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SOMMAIRE

Le systéme immunitaire contribue au maintien de I’intégrité¢ de I’organisme en
s’opposant a la pénétration d’agents extérieurs, en particulier des agents infectieux, et en
éliminant les cellules malignes. L’activation des cellules du systéme immunitaire met en
jeu plusieurs mécanismes de signalisation intracellulaire, incluant la translocation
nucléaire du facteur de transcription ubiquitaire, NF-kB. Celui-ci joue un r6le important
dans les réponses immunes et inflammatoires, et particulierement dans la prolifération et
la survie des lymphocytes T et B. Le fonctionnement du systéme immunitaire est
fortement régulé par les interactions entre les diverses cellules de ce systéme, et par
Paction des anticorps et des cytokines. De plus, il existe des communications
bidirectionnelles entre le systéme immunitaire et le systéme neuro-endocrinien par
’intermédiaire des neurotransmetteurs, hormones et cytokines qui agissent sur leurs
récepteurs spécifiques. Les organes lymphoides primaires et secondaires sont innervés
par des terminaisons nerveuses qui libérent des neurotransmetteurs qui sont impliqués
dans le contrdle de la différenciation, la prolifération et le fonctionnement des cellules
immunitaires. En 1’occurrence, la sérotonine est colibérée avec la noradrénaline au
niveau des terminaisons nerveuses innervant les organes lymphoides primaires et
secondaires. Les plaquettes, les mastocytes (chez les rongeurs), les monocytes et les
lymphocytes T activés sont aussi des sources importantes de sérotonine au niveau des
organes lymphoides et des sites inflammatoires. Plusieurs études suggerent I’implication
du systéme sérotoninergique dans la régulation de la réponse immunitaire. Cependant,
les récepteurs impliqués dans ces effets ne sont pas encore bien caractérisés. Dans la
présente étude, notre but était de caractériser le récepteur 5-HT,, des lymphocytes B et
T, ses fonctions, et ses mécanismes de signalisation cellulaire. Les objectifs spécifiques
étaient: (i) étudier et comparer ’expression du récepteur 5-HT,, dans les lymphocytes T
et B avant et aprés activation par des mitogénes; (i) évaluer le role du facteur de
transcription NF-kB dans la régulation de l’expression du récepteur 5-HT,, des
lymphocytes; (iii) étudier le rdle du récepteur 5-HT,, dans la régulation de la
prolifération et la survie des lymphocytes; et (iv) évaluer I’implication du facteur de

transcription NF-kB dans les mécanismes de transduction du signal du récepteur 5-HT;,
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des lymphocytes. Les résultats montrent que les lymphocytes T et B expriment
faiblement 'ARN messager 5-HT,,, et le niveau d’expression est fortement augmenté
aprés activation mitogénique. Les niveaux d’expression du 5-HT,, sont comparables
chez les deux populations de lymphocytes. Les mitogénes n’influencent pas la stabilité
de I’ARN messager 5-HT),, mais son induction est bloquée par I’actinomycine D, et par
les inhibiteurs du NF-xB. De plus, I’expression membranaire de la protéine 5-HT),
augmente aprés stimulation mitogénique, en paralléle avec 1’augmentation de la
transcription de I’ARN messager. D’autres part, les agonistes sélectifs 5-HT,,
augmentent la prolifération et la survie des lymphocytes activés; ils inhibent la mort des
lymphocytes par apoptose, en association avec une augmentation de la translocation du
NF-xB dans le noyau. Ainsi, le facteur de transcription NF-kB joue un rdle central dans
la surexpression du récepteur 5-HT), et dans la transmission des signaux de ce récepteur
dans I’amélioration de la survie et I’augmentation de la prolifération des lymphocytes
activés. Ces résultats suggérent que le récepteur 5-HT,, des lymphocytes joue un rdle
dans I’amplification des réponses immunes et inflammatoires, ce qui en fait une cible

thérapeutique potentielle pour moduler I’immunité.

Mots-clés:  Neuroimmunologie; sérotonine; récepteur 5-HT,,; lymphocytes;
prolifération; mort cellulaire; apoptose; survie cellulaire; transduction des

signaux; facteur de transcription NF-xB.




