que dans les conditions expérimentales udlisées, ces deux

antagonistes induisent à eux seuls une augmentation de la prolifération des cellules B

stimulées par le LPS, et se comportent ainsi comme des agonistes partiels. Ces deux

produits sont donc de peu d'utilité comme antagonistes dans notre modèle. Le NAN-190 est

un analogue arylpipérazine qui démontre des propriétés antagonistes sur le récepteur 5-HTiA

dans des systèmes d'AC stimulée par la forskoline in vitro dans des membranes de

l'hippocampe (Glenon et coll., 1989; 1988; Yocca et coll., 1987). Il bloque également les

modifications de comportement induites par le 8-OH-DPAT chez des rats traités avec la

réserpine (Hjorth et Sharp, 1990). Ces études démontrent des propriétés antagonistes de

NAN-190 au niveau des récepteurs 5-HTiA post-synaptiques. Cependant, Hjorth et Sharp

(1990) ont décrit une réduction de la relâche de la 5-HT par le NAN-190 dans Ithippocampe

suggérant un effet agoniste au niveau des autorécepteurs pré-synaptiques situés dans les

neurones sérotoninergiques du noyau dorsal de raphé. Ces effets agonistes ont été obseryés

également dans des études de liaison avec des radioligands testant les effets des nucléotides

guanyliques (Rydelek-Fitzgerold et coll., 1990). Dans notre système, les mécanismes qui

sont responsables de l'activité intrinsèque du NAN-190, et celle de la kétansérine sur la

proliferation des lymphocytes B stimulés par le LPS restent à préciser. Comme la nature

exacte des récepteurs de la 5-HT sur les cellules immunitaires reste encore très controversée,

il est possible que dans notre cas, un récepteur 5-HT non encore identifié soit impliqué dans
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n
les effets amplificateurs et synergiques observés avec le NAN-190 et la kétansérine.

2. MÉCANISMES IMPLIQUÉS DANS LA STIMULATION MITOGÉNIQUE

PAR LA SÉROTONINE

2.1. La mobilisation du calcium et l'inhibition de l'adénylate cyclase ne

jouent pas de rôle dans les effets amplificateurs de la 5-HT sur la

proliferation des lymphocytes B

La régulation de la proliféradon est assurée par un grand nombre de signaux

cellulaires. L'interaction de certains facteurs de croissance avec leurs récepteurs respectifs

déclenche une cascade d'événements intracellulaires qui conduit à la fomiation de seconds

messagers. La 5-HT fait partie d'un groupe endogène de facteurs de croissance qui agissent

par l'intermédiaire de récepteurs couplés aux protéines G. Dans certains cas, la 5-HT seule

peut suffire pour induire la croissance cellulaire, alors que dans d'autres cas, elle agit de

façon synergique avec d'autres facteurs de croissance qui stimulent des récepteurs possédant

un domaine tyrosine kinases (Varrault et coll., 1992; Seuwen et coll., 1988). Les effets

amplificateurs de la 5-HT sur les lymphocytes B pourraient s'expliquer d'une part, par un

recrutement d'un nombre important de cellules B ne répondant pas au LPS, bien que cette

hypothèse soit peu probable car la 5-HT seule n'affecte pas la prolifération des lymphocytes

B. D'autre part, elle induit un effet synergique sur la réponse proliférative du LPS. Il en

résulte donc que la 5-HT pourrait agir sur des blastes B et donc à un stade tardif du cycle

cellulaire situé entre la phase GI tardive et la phase S.

0

Nous nous sommes par la suite intéressés à déterminer les signaux du récepteur 5-

HTlA dans les lymphocytes B et les mécanismes responsables des effets prolifératifs de la 5-

HT sur les cellules B stimulés par le LPS. Le récepteur 5-HTiA est d'un intérêt particulier à

cause de ses multiples systèmes effecteurs et de son implication dans les processus de la
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croissance cellulaire. Classiquement, les agonistes 5-ITTiA inhibent l'activation de l'AC,

signal commun à tous les récepteurs 5-HTi (De Vivo et Maayani, 1986) et ouvrent des

canaux potassiques (Andrade et coll., 1986). Ils peuvent également stimuler l'AC et inhiber

la PLC activée par le carbachol dans l'hippocampe (Shenker et coll., 1985). Finalement, la

stimulation de ces récepteurs inhibent les courants calciques dans les neurones dorsaux de

raphé. Les expériences de transfection ont révélé que ces récepteurs peuvent être couplés à

différents systèmes: inhibition de ttAC, stimulation de la FLC et de l'activité ATPase Na+/K+

(Liu et Albert, 1991; Fargin et coll., 1989). Plusieurs signaux ont été associés aux effets

mitogéniques de la 5-HT sur les différents types cellulaires incluant la mobilisation du Ca2+

(Abdel-baset et coll., 1992), des FTK (Lee et coll., 1994), des MAPK (Kelleher et coll.,

1995; Meloche et coll., 1992), et l'inhibition de l'AC (Aune et coll., 1993).

0

Depuis longtemps, l'AMPc était considéré comme un important régulateur de la

proliferation cellulaire. Il existe des récepteurs stimulateurs et des récepteurs iiAibiteurs de la

production d'AMPc qui sont couplés à l'adénylate cyclase (AC) par l'intemiédiaire de

protéines G spécifiques, Gs pour les stimulateurs, Gi pour les inhibiteurs. À l'intérieur de ta

cellule, 1'AMPc agit en activant la protéine kinase A (PKA). Cette dernière comporte deux

sous-unités, une sous-unité catalytique et une sous-unité de réguladon. L'AMPc en se fixant

sur la sous-unité régulatrice provoque la dissociation de ce complexe, la sous-unité

catalytique libre pouvant alors phosphoryler des protéines spécifiques. Dans plusieurs types

cellulaires, l'augmentation d'AMPc en réponse à différents mitogènes coïncide avec la

synthèse d'ADN. Cependant, une exposition continue de certaines cellules à cette

augmentation engendre une inhibition des processus de la division cellulaire (Giasson et

coll., 1997; Dumont et coll., 1989; Pastan et coll., 1975). Ainsi, les effets de ltAMPc

dépendent du stade de différenciation et du type cellulaire. En revanche, quelque soit son

effet, sa capacité de réguler l'activité de différentes kinases est bien établie (Giasson et coll.,