SUMMARY

Inflammation and immune responses are regulated not only by immune cell interactions,
antibodies, and cytokines, but also by neurotransmitters and their specific receptors
expressed on B and T lymphocytes. Serotonin (5-HT) is a neuroimmunomodulator that
is widely distributed in brain and peripheral tissues, and which is released by activated
platelets during the course of tissue inflammation. The 5-HT;4 receptor, which belongs
to G-protein-coupled receptor superfamily, is also widely distributed in brain and
immune tissues. The aim of the present study was to further characterize the B and T
lymphocyte 5-HTja receptor by evaluating its expression, functions, and signal
transduction pathways using mouse splenocytes as a model system. Four specific
objectives are outlined: (i) To study and compare 5-HT;4 receptor expression in resting
and mitogen-activated B and T lymphocytes; (ii) To evaluate the role of the transcription
factor NF-kB in regulation of 5-HT;4 receptor expression during lymphocyte activation;
(iii) To study the role of the 5-HT14 receptor in regulation of lymphocyte proliferation
and survival; and (iv) To evaluate the role of NF-kB in the signaling mechanisms of
lymphocyte 5-HT;4 receptor. Results showed that resting B and T lymphocytes express
low levels of 5-HT;4 receptor mRNA, which is markedely increased after mitogenic
stimulation. Purified B and T cells behave similarly in their basal and mitogen-induced
5-HTi;4» mRNA expression. Mitogens did not alter 5-HT;o mRNA stability, but
induction of 5-HT;o mRNA was blocked by the transcription inhibitor actinomycin D,
and by inhibition of NF-kB signaling. Additionally, mitogenic stimulation of
transcription was paralleled by increased cell surface 5-HT4 receptor immunoreactivity
in splenocytes. Selective agonists of the 5-HT;a receptor increased mitogen-induced B
and T lymphocyte proliferation, cell survival, and nuclear translocation of the p50 and
p65 subunits of NF-kB. Together, these findings demonstrate that the lymphocyte 5-
HT;4 receptor is involved in a positive regulatory loop of cell activation that critically
utilizes NF-kB signaling pathways first to increase cell surface expression of the
receptor on activated lymphocytes, and then to augment lymphocyte proliferation and
survival through interaction of 5-HT with the 5-HTja receptor. Thus, increased

expression of the 5-HT;4 receptor in activated B and T lymphocytes may enhance the
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immune response and provide therapeutic target for tissue inflammation and immune

stimulation.

Keywords:  Neuroimmunology;  serotonin; 5-HT,, receptor;  lymphocytes;
proliferation; cell death; apoptosis; cell survival; signal transduction; NF-

KB transcription factor.
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CHAPITRE 1.
INTRODUCTION GENERALE

1. Interactions neuro-endocrino-immunitaires

La fonction du systéme immunitaire est de distinguer le soi du non soi, c¢’est-a-
dire de lutter contre les agents exogeénes et les tumeurs tout en restant tolérant vis-a-vis
des molécules et composantes de 1’organisme. Cette fonction est assurée par les
lymphocytes B et T, les phagocytes et autres cellules accessoires, et par des molécules
sécrétées (anticorps, facteurs du complément, cytokines et enzymes (i.e. perforines)).

La caractéristique principale de I’immunité réside dans I’activation des
lymphocytes qui produisent des molécules effectrices trés différentes selon qu’il s’agit
de D’activation des lymphocytes B aboutissant a la synthése d’anticorps médiateurs de
I’immunité humorale, ou des lymphocytes T cytotoxiques médiateurs de I’'immunité
cellulaire. La mise en ceuvre de ces réponses immunitaires nécessite la coopération des

lymphocytes T auxiliaires via des molécules sécrétées, entre autres, les cytokines.

1.1. Régulation intrinséque de la réponse immunitaire

Le régulation du fonctionnement du systéme immunitaire est basée sur la
coopération directe entre les cellules immunitaires ou via des facteurs de sécrétion
(cytokines et anticorps). Deux catégories de cytokines produites par deux clones de
lymphocytes T auxiliaires assurent la régulation des deux types de réponses
immunitaires (Vassalli, 1992; Baron, 1991; Fiorentino et coll., 1989). Les lymphocytes
Tyl produisent I’'IL-2, 'IFN-y et le TNF-B, et sont impliqués dans I’initiation de la
réponse a médiation cellulaire. Les lymphocytes Ty2 sécretent I'IL-4, PIL-5, I'IL-10 et
’IL-13, et sont impliqués dans I’amorce de la réponse humorale. La non spécificité de
’action des cytokines par opposition a la spécificité des réponses immunitaires humorale
et cellulaire est conciliée par la régulation de ’expression des récepteurs spécifiques a
ces cytokines & des moments précis de la réponse immunitaire. En effet, le récepteur
pour une cytokine n’est exprimé qu’a la suite de I’interaction cellule-antigéne. Dans ce

cas, la non-spécificité de I’action des cytokines est limitée aux lymphocytes activés par



’antigéne. Une autre fagon de limiter la non-spécificité de I’action des cytokines est le
fait que la réaction immunitaire nécessite des interactions cellulaires directes ce qui
limite le champ d’action des cytokines. De plus, la demi-vie relativement courte des
cytokines fait en sorte que leur action est limitée dans le temps. D’autre part, les
anticorps régulent la réponse humorale; les IgM [’amplifient alors que les IgG la
répriment (Cozenza et coll., 1976). Ceci est important vu que les IgM sont sécrétées au
début de la réponse humorale, alors que les IgG ne s’expriment que plus tardivement.

De leur coté, les macrophages, en apprétant ’antigéne, stimulent la réponse
immunitaire. Mais, en plus de présenter I’antigéne aux lymphocytes, ils libérent
différentes cytokines qui amplifient ’activité des lymphocytes (Arai et coll., 1990). Les
prostaglandines produites en particulier par les phagocytes, suite & un stimulus
inflammatoire, répriment la réponse humorale et inhibent la libération d’IL-1 et IL-2
(Ignatowski et Spengler, 1995; Kunkel et coll., 1988; Goodwin et Ceuppens, 1983;
Davies et coll., 1979). D’autres molécules inflammatoires (leukotriénes, histamine, acide
15-hydroxyeicosatetranoique; 15-HETE) ont une activité immunorégulatrice négative.

Les mécanismes de contréle dépendant des cytokines agissent également par voie
indirecte via des boucles de rétrocontrdle impliquant I’axe neuro-endocrinien. C’est le
cas de I'IL-1 qui régule I’activité de I’axe hypothalamus-hypophyse-surrénale. Elle agit
sur les cellules pituitaires, la surrénale ou I’hypothalamus (Bernton et coll., 1987). Les
hormones sécrétées agissent par un mécanisme de rétrocontrdle sur les cellules
immunitaires en se liant a des récepteurs spécifiques.

La nutrition joue un rdle essentiel dans les fonctions immunologiques (Gershwin
et coll.,, 1985; Cerra, 1991). Une déficience cuprique est accompagnée salmonellose
léthale, de diarrhées sévéres, de broncho-pneumonies et d’infections bactériennes
(Prohaska et Lukasewycz, 1981). De plus, une déficience en zinc induit une diminution
du chimiotactisme des neutrophiles et des monocytes (Reinhold et Ansorge, 1999).

11 s’avére donc que le fonctionnement du systéme immunitaire est basé sur une
coopération entre les cellules immunitaires qui est tantdt directe et tantdt assurée par des
facteurs de sécrétion. En outre, d’autres systémes physiologiques et molécules
biologiques interagissent avec les composantes du syst¢tme immunitaire pour produire la

réponse immunitaire la plus appropriée en vue d’éliminer les corps envahisseurs sans



grand dommage pour les tissus et organes de I’hote. Dans la prochaine section, nous

allons décrire les interactions neuro-endocrino-immunitaires.

1.2. Liens bidirectionnels entre le systéme immunitaire et le syst¢éme neuro-endocrinien

Plusieurs évidences militent en faveur de ’existence de liens bidirectionnels
entre les systémes neuro-endocrinien et immunitaire; (1) ces deux systémes partagent
des molécules et récepteurs communs, (2) le systéme immunitaire, par le biais des
cytokines, module les fonctions neuro-endocriniennes, et (3) le systéme neuro-
endocrinien, via des neurotransmetteurs, neuropeptides et hormones, régule les fonctions
des cellules immunitaires (Khansari et coll., 1990) (Figure 1). Des études expérimentales
et cliniques démontrent que les stress psychologiques (deuil, séparation) et physiques
(exercice, chaleur) influencent profondément les réponses immunitaires. La prolifération
des lymphocytes et la production d’anticorps et de cytokines sont réduites chez des
macaques séparés de leur environnement social (Dobbs et coll., 1996; Coe, 1993).

Des études cliniques, menées chez des sujets ayant des difficultés dans leur vie
conjugale et chez des étudiants en période d’examen académique, ont démontré une
altération de leur immunocompétence (Glaser et Kiecolt-Glaser, 1994). Aussi, I’exercice
physique affecte I’axe hypothalamus-hypophyse-surrénale et par conséquent les
réponses immunitaires (Hoffman-Goetz et Pedersen, 1994). Celle-ci inclus une baisse de

’activité des cellules NK et T, et de la réponse lymphoproliférative.

1.2.1. Modulation des fonctions neuro-endocriniennes par les cytokines

Lors d’une infection, les taux d’hormones hypophysaires produits sont similaires
a ce qui est produit au cours d’un stress. Une augmentation de la production ’ACTH, de
prolactine et d’hormone de croissance (GH) est observée. Ces actions sont exercées par
les cytokines qui modulent les taux d’hormones hypothalamiques qui régulent, a leur
tour, ceux des hormones hypophysaires, ou directement par I’action des cytokines sur
I’hypophyse en modulant son activité ou sa réponse aux hormones hypothalamiques

(McCann et coll., 1994).
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Figure 1. Représentation schématique du réseau d’interaction entre le systéme
neuroendocrinien et le systéme immunitaire (lire les détails dans le texte).



1.2.1.1. Effets hypophysaires des cytokines

Différentes cytokines (IL-1, IL-2, IL-6 et thymosine o) stimulent la sécrétion
d’ACTH et de la pro-opio-mélanocortine (POMC) en agissant directement sur les
cellules hypophysaires (Denicoff et coll., 1989; Fukata et coll., 1989; Naitoh et coll.,
1988; Kehrer et coll., 1988). Au contraire, le TNF-a inhibe les sécrétions d’ACTH, LH,
prolactine et GH stimulées par leurs facteurs hypothalamiques hypophysiotropes
respectifs, 4 savoir le CRH, le LHRH, le TRH et le GHRH (Gaillard et coll., 1990).