1997). De plus, l'AMPc peut directement réguler un grand nombre de gènes de transcription

(Dumont et coll., 1989).
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Un lien direct entre le récepteur 5-HTiA et la cascade d'événements aboutissant à la

croissance cellulaire n'est pas encore déterminé dans les cellules transfectées ou exprimant le

récepteur naturellement. En effet, Abdel-Baset et coll. (1992) ont transfecté des fibroblastes

BALB/C-3T3 avec le récepteur 5-HTiA de rat et ont montré que la 5-HT induit une

augmentation de l'incorporation de 3HTdR. Un traitement prolongé des cultures cellulaires

induit une transformation phénotypique et la fonnation de "foci" dans les cellules

transfectées. Ces effets sont sensibles à la toxine pertussique (PTX) et sont attribués à

l'activation de la PLC-PI (Abdel-Baset et coll., 1992). Un autre groupe a montré que le

récepteur 5-HTiA exprimé dans les cellules MH-3T3 induit la formation de "foci", stimule

faiblement la synthèse d'ADN, mais potentialise celle induite par l'EGF (epidermal growth

factor) (Varrault et coll., 1992). Ces effets sont sensibles à la FTX et ne semblent pas

impliquer la voie de la PLC ni l'inhibition de l'AC.

Deux systèmes de signalisation ont été identifiés pour le récepteur 5-HTiA dans les

cellules immunitaires. Dans la lignée T humaine Jurkat, ce récepteur induit une stimulation

de la PLC, alors que dans les lymphocytes T humains, il est couplé de façon négative à l'AC.

Ce dernier signal serait responsable de la prolifération des lymphocytes T humains (Aune et

coll., 1993; 1990). Cependant, des études réalisées sur des fibroblastes ont montré que ni

l'inhibidon de l'AC ni l'hydrolyse des IP ne peuvent expliquer les effets prolifératifs de la 5-

HT sur ces cellules (Varrault et coll., 1992; Seuwen et coll., 1988). Dans notre système, le

récepteur 5-HTiA nlinduit pas de mobilisation de Ca2+ intracettulaire mesurée par cytométrie

en flux à l'aide d'une sonde fluorescente, la fluo-3 (annexe l, figure l). D'autre part , nos

résultats avec l'AMPc montrent que la 5-HT n'induit pas une baisse signifîcadve des taux

d'AMPc stimulés par la forskoline dans les cellules fraîches ni dans les blastes LPS (annexe

l, tableau l).

0 Nous suggérons que la régulation de l'AC par le récepteur 5-HTiA pourrait dépendre

du taux cellulaire et du type de cette enzyme; on en dénombre 9 types distincts (Hurley,
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1999). Par ailleurs, il a été montré que le récepteur 5-HTiA iiihibe l'AC via les protéines

Gias et Gia2 (Raymond et coll., 1993; Fargin et coll., 1991) dans les cellules HeLa et CHO,

Gia2 étant plus importante dans les cellules CHO. Cette différence dans l'importance rcladve

de Gia2 et Gias est probablement influencée par l'abondance des sous-unités a dans les

cellules HeLa et CHO. Dans les premières, Œa3 est plus fortement exprimée que Gia^,

alors que dans les cellules CHO, il y a 9 fois plus de Gia'z que de Gias (Raymond et coll.,

1993). Dans notre système, les résultafs suggèrent que le récepteur 5-HTiA ntest pas couplé

à l'inhibition de l'AC; il est aussi probable que les protéines Gia2 et Gia3 ne soient pas

exprimées en quantité suffisante pour induire une inhibition de l'AC. D'autres études sont

nécessaires pour élucider le couplage de cette voie au récepteur 5-HTiA et son implication

dans les effets mitogéniques de la 5-HT sur les lymphocytes B.

0

Il est possible, bien que nous n'ayons pas la preuve directe, que d'autres signaux

intracellulaires soient responsables des effets prolifératifs de la 5-HT. Ainsi, les canaux

ioniques constituent aussi une cible potentielle de choix. Ces protéines transmembranaires

ont généralement un large domaine extracellulaire aisément accessible aux composés

chimiques et qui ont naontré leur rôle dans la signalisation mitogénique, particulièrement celle

des lymphocytes B. Les flux iomques forment un chaînon important de certaines voies de

signalisation intracellulaire impliquées dans les fonctions et la prolifération des lymphocytes.

Le rôle et les propriétés des flux ioniques ont été principalement étudiés lors des phases

d'activation et de proliféradon. Il semble que leur intervention est déterminante lors des

événements précoces d'activation qui suivent la stimulation des récepteurs à l'antigène ainsi

que le passage des lymphocytes à travers la phase G du cycle cellulaire (Dubois et Rouzaire-

Dubois., 1993; Lewis et Cahalan, 1995). En effet, le blockage des canaux potassiques et

calciques, inhibe l'activation des lymphocytes en réponse à l'antigène (Lewis et Cahalan,

1995)

Le récepteur S-HTs a été identifié et caractérisé sur les lymphocytes T de la truite. Ce
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récepteur est couplé à une conductance sadique et il est responsable des effets de la 5-HT sur

la prolifération des lymphocytes T stimulés par la PHA (Meyniel et coll., 1997). Des études

antérieures ont montré que la 5-HT a un effet biphasique sur la conductance potassique.