1.2.1.2. Effets hypothalamiques des cytokines

Les cytokines (IL-1, IL-2, et IL-6) induisent une augmentation rapide des
concentrations plasmatiques d’ACTH due & la libération du CRH hypothalamique dans
la circulation porte hypophysaire (Cambronero et coll., 1992; Navarra et coll., 1990;
Sapolsky et coll., 1987). En plus, les cytokines influencent aussi la régulation
hypothalamique des axes gonadotrope, somatotrope et thyréotrope. Ainsi, I'IL-1 inhibe
la synthése et la sécrétion de LHRH, de GHRH et de TRH (Kalra et coll., 1990).

1.2.1.3. Modulation de I"activité surrénalienne par les cytokines

Les cytokines (IL-1, IL-2 et IL-6) stimulent la libération de glucocorticoides en
agissant directement sur les surrénales ou via I’activation de la CRH hypothalamique
(Tominaga et coll., 1991). La présence d’un systtme CRH/ACTH intrasurrénalien, qui
transmet D’action stimulatrice des cytokines sur la surrénale, a été aussi rapporté

(Andreis et coll., 1991).

1.2.1.4. Effets des cytokines au niveau d’autres régions du systéme nerveux central

Plusieurs cytokines (IL-1, IFN-a et y) sont capables d’activer le systeéme nerveux
sympathique (Shimizu et coll., 1994; Take et coll., 1993; Vriend et coll., 1993; Brown et
coll., 1991; Sundar et coll., 1990). L’activité des neurones sérotoninergiques est aussi
augmentée suite a la stimulation du systéme immunitaire. En effet, I'immunisation avec

le lipopolysaccharide (LPS) et les globules rouges de mouton (GRM) induit une



augmentation de la libération de sérotonine au niveau de 1’hippocampe et du cortex
frontal (Linthorst et coll., 1995; Gardier et coll., 1994). Cet effet semble s’exercer par
I’intermediaire des IL-18, 'IL-6 et GM-CSF (Besedovsky et Del Rey, 1992).

1.2.2. Modulation neurohormonale des réponses immunitaires

Les hormones, les neuropeptides et les neurotransmetteurs influencent les
processus immunitaires (Figures 1 et 2) (Weigent et Blalock, 1987; Blalock, 1984).
Selon le type d’hormones, leffet sur la réponse immunitaire sera une
immunopotentialisation ou une immunosuppression. Des structures du cerveau peuvent
moduler I’activité du systéme immunitaire par le biais de changements dans I’activité
sympathique, parasympathique et celle de 1’axe hypothalamus-hypophyse-surrénale. Par
exemple, la Iésion de Ihypothalamus, des neurones noradrénergiques et
sérotoninergiques affecte ’activité des cellules NK et la prolifération des lymphocytes
(Masek et coll., 1992; Cross et coll.,, 1980). De plus, un dysfonctionnement de la
réponses immunitaires a été décrit chez des sujets schizophréniques et parkinsoniens (De
Lisi et coll., 1983; Martilla et coll., 1984), du & un désordre dans la transmission

dopaminergique au niveau des systémes limbique et nigrostriatal.

1.2.2.1. Effets immunomodulateurs de 1’axe hypothalamus-hypophyse-surrénale

Plusieurs constatations révélent que les corticostéroides ont un pouvoir
immunosuppresseur. En effet, le rythme circadien du cortisol est inversement
proportionnel aux proportions des lymphocytes T et B, des monocytes, et des cellules
NK dans le sang, et aux taux sériques d’anticorps et de cytokines (IL-1, IL-2, IL-3, IL-6,
TNF, IFN-y, GM-CSF) (Travaglini et coll., 1992; Boumpas et coll., 1991; Berczi, 1986).

L’ACTH et la CRH ont aussi des fonctions immunorégulatrices (Gatti et coll.,
1993; Audhya et coll., 1991; Johnson et coll., 1984). La CRH a une action anti-
inflammatoire en la diminuant 1’expression des molécules d’adhésion cellulaire ICAM-

1) et le recrutement des leucocytes aux sites inflammatoires (Casadevall et coll., 1999).
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Figure 2. Représentation schématique des deux axes majeurs qui régulent ’activité du systéme
immunitaire; I’axe hypothalamus-hypophyse-surrénalien et les innervations sympathiques.



1.2.2.2. Immunomodulation par les neuropeptides et les hormones

Bien que produit principalement au niveau de I’hypothalamus, le LHRH est
également produit au niveau du thymus, la rate et les lymphocytes (Azad et coll., 1993;
Maier et coll., 1992; Azad et coll., 1991). A ces niveaux, il augmente la prolifération des
thymocytes et les réponses immunitaires cellulaire et humorale (Jacobson et coll., 1994;
Morale et coll., 1991; Marchetti et coll., 1989).

Les hormones sexuelles sont généralement immunosuppressives. L’oestradiol
diminue I’activité des cellules NK (Ferguson et McDonal, 1985). Des patientes, ayant un
degré sévere d’endométriose, ont un taux sérique d’oestradiol élevé et une activité NK
basse en comparaison avec des sujets sains (Garzetti et coll., 1993).

De leur cdté, les hormones thyréotropes (TSH) et thyroidiennes influencent la
différenciation et activité des cellules NK en augmentent leur sensibilité a I'IL-2 et a
PIFN (Provinciali et coll., 1992; Provinciali et Fabris, 1990; Stein-Streilein et coll.,
1987). Aussi, la triiodothyronine augmente la production de la thymuline en agissant
directement sur les cellules épithéliales thymiques (Savino et coll., 1984).