Cette dernière est augmentée après stimulation de récepteurs de type 5-HTi partiellement

caractérisé, dans une lignée cellulaire pré-B murine (Choquet et Kom, 1988), alors que

l'accélération de son inactivation implique des récepteurs S-HTs. De plus, Amigorena et

coll., ont montré t'importance de ces canaux K+ dans la progression des lymphocytes B

murines durant le cycle cellulaire. Ces auteurs ont montré, d'une part, que le LPS augmente

la densité des canaux K+ sensibles au voltage sur les lymphocytes B et, d'autrc part, que

l'inhibition de ces canaux bloque la prolifération des cellules en phase GI (Amigorena et

cotl., 1990). Une hypothèse est que la 5-HT amplifie la prolifération des cellules B stimulées

par le LPS en provoquant une augmentation d'une conductance potassique et donc une

ouverture des canaux potassiques des lymphocytes B. Des études évaluant si la 5-HT acdve

ces canaux dans les lymphocytes B pourraient pennettre d'élucider les voies de signalisation

impliquées dans llaction de ta 5-îTT sur la prolifération des cellules B.

0

En plus des différentes voies initogéniques mentionnées plus haut, un autre

mécanisme peut également être opérationnel. Cette voie implique l'activation des FTK. En

effet, plusieurs évidences ont suggéré que les FTK jouent un rôle dans la réponse

proliférative des agonistes des récepteurs couplés aux protéines G. Ainsi, des inhibiteurs

sélectifs des tyrosines kinases peuvent bloquer la synthèse d'ADN induite par les facteurs de

croissance tels que la thrombine (Weiss et Nuccitelli, 1992), l'endotheline (Simonson et

Herman, 1993) et la bombesine (Seckl et Rozengurt, 1993). La stimulation de l'activité

tyrosine kinase et ltaugmentation de la phosphorytation des tyrosines par la 5-HT ont été

montrées par l'équipe de Lee (1994). Ces derniers ont montré que la 5-HT augmente la

proliféradon des cellules du muscle lisse bovin mesurée par incorporation de 3HTdR.

Cependant, cet effet est indépendant des récepteurs à la 5-HT et se fait par intemalisation de

la 5-HT via un phénomène de transport (captation). En effet, l'inhibition de ce dernier par



n

157

des antidépresseurs bloque l'incorporation de 3HTdR dans ces cellules. Par ailleurs, la

genistine, inhibiteur sélectif des FTK renverse les effets stimulateurs de la 5-HT sur la

proliferation des cellules musculaires. L'ensemble de ces résultats suggère que la captation

de la 5-HT sdmule îa prolifération. Cette intemalisation activerait des FTK non encore

identifiées qui vont initier l'expression des gènes et par la suite la prolifération cellulaire.

0

Plusieurs groupes ont montré que le récepteur 5-HTiA active la voie des MAP

kinases et ils ont identifié un grand nombre de molécules de signalisation impliquées dans

cette voie (Gamovskaya et coll., 1996). De plus, plusieurs études ont suggéré que les

MARK peuvent jouer un rôle dans la prolifération cellulaire (Bhunia et coll., 1994; Meloche

et coll., 1992). Ces dernières sont une famille de kinases cytosoliques serine/thréonine de

40-46 KDa qui participent à la transduction des signaux mitogéniques au noyau. Elles

occupent une position centrale dans la régulation de la transition GQ/GI dans le cycle

cellulaire. Leur activation est très rapide et peut être stimulée par des récepteurs tyrosine

kinases et par des récepteurs couplés aux protéines G (Meloche et coll., 1992). Ainsi, ces

auteurs ont démonû-é une activation de la pp44maPk après quelques minutes d'exposition à la

5-HT dans des cellules de muscle lisse bovin (trachée), alors que la phase tardive d'activation

de ces kinases n'est pas affectée. De plus, ta kétansérine, un antagoniste 5-HT2, inhibe de

70% l'effet de 5-HT sur la phase précoce d'activation des MAPKinases, ce qui suggère

l'implication du récepteur 5-HT2. Cependant, ce signal ne semble pas être responsable des

effets mitogéniques de la 5-HT dans ces mêmes cellules. En effet, cette équipe a montré que

l'activation mitogénique des fibroblastes CCL39 dépend de l'activation soutenue des MAPK

qui semble être un événement obligatoire pour la progression dans le cycle cellulaire induit

par les facteurs de croissance. Il est donc possible que l'une ou la combinaison de ces

différentes voies de signalisation soit impliquée dans les effets prolifératifs de la 5-HT dans

les lymphocytes B.

Une partie des travaux futurs consisterait à évaluer de façon directe ces différents
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voies de signalisation et leurs implications dans les processus prolifératifs induits par la 5-HT

dans les lymphocytes de souris stimulés par le LPS.

2.2. Implication des propriétés anti-oxydantes de la 5-HT et des ÇA dans

leurs effets prolifératifs sur les lymphocytes B

0

Récemment, une explosion de travaux a révélé que les DO tels que Oz*, OH* et HîQz

joueraient un rôle dans la régulation négative des processus de prolifération cellulaire

(Pahlavani et Haris, 1998; Morikawa et Morikawa, 1996; Huang et coll., 1992; Sagone et

coll., 1984; Metzgeret cott., 1980). Ainsi, une des hypothèse que nous avons fonnuté est

que l'action de la 5-HT sur la prolifération des lymphocytes B de souris sdmulés par le LPS

se fait par une abolition des effets suppresseurs des DO. En effet, l'action de la 5-ïTT est

maximale lorsque l'incorporation de 3HTdR induite par le LPS est entrain de décroître

probablement en raison de la présence de ces facteurs suppresseurs dans les cultures

cellulaires contenant des polymorphonucléaires, des macrophages et des lymphocytes

stimulés par le LPS. Ces facteurs suppresseurs seraient surtout le fmit des macrophages et

de leurs produits de sécrétion. En effet, une étude a montré que la diminution de la

proliferation des lymphocytes T en absence de 5-HT est un phénomène qui dépend des

macrophages O^oung et Matthews, 1995; Young et coll., 1993). Ainsi, la prolifération des

cellules T de souris pré-traitées avec le PCPA, un iiihibiteur de la synthèse de la 5-HT, est

rétablie en présence de macrophages provenant de souris non traitées. L'incapacité des

macrophages traités au PCPA à augmenter l'incorporation de 3HTdR serait due à leur

déficience en 5-HT. Les mécanismes par lesquels la 5-ITT favorise les effets des

macrophages restent, cependant, mal connus. Deux hypothèses ont été envisagées par ces

auteurs. La première est que les macrophages dépendent complètement de la 5-HT pour

induire leur fonction accessoire. L'autre possibilité est que la 5-HT renverse certains effets

suppresseurs induits pas les macrophages (Young et Matthews, 1995; Young et coll., 1993).

Cette dernière hypothèse est rciiforcée par une autre étude démontrant que la 5-HT renverse
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les effets suppresseurs induits par les monocytes sur la prolifération des lymphocytes NK

humains (Hellstrand et coll., 1993).

2.2.1. La 5-HT et les ÇA inhibent le métabolisme oxvdatif des IvmDhocvtes B

Les DO sont des médiateurs importants dans la lutte antibactérienne mais peuvent

aussi diminuer la prolifération cellulaire en induisant des phénomènes de peroxydation

lipidique. Des études antérieures avaient montré que la 5-14T et les ÇA possèdent des

propriétés anti-oxydantes en piégeant les DO. Nous avons étudié l'interaction des

monoamines avec les DO dans les cellules spléniques de souris stimulées par le LPS et son

rôle dans les effets amplificateurs de la prolifération par la 5-HT. Nous avons montré que la

5-HT et les ÇA inhibent la chimiluminescence dépendante du luminol dans les cellules

spléniques, avec des ÎCso supérieures ou égales à 10-4M (IOO^M). Bien que ces IC5o soient

élevées, nos résultats sont comparables à ceux d'autres équipes qui ont observé une

diminution de la CL à des concentrations de l'ordre de 10~5-10'4M (10-IOO^M) dans

plusieurs types cellulaires (Huether et coll., 1997; Schuff-Wemer et coll., 1995; Vial et coll.,

1995; Nannmark et coll., 1992).

0

La question qui se pose est donc de savoir si les concentrations des monoamines in

vivo peuvent atteindre les niveaux suffisants pour inhiber le stress oxydatif? La 5-HT est

stockée dans les plaquettes par un mécanisme de transport actif. Elle est présente dans les

mastocytes murins et dans les cellules entérochromaffines surtout au niveau de Itestomac et

de l'intestin. Elle est aussi synthétisée par les lymphocytes humains et les monocytes

(Laberge et coll., 1996). Elle est présente en concentrations élevées dans les sites

inflammatoires et les réactions immunitaires lors de l'agrégation plaquettaire au site de lésion

tissulaire (Betten et coll., 2001). La libération locale de la 5-HT à partir des plaquettes est

aussi stimulée par les réactions immunologiques humorales, par les phagocytes activés et par

les endotoxines bactérieimes (Davis et coll., 1961). Ainsi des concentrations de l'ordre de
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10-4 M (100 /<M), comparables à celles qui diminuent la CL dans les cellules B, peuvent être

atteintes dans les sites inflammatoires à partir de thrombocytes activées (Benedict et coll.,

1986). De telles concentrations sont suffisantes pour atténuer les dommages induits par les

DO durant te métabolisme oxydatif des lymphocytes B. De la même façon, les terminaisons

nerveuses noradrénergiques innervant les organes lymphoïdes sont en mesure de fournir des

concentrations élevées en ÇA (> 10~6 M) (l fiM) (Felten et coll., 1998), qui sont susceptibles

de piéger les DO in vivo.

0

Il est bien établi que la 5-HT régule la réponse immunitaire par l'intennédiaire de

récepteurs différents, fonctionnels et présents sur les cellules du SI. À l'aide de différents

agents pharmacologiques, nous avons caractérisé les récepteurs impliqués dans l'effet de la

5-HT sur te métabolisme oxydatif des lymphocytes B. Le 8-OH-DPAT est capable d'inhiber

la CL, mais son effet est plus faible en comparaison avec celui de la 5-HT. Par ailleurs, les

études réalisées avec le propranolol montrent que ce dernier est incapable de renverser la

suppression de la CL induite par la 5-HT ou l'ISO. Ces résultats suggèrent que l'inhibition

de la CL par les monoamines nïmplique pas de récepteurs spécifiques. Les résultats

préliminaires de l'équipe de Vial ont montré aussi que les antagonistes SDZ216-525

(antagoniste 5-HTiA), methitepin (antagoniste 5-HTi/5-HT2), kétansérine (antagoniste 5-

HTz sélectif) ou le granisetron (antagoniste 5-HT3 sélectif), à des concentrations de l'ordre

de O.Ï-ÏQ }iM n'affectent pas l'inhibition de ta CL par la 5-HT dans des leucocytes de rat

stimulés par le zymosan (Vial et coll., 1995). Il en résulte que les monoamines iiihibent

probablement la CL par interaction directe avec les DO. Pour vérifier notre hypothèse, nous

avons étudié l'action des monoamines sur la CL en utilisant un système acellulaire

peroxydase/HsOz (HRP/HzO^). Dans ce modèle, la 5-HT et les ÇA sont capables de

supprimer la CL de façon dépendante de la dose et avec la même puissance. Ces résultats

montrent que les monoamines jouent le rôle de piégeur de DO et par conséquent de protecteur

contre les dommages induits par ces derniers. Le 8-OH-DPAT est capable aussi de

reproduire les effets inhibiteurs de ta 5-HT sur ta CL dans te système HRP/HsQz. Ceci
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confère un nouveau rôle pour cet agoniste comme piégeur de DO. Cependant, la mélatonine

(A^-acetyl-5 metoxytryptamine), indole non hydroxylé, est dépourvue d'activité anti-oxydante

dans notre système ce qui suggère que la présence du groupement hydroxyl serait

responsable de cette interaction de la 5-HT avec les DO.