Avec les glucocorticoides, la prolactine joue un réle clé dans la régulation des
réponses immunitaires en cas de stress (Gala, 1991; Gala, 1990). Elle augmente la
prolifération et la survie des cellules immunitaires, et les réponses a médiation cellulaire
et humorale (Neidhart, 1997; Moreno et coll., 1994; Chikanza et Panayi, 1991). Quant a
ses effets sur les cellules NK, les données sont controversées; des concentrations
physiologiques de prolactine augmentent ’activité NK et LAK (lymphokine-activated
killer), alors que des concentrations pathologiquement élevées I’inhibent (Cesario et
coll., 1994). Ceci suggére que la prolactine est impliquée dans I’étiologie de
I’endométriose via ses effets sur les cellules NK (Radwanska et coll., 1987). De plus, les
effets de la prolactine sur les réponses immunitaires sont a 1’origine de maladies auto-
immunes et allergiques (Straub et coll., 1997; Buskila et coll., 1995; Halko et coll.,
1995; Jara et coll., 1991; Ferrari et coll., 1983).

Parmi ses fonctions pléiotropiques, I’hormone de croissance (GH) accélére le
taux de reconstitution des cellules immunitaires chez des sujets ayant une cytoréduction
hématopoiétique. C’est le cas chez de patients infectés au virus de I’immunodéficience

humaine (VIH). Aussi, la GH augmente la croissance du thymus, le poids des organes



lymphoides, la prolifération et I’activité des cellules immunitaires, et la production de
différentes cytokines (Chen et coll., 1998; Postel-Vinay et coll., 1997; Bidlingmaier et
coll., 1997; Auernhammer et coll., 1995; Murphy et coll., 1992; Timsit et coll., 1992).

1.2.2.3. Effets immunomodulateurs des neurotransmetteurs

Quatre critéres peuvent justifier qu’un neurotransmetteur est impliqué dans les
interactions neuro-immunitaires (Ader et coll., 1995): (1) la présence de terminaisons
nerveuses, contenant le neurotransmetteur, au contact des organes lymphoides, (2) la
présence du neurotransmetteur dans le microenvironnement des cellules immunitaires,
(3) la présence de récepteurs spécifiques a ce neurotransmetteur sur ces cellules cibles et

(4) la caractérisation de fonctions immunorégulatrices de ce neurotransmetteur.

1.2.2.3.1. Régulation des réponses immunitaires par les catécholamines

Les organes lymphoides sont innervés par des terminaisons nerveuses
sympathiques, parasympathiques et opioidergiques (Jankovic et coll., 1993; Maestroni et
coll., 1986). Elles y parviennent en paralléle avec les vaisseaux sanguins et se ramifient
vers le cortex et la medulla ou elles forment un semblant de synapses avec les cellules
immunitaires (Felten et Felten, 1991; Felten et Olschowka, 1987). Des études de
localisation par histochimie et immunochimie des neurotransmetteurs dans ces fibres
nerveuses stipulent que la présence de ces molécules serait due a une synthése de novo
par les fibres nerveuses et a un recaptage de ces médiateurs par ces fibres (Vizi et coll.,
1995; Felten et coll., 1991). Dans le microenvironnement des fibres noradrénergiques
innervant la rate, des concentrations aussi élevées qu’un micromolaire (I pM) de
noradrénaline sont retrouvées au contact des lymphocytes (Felten et coll., 1986).

Ceci suggere que les catécholamines (noradrénaline, adrénaline et dopamine)
sont impliquées dans la régulation de plusieurs facettes des réponses immunitaires; a
savoir la différenciation des cellules immunitaires, leur migration en périphérie, leur
prolifération et la production d’anticoprs et de cytokines (Pastores et coll., 1996;

Madden et coll., 1995; Butcher, 1990; Felten et coll., 1987; Besedovsky et coll., 1979).
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Dans notre laboratoire, nous avons montré que la noradrénaline et 1’isoprotérénol
augmentent la prolifération des lymphocytes B stimulés par le LPS (Kouassi et coll.,
1988), et celle des lymphocytes T stimulés par la PHA et la ConA (non publi€). Aussi,
les catécholamines amplifient I’activité cytotoxique des lymphocytes T et des cellules
NK (Benschop et coll., 1993; Felten et coll., 1987). Il jouent ainsi un rdle dans la

surveillance immunologique contre les tumeurs (Bovbjerg, 1991).

1.2.2.3.2. Immunorégulation par les opioides et les opiacées

~

Les opioides participent a la régulation des phases initiales des réponses
inflammatoires et immunitaires (Morch et Pedersen, 1995). La B-endorphine et la Met-
enképhaline augmentent 1’adhérence et le chimiotactisme des neutrophiles, macrophages
et lymphocytes aux sites infectieux (Shipp et coll., 1991; Heagy et coll., 1990). En
revanche, les opiacés sont immunosuppresseurs. La morphine, la méthadone et I’héroine
inhibent la prolifération des lymphocytes B, la production de cytokines, I’activité
phagocytaire des macrophages et I’activité cytolytique des cellules NK (Thomas et coll.,

1995a; Thomas et coll., 1995b; Szabo et coll., 1993).