Plusieurs publications ont porté sur l'oxydation de la 5-HT, mais la nature chimique

des produits de dégradation, leur rôle possible et leurs implications pathologiques sont peu

coimus. L'équipe de Schuff-Wemer a identifié et caractérisé le produit majeur de l'oxydation

de la 5-HT à l'aide de la spectrométrie de masse. Ce métabolite correspond à une oxydation

de la 5-HT en un dimère 5-HT dont la structure probable est le 5, 5'dihydroxy4,4'-

bitryptamine (DHBT). Il a été aussi identifié lors du métabolisme oxydatif des

monocytes/granulocytes humains activés et de la microglie (Huether et coll., 1997; Schuff-

Wemer et coll., 1995). Même si nos études ne détenninent pas te métabolite formé au cours

de l'oxydation de 5-HT, il est possible que la 5-HT agit de la même façon pour piéger les DO

dans les lymphocytes B en fonnant des dimères 5-HT. Ainsi, son activité anti-oxydante

pourrait réduire les effets néfastes des DO sur les cellules B.

2.2.2. La 5-HT et les ÇA inhibent la Deroxvdation lioidiaue dans les IvmDhocvtes B

0

Les phospholipides membranaires constituent une cible préférendelle des doinmages

oxydatifs par la présence d'acides gras polyinsaturés susceptibles à la peroxydation lipidique.

Il en résulte des changements drastiques dans la fluidité et la perméabilité membranaires. La

capacité des monoamines 5-HT et ÇA à inhiber la peroxydation lipidique a été testée dans un

système avec FeS04 coimu pour accélérer la peroxydation lipidique et le taux de MDA est

mesuré par la méthode du TBA avec lequel il forme un composé rose. Nos résultats

démontrent que la 5-HT et l'ISO inhibent les taux de MDA dans les cultures cellulaires

stimulées par le LPS. Ces résultats renforcent et sont concordants avec ceux de la CL. Des

études antérieures ont rapporté aussi une iiihibition de la peroxydation lipidique par les
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monoamines dans d'autres systèmes. En effet, la 5-PTT inhibe la peroxydation lipidique dans

les microsomes de foie, des liposomes et dans des préparations micellaires d'acide

arachidonique (Reyftman et coll., 1990). Elle est aussi capable de maintenir des taux faibles

en MDA dans des cellules C64 suite à une exposition au glutamate. Elle jouerait ainsi un rôle

protecteur contre la mort cellulaire induite par ce dernier (Shinagawa, 1994).

On a montré que les monoamines dopa, dopamine, adrénaline et 5-HT, en piégeant

les radicaux peroxyles (ROO*), inhibent la peroxydation lipidique induite par AAPH

(générateur de radicaux peroxyles) chez le rat (Miura et coll., 1996). Finalement, dans des

homogénats de cerveau et de mitochondries, les ÇA et la 5-HT protègent contre la

peroxydation lipidique induite par les ions cuivriques (Liu et coll., 1993). Il en résulte donc

que les monoamines constituent un groupe dïnhibiteurs endogènes qui agissent comme

piégeurs des DO. Nos études avec le 8-OH-DPAT montrent qu'il est capable de reproduire

mais à un degré plus faible, les effets inhibiteurs de 5-HT et de ISO sur les taux du MDA.

Cependant, le propranolol est incapable de renverser les effets suppresseurs sur la

peroxydation lipidique. L'ensemble de ces résultats montre que la peroxydation lipidique

comme la chimiluminescence est un phénomène indépendant des récepteurs et se fait par

piégeage de DO par les monoamines. Ainsi, en plus de leur rôle de neurotransmetteur, les

amines pourraient avoir un rôle d'and-oxydants endogènes au mveau central et périphérique

par inhibition des mécanismes d'initiation des réactions radicalaires en neutralisant les DO

déjà formés et arrêtant ainsi les chaînes de propagation.

2.2.3. Rôle des propriétés anti-oxvdantes des monoamines dans l'auffmentation de la

proliferation des IvmDhocvtes B stimulés Dar le LPS

u

Les DO sont considérés comme des agents destructeurs qui vont endommager

différentes cibles biologiques. En effet, ils ont montré in vitro leur capacité d'induire des

changements de la stmcture de l'ADN ou de moduler l'acdvité des gènes interférant ainsi
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avec les processus mitogéniques en particulier au niveau du SI. Cependant, à ces effets

néfastes s'oppose une défense and-oxydante telles que les enzymes détoxifiantes. En effet,

il est montré que la catalase rétablit la prolifération lymphocytaire qui est inhibée en présence

de H2Û2 (Metzger et coll., 1980) ou d'émodin, une anthraquinone (Huang et coll., 1992).

Par ailleurs, Hellstrand et coll. (1993) ont montré que la 5-HT renverse les effets

suppresseurs induits par les monocytes sur les cellules NK. Les effets de la 5-HT sont

reproduits par la catatase, responsable de ta dismutation de H^C^ en oxygène et en eau. De

ce fait, la 5-HT pourrait agir en inhibant la formation des DO générés par les monocytes

durant le métabolisme oxydatif.

u

Les monoamines peuvent atteindre dans des conditions pathologiques (inflammation,

ischémie, thrombose) des concentrations élevées dans certaines régions du cerveau et en

périphérie (Môssner et Lesch., 1998; Benedict et coll., 1986). Ceci est l'une des raisons,

sinon la plus importante, pour considérer ces composés comme des anti-oxydants efficaces.