1.2.3. Bases moléculaires des interactions neuro-endocrino-immunitaires: signaux
extracellulaires et récepteurs communs

Les mécanismes de communication entre le systtme immunitaire et le systéme
neuroendocrinien impliquent [’utilisation réciproque de molécules solubles et
’expression des récepteurs appropriés par les cellules des deux systémes. Dans le cas
des cellules immunitaires, la présence de récepteurs pour différentes hormones,
neuropeptides et neurotransmetteurs a été démontrée par plusieurs groupes (Tableau I).

D’autres part, des sites de liaison spécifiques pour différentes cytokines sont
distribués dans le systéme nerveux central (Sei et coll., 1995; Koenig, 1991; Schettini,

1990).
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Tableau I. Récepteurs pour des neuropeptides, hormones et neurotransmetteurs

exprimés par les leucocytes.

Molécules Récepteurs Types de cellules Références
* ACTH ACTH-R Lymphocytes Smith, 1987
Lymphocytes B Bost, 1987
*AetNA  B,-adrénergique Lymphocytes Bet T  Fuchs, 1988; Benschop, 1996
Thymocytes Marchetti, 1990
Cellules NK Jetschmann, 1997
Monocytes Abrass, 1985
a-adrénergique  Cellules NK Jetschmann, 1997
* CGRP CGRP-R Lymphocytes pré-B ~ McGillis, 1991
Lymphocytes T Bulloch, 1991
Thymocytes Bulloch, 1991
Monocytes Nong, 1989
Cellules dendritiques Hosoi, 1993
* CRH CRH-R Lymphocytes T Singh, 1988; Radulovic, 1999
Monocytes Singh, 1988; Radulovic, 1999
Neutrophiles Radulovic, 1999
* GH GH-R Lymphocytes Badolaro, 1994; Yang, 1999
Thymocytes De Mello-Coelho, 1998
Monocytes Yang, 1999
* LHRH LHRH-R Lymphocytes Standaert, 1992
Thymocytes Marchetti, 1989
* Opioides -, 8-, k-opioides Lymphocytes Bet T Stefano, 1992; Bidlack, 1992
6_0pi0'ides T CD4 Mlller,1996
8-, k-opioides Thymocytes Lawrence, 1995; Sedqi, 1996
Ws-, 8-, K-opioides Monocyt?s. Carr, 1991; Dobrenis, 1995
2 Polynucléaires Falke, 1985
* Prolactine PRL-R Lymphocytes Bet T ~ Gagnerault, 1993
Thymocytes Gagnerault, 1993

Quant aux signaux extracellulaires, plusieurs hormones, neuropeptides et

neurotransmetteurs sont drainés dans les organes lymphoides ou synthétisés localement
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par les cellules immunitaires (Tableau II). Ces molécules peuvent donc exercer des

actions endocrines, paracrines ou autocrines sur les leucocytes.

Tableau II. Neuropeptides, hormones et neurotransmetteurs produits ou emmagasinés
puis libérés par les cellules immunitaires.

Molécules Types de cellules Références

* ACTH Lymphocytes Crofford, 1992; Stephanou, 1990
Lymphocytes T CD4  Zurawski, 1986; Smith, 1986
Macrophages Lolait, 1984

* Noradrénaline =~ Macrophages Inoue, 1993

* Hormone de Lymphocytes Bet T Binder, 1994; Rohn, 1995; Yang, 1999

croissance Thymocytes Binder, 1994; Yang, 1999

* LHRH Lymphocytes Azad, 1991; Azad, 1993
Thymocytes Maier, 1992

* Opioides Lymphocytes Smith, 1981; Pinerai, 1991
Lymphocytes T CD4  Zurawski, 1986
Macrophages Lolait, 1984

* Prolactine Lymphocytes Montgomery, 1992
Thymocytes Montgomery, 1992

Il ressort de cette revue de la littérature que les syst¢mes neuroendocrinien et
immunitaire partagent des signaux extracellulaires et des récepteurs qui leur permettent
de s’autoréguler et de communiquer entre eux pour maintenir le bon fonctionnement de
’organisme. Plus on comprendra la nature de ces interactions, mieux on interprétera les
effets de la dérégulation de ces communications sur la susceptibilité a certaines
maladies. Par exemple, comment la perturbation des réponses endocriniennes (i.e. suite a
un stress) peut affecter le développement de maladies auto-immunes?

D’autres composantes nerveuses peuvent étre impliquées dans la régulation du
systéme immunitaire. Le systéme sérotoninergique en est un, et pour lequel peu d’études

ont été effectuées pour comprendre ses effets sur le systtme immunitaire et les
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récepteurs a la sérotonine qui seraient responsables de ces effets. Dans la prochaine
section, nous discuterons du systéme sérotoninergique et ferons une analyse des données
de la littérature rapportées sur l'implication de la sérotonine et des récepteurs

sérotoninergiques dans les interactions neuro-immunitaires.