Nous avons émis l'hypothèse que la 5-PTT et les ÇA favorisent l'amplifîcation de la

proliferation des lymphocytes B en piégeant les DO. Pour vérifier cette hypothèse, nous

avons alors comparé les effets de la 5-HT et de l'ISO à ceux d'autres anti-oxydants connus

sur la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS. Nos résultats montrent que la

SOD, la catalase, le mannitol et la taurine qui sont des anti-oxydants très puissants sont

capables d'augmenter de façon dépendante de la dose la prolifération des lymphocytes B

stimulés par le LPS. Ceci suggère donc que les DO sont impliqués dans la régulation

negative de la prolifération des lymphocytes B. Il a été montré que la prolifération et la

différenciation des lymphocytes B humains augmentent en présence de SOD (Monkawa et

Morikawa, 1996). D'autre part, l'incubation des lymphocytes humains stimulés par le PWM

en présence de la catalase augmente aussi leur prolifération (Whitacre et Cathcart, 1992). Par

la suite, nous avons incubé les cellules en présence des monoamines et des anti-oxydants.

Dans ces conditions, les monoamines continuent d'augmenter la prolifération des

lymphocytes B stimulés par le LPS.
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L'ensemble de nos travaux suggère que l'activité initogénique des monoamines

pourrait résulter en partie de leurs activités anti-oxydantes et d'autre part, de leurs

interactions avec leurs récepteurs respectifs 5-HTiA et RzAR. Cependant, les activités anti-

oxydantes des monoamines jouent probablement un rôle relativement mineur dans leurs

effets mitogéniques pour les raisons suivantes: (i) les concentradons de monoamines qui

entraînent des effets anti-oxydants in vitro sont environ 10 fois supérieures à celles qui

amplifient la prolifération des cellules B; (ii) l'agoniste relativement sélectif 5-HTiA, le 8-

OH-DPAT possède une activité anti-oxydante relativement faible par rapport à la 5-HT, alors

qu'il est aussi efficace que cette dernière pour augmenter la prolifération des cellules B; et

(iiï) la combinaison des monoamines ou du 8-OH-DPAT avec d'autres anti-oxydants

puissants n'empêche pas les effets amplificateurs des premiers sur la prolifération cellulaire.

2.3. Modèle hypothétique des mécanismes de régulation de la prolifération

des lymphocytes par la 5-HT et les ÇA

u

L'ensemble des résultats obtenus lors de ce travail de thèse pennet de proposer un

modèle d'acdon de la sérotonine sur la prolifération des lymphocytes B (figure 5). Dans le

modèle illustré ci-dessous, on remarque que la 5-HT agirait selon deux voies. La 5-HT

d'origine centrale, captée et libérée par tes terminaisons noradrénergiques comme co-

transmetteur avec la NA, ou d'origine périphérique, stockée dans les plaquettes ou

synthétisée par les cellules du système immunitaire, va agir par l'intermédiaire de son

récepteur 5-HTiA présent sur les lymphocytes B. Cette action de la 5-HT sur son récepteur

5-HTiA va déclencher une cascade d'événements biochimiques dont la résultante est

l'activation d'effecteurs intracellulaires et par conséquent, la formation de seconds messagers

qui restent encore non identifiés.

Par ailleurs, la 5-HT présente dans le milieu extracellulaire en fortes concentrations
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est capable de piéger les DO produits par les suspensions cellulaires mixtes (polynucléaires,

macrophages et lymphocytes B stimulés par LPS), et diminuer ainsi leurs effets néfastes sur

les lymphocytes B. De plus, la 5-HT pourrait être intemalisée à l'intérieur des lymphocytes

B par l'intermédiaire d'un transporteur dont la caractérisation sur ces cellules reste encore

indétemiinée. Une fois à l'intérieur de la cellule, la 5-HT grâce à ses propriétés anti-

oxydantes va atténuer les concentrations des DO et inhiber leurs doimnages aux cellules.

Nos résultats montrent que la chimiluminescence et la peroxydation lipidique sont des

phénomènes indépendants du récepteur 5-HTiA et se font par interaction directe de la 5-HT

avec les DO formant probablement des dimères 5-HT. Cette action and-oxydante de la 5-HT

favoriserait la prolifération des lymphocytes B.

Des mécanismes semblables sont valables pour les ÇA qui amplifient aussi la

proliferation des cellules B. Ainsi, l'implication des récepteurs p2-adrénerglques exprimés

sur les lymphocytes B et une certaine contribution du piégeage des DO seraient responsables

des effets prolifératifs. II est important de noter que dans le cas de la 5-HT, comme dans

celui des ÇA, les interactions spécifiques avec les récepteurs 5-HTiA et p2-adréilergiques

respectifs exprimés sur les cellules B représentent leur principal mécanisme d'action dans les

effets mitogéniques, tandis que le piégeage des DO, bien que présent, ne joue qu'un rôle

secondaire.

0
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B^ /re2. P3n H/a->«><• 0 3?Ps /.s(l Ul(6

/Wt a1 ft
» s- /!T ffi5A

/sa A0 zffi H/1 '•<!B A.

\ffl

V N

t I» TO Vn•^> ffi ersal
^a••>î

sa••'s '•-!
e•^î ??x

t ^ / ^v »
0 — 0 —?i Vï•^î

/ \ara 2.t rfS 2sssss + G(l
t» ay

gœ
z '•<"^ H» ??ffi0 ffi\ 0i/3 0/i\

\/2
3

H
^
sa
s az»1
w^ 0
^

s-G e
1^3
Ulre'

^ za zr&

TOO!w œH ffly M•^

w
H

. ffi^

M



n

CHAPITRE 5. CONCLUSION GÉNÉRALE

0



168

CONCLUSION GÉNÉRALE

Nos travaux ont porté sur les mécanismes cellulaires et moléculaires de la régulation

de la prolifération des lymphocytes B par la sérotonine. Nos résultats démontrent que la

sérotonine régule de façon positive la proliféradon des lymphocytes B de souris et de rat

stimulés par le Upopolysaccharide d'E. coli et joue ainsi te rôle dtun nouveau co-facteur de

croissance pour ces cellules. Dans notre modèle, à l'aide des études opérationnelles avec des

agonistes et antagonistes sélectifs et des études de liaison avec le 8-OH-DPAT, nous avons

montre que l'effet mitogénique de la 5-HT est dépendant du récepteur 5-HTiA, mais aussi

d'autres mécanismes d'action. Nous avons aussi montré que la mobilisation du Ca2+ et

l'inhi bidon des taux d'AMPc intracellulaires ne sont pas les signaux du récepteur 5-ETTiA

des lymphocytes B, et ceux-ci ne sont donc pas impliqués dans les effets amplificateurs de la

5-HT sur la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS. Des études ultérieures

seront nécessaires pour élucider les mécanismes de signalisation de ce récepteur dans les

lymphocytes B et leur implication dans les effets mitogéniques de la 5-HT.

û

Nous avons également montré que la 5-HT et les ÇA diminuent la chimiluminescence

dépendante du luminol dans des systèmes acellulaires et cellulaires. La 5-HT et les ÇA

inhibent aussi de façon dépendante de la dose les taux du MDA dans les blastes LPS. À

Ilinverse de la réponse proliférative, les effets des monoamines sur le stress oxydatif des

lymphocytes B se font selon un mécanisme indépendant des récepteurs 5-HTiA ou p^AR.

En effet, le propranolol, un antagoniste P adrénergique/5-HTiA/lB n® renverse pas les effets

de la 5-HT ni ceux des ÇA sur la chimiluminescence m sur la peroxydation lipidique. Il

s'agit donc d'une interaction directe entre les monoamines et les DO. Nos résultats montrent

aussi pour la première fois un nouveau rôle de piégeur des DO du 8-OH-DPAT, un agoniste

sélectif 5-HTiA, mais dont la signification biologique reste à déterminer. Nous avons par la

suite étudié la reladon entre les propriétés anti-oxydantes des monoamines et leurs effets

mitogéniques. Nos résultats montrent que ta SOD, la catatase, te mannitol et ta taurine
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coimus comme étant des anti-oxydants très puissants, augmentent la prolifération des

lymphocytes B stimulés par LPS. Cependant, la présence de ces anti-oxydants n'empêche

pas l'induction des effets amplificateurs des monoamines sur la proiyération des cellules B,

ce qui suggère que l'activité anti-oxydante des monoamines joue un rôle mineur dans leurs

effets initogéniques. En résumé, nos travaux permettent de tirer les conclusions suivantes: l)

la 5-HT est un co-facteur de croissance des lymphocytes B; 2) le récepteur 5-HTiA est

responsable des effets amplificateurs observés; 3) les monoamines 5-HT et ÇA inhibent les

effets du stress oxydatif sur les lymphocytes B par interaction directe avec les DO, mais cette

activité joue un rôle mineur dans les effets mitogéniques des monoamines.

L'ensemble de ces travaux nous ont pennis de mieux comprendre les mécanismes

d'action des monoamines sur les lymphocytes B et le degré de leur complexité. Ils ont aussi

permis d'établir l'importance reladve des interactions ligands-récepteurs, et des activités anti-

oxydantes des monoamines, dans leurs effets amplificateurs sur la protiféradon des

lymphocytes B. De plus, nos travaux suggèrent un rôle des monoamines comme mécanisme

efficace pour potentialiser d'une part le système de défense cellulaire, et d'autre part pour

miminiser les dommages induits par les DO aux tissus hôtes. Ces résultats fournissent des

bases radomielles pour la manipulation éventuelle des récepteurs lymphocytaires des

monoamines à des fins thérapeutiques, notamment pour lutter efficacement contre les

infections et les inflammations.

0
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INTRODUCTION

Cette annexe pemiet de présenter des résultats non-mentionnés dans les articles et

complète ainsi la thèse. Dans une première partie, nous incluons les matériels et méthodes

utilises. Les méthodes mentionnées sont la mesure de l'AMPc par dosage

radioimmunologique et du Ca2+ intracellulaire par cytométrie en ïïux. Nous présentons aussi

les résultats des effets de la 5-HT et l'ISO sur les taux d'AMPc et la mobilisation du Ca2+

dans les lymphocytes B.

Les résultats de cette annexe indiquent que la 5-HT n'inhibe pas l'activité AC, et

n'induit pas de mobilisation de Ca2+ ni dans les cellules fraîches ni dans les blastes LPS.

Ceci suggère que le récepteur 5-HTiA des lymphocytes B n'est pas couplé à ces deux

signaux intracellulaires.
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0 MATÉRIEL ET MÉTHODES

Mesure de l'AMPc

Les cellules spléniques fraîches ou en culture en présence ou en l'absence de LPS

sont incubées avec 100 jzM d'isobutyl methylxanthine (IBMX, inhibiteur des

phosphodiestérases) pendant 60 minutes à 37°C et l'addition des stimuli dans des tubes en

verre dans un volume final de l mi contenant 3 x 106 cellules. Les cellules sont ensuite

incubées pendant 30 minutes à 37°C après addition des différents agents phannacologiques.

La réaction est arrêtée en ajoutant 2 ml d'éthanol froid (-20°C). Les échantillons sont ensuite

évaporés ou sèches (70°C), reconstitués dans 500 (il d'un tampon acétate de sodium (pH 6.2)

et acétylés pour augmenter la sensibilité du dosage. Les taux d'AMPc sont déterminés par

dosage radioimmunologique (RIA) à l'aide d'un kit commercial 125I AMPc (Mandel

Scientific). Les résultats sont exprimés en fmol/106 cellules et chaque point de mesure

représente la moyenne arithmétique de 6 échantillons ± SEM.