2. Immunorégulation par la sérotonine
2.1.  Préambule

La sérotonine (5-hydroxytryptamine; 5-HT) est un neurotransmetteur du systéme
nerveux central. Elle joue un role clé dans plusieurs fonctions cognitives telles que
I’appétit, le sommeil, la douleur, I’apprentissage, la dépression et I’anxiété (Pramod,
1995; Chamey et coll., 1990; Blier et coll., 1987). Ces effets s’exercent via une pléiade
de récepteurs localisés dans différentes régions du cerveau principalement le systéme
limbique (Hoyer et Martin, 1997; Pompeiano et coll., 1992; Toérk, 1990) et dont le 5-
HT,, est le mieux caractérisé. Ce dernier est largement distribué en dehors du systéme
nerveux central, en I’occurrence au niveau des organes lymphoides (Kobilka et coll.,
1987). Dans les prochaines sections, nous allons discuter de la synthése de la sérotonine,

sa distribution, ses récepteurs et ses effets, spécifiquement dans I’immunorégulation.

2.2. Biosynthése de la sérotonine

La biosynthése de la sérotonine est un processus a deux étapes (Figure 3). Elle
inclut I’hydroxylation du tryptophane en position 5 du noyau indole pour produire la 5-
hydroxytryptophane. Cette réaction est catalysée par la tryptophane 5-hydroxylase, et
elle représente une étape limitante dans la biosynthése de la sérotonine (Ashcroft et coll.,
1965). Cette enzyme est largement distribuée dans différents tissus et organes, ce qui
témoigne du large spectre de distribution de la sérotonine (mastocytes, tumeurs
carcinoides, muqueuse intestinale, rein, cerveau, rate, foie, moelle osseuse). Cette
hydroxylation est suivie par la décarboxylation non spécifique de la 5-
hydroxytryptophane en sérotonine; réaction catalysée par la L-acide aminé aromatique

décarboxylase (Udenfriend et coll., 1953). Cependant, il faut noter que, méme si les
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Figure 3. Biosynthése de la sérotonine. La biosynthése de la sérotonine inclus une
hydroxylation initiale du tryptophane en position 5 du noyau indole pour produire la
5-hydroxytryptophane. Cette réaction est catalysée par la tryptophane 5-hydroxylase.
Elle est suivie par la décarboxylation non spécifique de la 5-hydroxytryptophane en
sérotonine; réaction catalysée par la L-acide aminé aromatique décarboxylase.
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plaquettes sont un grand réservoir de sérotonine, elles ne poss¢dent aucune de ces deux
enzymes (Udenfriend et Weissbach, 1954). Ceci stipule que toute la sérotonine

plaquettaire est emmagasinée dans ces organelles par un systeéme de transporteurs.

2.3. Métabolisme de la sérotonine

La voie principale du catabolisme de la sérotonine est la formation de I’acide 5-
hydroxyindoleacétique (Udenfriend, 1958) (Figure 4). Ce processus est composé de
deux étapes. Une déamination oxydative de la sérotonine en 5-hydroxyindoleacét-
aldéhyde et suivie par la conversion de ce dernier en acide 5-hydroxyindoleacétique. En
outre, ’aldéhyde intermédiaire peut étre réduit en 5-hydroxytryptophole. D’autres part,
la sérotonine peut étre convertie par des réactions de conjugaison impliquant son
interaction avec le 3’-phosphoadénosine-5’-phosphosulfate pour donner la sérotonine-O-
sulfate, ou avec ’acide uridine diphosphoglucuronique pour donner la sérotonine-O-
glucuronide. La sérotonine peut aussi étre transformée en mélatonine par sa conversion
en N-acétylsérotonine suivie par la conversion de cette derniére en mélatonine (Axelrod

et Weissbach, 1960) (Figure 4).

2.4. Distribution de la sérotonine

La distribution et les concentrations respectives de la sérotonine dans certains
tissus, organes et fluides sont résumées dans le Tableau III. La sérotonine est produite
dans différents emplacements dans le cerveau. En dehors du systéme nerveux, elle est
synthétisée par les cellules entérochromaffines (Newson et coll., 1979).

La sérotonine est trouvée en grandes quantités au niveau des plaquettes et des
mastocytes (uniquement chez les rongeurs). Les plaquettes sont extrémement riches en
sérotonine et presque toute la sérotonine en circulation y est contenue. Ils représentent
donc la fraction mobile de sérotonine, et les mastocytes sa portion stationnaire dans
différents tissus (Essman, 1978). Les quantités de sérotonine peuvent étre augmentées
dans plusieurs endroits suite & ’agrégation plaquettaire. En 1’occurrence, lors d’une
réaction inflammatoire, les plaquettes adhérent & 1’endothélium ou elles s’activent,

s’agrégent et amorcent la libération de la sérotonine par exocytose (Essman, 1978).
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Figure 4. Métabolisme de la sérotonine. La sérotonine subit différentes réactions

métaboliques impliquant des réactions d’oxydation (MAO) (1), de conjugaison (2, 3) et

de conversion (4).
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C’est le cas au niveau du liquide synovial chez des patients ayant 1’arthrite thumatoide
ou lostéoarthrite. Ceci est important vu que cette amine peut réguler la réaction
inflammatoire. La sérotonine est aussi libérée par les mastocytes activés par 1’antigéne,
les anticorps de classe IgE et les ionophores calciques (Matsuda et coll., 1995; Coleman
et coll., 1991; Crivellato et coll., 1991).