Mesure du calcium intracellulaire

0

La mobilisation du calcium intracellulaire a été mesurée par cytométrie en flux à l'aide

d'une sonde fluorescente Fluo-3. Les cellules spléniques fraîches ou en culture en présence

du LPS sont resuspendues dans un tampon RPMI 1640 + 2% Hepes, pH 7.0 à une

concentration de l x 106 cettutes/mt. Elles sont ensuite chargées avec ta sonde Ruo-3AM (l

piM) et du pluronic 25% (5 /<M) pendant 45 minutes à la noirceur dans un bain agitateur à

37°C. À la fin de l'incubation, les cellules sont amenées à un volume de 10 ml avec un

second tampon (RPMI 1640, 5% sérum de veau foetal (FBS), 2% Hepes (20 mM), pH 7.4)

à une concentration de 5 x 105 cellule /ml pendant 15 minutes. Cette dernière incubation

permet le clivage de la portion acétomethyl ester de la sonde intemalisée. Les cellules sont
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ensuite centrifugées à 800 x g pendant 10 minutes à 4°C (pour élinainer les fluorochromes

non incorporés) et resuspendues dans un troisième tampon (RPMI 1640, 5 % FBS, 2 %

Hepes (20 mM) et 10 ^g/ml de DNAse, pH 7.2). Après deux lavages, les cellules sont

resuspendues dans ce même tampon à la concentration de 5 x 106 cellules/ml, gardées à la

température de la pièce et à la noirceur. La mesure de [Ca2+]i se fait par cytométrie en flux à

l'aide d'un FACStar Plus équipé d'un laser à l'argon pour une excitation dans le visible

(Becton Dickinson). Des échantillons de 5 fit sont mis dans un tube de 2 inl qui est incubé

dans un bain agitateur maintenu à 37°C. Les cellules au repos et les blastes LPS sont

identifies par leur taille et leur granulosité (FCS/SSC). La fluorescence basale est ajustée à

100 unités de fluorescence et les différents agents pharmacologiques sont ajoutés au bout de

2 minutes à la suspension cellulaire. Les changements de fluorescence résultants sont

mesurés sur une période de 8 iiùn. Les résultats sont analysés par le logiciel CHRONYS et

exprimés en intensité moyenne de fluorescence (IMF).

RÉSULTATS

Effet de 5-HT sur les taux d'AMPc dans les cellules spléniques fraîches et en

culture pendant 48h

0

Le récepteur 5-HTiA a la particularité d'etre couplé de façon négative à l'adénylate

cyclase. Nous avons alors détemiiné l'effet de la 5-HT sur les taux d'AMPc stimulés par la

forskoline (5xlO-5M) dans les cellules spléniques fraîches et en culture avec LPS pendant 48

h. Nos résultats montrent que te taux basai (653.13 ± 399 fmot/tO6 cellules) n'est pas

influence par l'état d'activation des cellules spléniques par le LPS (680.4 ± 309.9 fmol/106

cellules). Cependant, le taux d'AMPc stimulé par de la forskoline est significadvement

important dans les blastes LPS (3336.24 ± 1733 fmol/106 cellules) comparativement aux

cellules fraîches (2136.36 ± 1403.8 fmol/106 cellules) (p < 0.05). Par ailleurs, dans huit

experiences, la 5-HT (10'4M) n'affecte pas les taux d'AMPc induits par la forskoline (5x10-
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5M) dans les cellules au repos (109.78% du contrôle) ni dans les blastes LPS (107.47% du

contrôle) (tableau l, annexe l). Le DDA et le SQ qui sont des inhibiteurs directs de l'AC

inhibent de façon significative le taux d'AMPc induit par la forskoline aussi bien dans les

cellules fraîches (37.6% et 42%) que dans tes blastes (48.5% et 68.5%).

Tableau 1: Effets de la 5-ITT, du DDA, et du SQ sur les taux d'AMPc induits par la

forskoline dans les cellules spléniques de souris

Cellules Traitement Taux d'AMPc (% du contrôle)

X ±SEM

Cellules fraîches 5-HT (10-4M)

DDA( 10-4M)

SQ (5 x 10-4M)

109.8 ± 15.4

62.4 ± 12.5 *

58+24*

Blastes LPS 5-HT (10-4M)

DDA (10-4M)

SQ (5 x 10-4M)

107.5 ± 19.6

51.5 ±19.7*

31.45 ±21.7*

Les cellules spléniques fraîches ou les blastes LPS sont incubés pendant 30 minutes à

37°C après addition des différents agents pharmacologiques. Les concentrations finales de

forskoline, 5-HT, DDA et SQ sont 5xlO-5M, 10-4M, 10-4M et 5xlO-4M respectivement.

Les taux d'AMPc sont déterminés par RIA. Les résultats sont exprimés en % du contrôle

forskoline et chaque point de mesure représente la moyenne arithmédque de 6 échantillons ±

SEM. * p<.05 DDA/SQ+Forskoline vs Forskoline.
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Effets de 5-HT et ISO sur la mobilisation du [Ca2+]i dans des cellules

spléniques fraîches et en culture pendant 48 ou 72h

Nous avons comparé la réponse calcique induite par les monoamines 5-HT et ISO

dans les cellules fraîches et en culture. La stimulation par les monoamines n'induit pas de

mobilisation du Ca2+ ni dans les cellules fraîches m dans les cellules en culture pendant 48 ou

72h (Figure 6). En revanche, l'aati-Ig M, activateur de la mobilisation du Ca2+, mduit une

augmentation de l'IMF qui est transitoire avec un retour progressif à la ligne de base. De

plus, nos résultats montrent que la 5-HT et l'ISO n'affectent pas la réponse calcique induite

par l'anti-Ig M dans les cellules fraîches. Par ailleurs, l'ionomycine qui est un inophore qui

traverse les membranes et mobilise le Ca2+ intracethitaire et extracellulaire stimute ta réponse

calcique dans les cellules fraîches et en culture.

L'ensemble de nos résultats montre que la 5-HT n'inhibe pas l'activité AC, et n'induit

pas de mobilisation de Ca2+ ni dans les cellules fraîches ni dans les blastes LPS. Ceci

suggère que le récepteur 5-HTiA des lymphocytes B n'est pas couplé à ces deux signaux

intraceltuîaires.

u
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Figure 6: Effets de 5-HT et ISO sur la mobilisation du [Ca2+]i dans les cellules spléniques

fraîches et en culture pendant 48 ou 72h