La sérotonine est aussi présente au niveau des organes lymphoides; a savoir le
thymus, la moelle osseuse hématopoiétique, la rate, les ganglions et le tissue lymphoide
associé a ’intestin, des sites inflammatoires et des cellules immunitaires. Au niveau de
la rate, la sérotonine est larguée par les plaquettes (Waalkes et Coburn, 1959), et est
colibérée avec la noradrénaline par les terminaisons nerveuses noradrénergiques (Felten
et coll., 1985; Cohen, 1985). La sérotonine au niveau de ces fibres noradrénergiques, est
accumulée par les terminaisons nerveuses au niveau des muscles lisses vasculaires suite
a I’agrégation plaquettaire, fort probablement par le 5-HTT. Aprés son accumulation,
elle est libérée suite a I’activation de la fibre noradrénergique (Verbeuren et coll., 1983).
Comme nous 1’avons mentionné précédemment, ces terminaisons nerveuses forment des
structures semblables aux synapses avec les lymphocytes et les macrophages (Felten et
Olschowka, 1987). Des études de microdialyse montrent qu’au niveau des régions
innervées, des concentrations de sérotonine aussi élevées que 3 uM existent aux
jonctions fibres-lymphocytes (Mdossner et Lesch, 1998). Cependant, di aux limites du
dosage de la sérotonine in vivo, ces concentrations seraient beaucoup plus €levées. Ces
données révelent que les cellules immunitaires sont exposées a des flux de sérotonine
dans les organes lymphoides ou elles proliferent et se différencient. Il est a noter que les
voies efférentes sérotoninergiques centrales n’ont pas d’influence immunomodulatrice.
En effet, ’injection intracérébrale de la 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT), qui détruit
les neurones sérotoninergiques et catécholaminergiques, n’influence pas la réponse
immunitaire humorale dépendante des lymphocytes T (Roszman et coll., 1985).

En outre, les monocytes/macrophages et les lymphocytes T renferment de la
sérotonine qu’ils libérent suite a leur activation et qui agit de fagon autocrine ou
paracrine pour réguler leurs fonctions (différenciation, prolifération, cytotoxicité,

production de cytokines) (Finocchiaro et coll., 1988).
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Tableau III. Distribution et concentration de la sérotonine chez différents mammiféres

(Tirés de Essman W.B., 1978.)

Especes Tissus Concentrations Références
* Homme  Serum 0,05-1,00 ug/ml Feldman, 1957
Plaquettes 0,01-0,40 ug/g Crawford, 1963
Cerveau
Hippocampe 0,05-0,19 ug/g Costa, 1958
Cortex 0,01-0,03 ug/g Costa, 1958
Noyau Caudé 0,20-0,70 ug/g Costa, 1958
Thalamus 0,23-2,70 ug/g Costa, 1958
Hypothalamus 0,49-1,53 ug/g Costa, 1958
Epiphyse 0,36-22,82 ug/g Giarman, 1960
Intestin 1,00-3,70 ug/g Resnick, 1961
Rate 1,84-3,05 ug/g Frankland, 1962
* Souris Serum 1,48 ug/ml Erspamer, 1954
Plaquettes 0,20-0,30 ug/10° plaquettes Erspamer, 1954
Cerveau
Hippocampe 0,90-2,90 ug/g Wimer, 1973
Cortex 2,20-2,90 ug/g Wimer, 1973
Hypothalamus 1,00-1,50 ug/g Wimer, 1973
Intestin 0,29-5,40 ug/g Weissbach, 1958
Mastocytes 0,01-1,30 ug/g Green, 1960
Rate 5,90-93,00 ug/g Sullivan, 1961
* Rat Serum 0,46-1,16 ug/ml Bertaccini, 1958
Plaquettes 0,30-1,42 ug/g Cass, 1962
Leucocytes 10,0-18,0 ug/10° plaquettes Humphrey, 1954
Cerveau
Hippocampe 2,80 ug/g Haubrich, 1973
Cortex 0,35-1,60 ug/g Haubrich, 1973
Noyau Caudé 0,66-0,99 ug/g Vogt, 1972
Thalamus 3,00 ug/g Haubrich, 1973
Hypothalamus 0,31-4,90 ug/g Haubrich, 1973
Epiphyse 23,30-79,70 ug/g Quay, 1963
Intestin 0,51-1,35 ug/g Cass, 1962
Mastocytes 0,22-5,70 ug/g Morgan, 1962
Rate 1,20-4,00 ug/g Sanyal, 1958

2.5. Récepteurs sérotoninergiques

La trés large distribution de la sérotonine dans 1’organisme (au niveau central et

en périphérie) témoigne de la capacité de cette monoamine a réguler différentes
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fonctions dans le corps. Ses effets sont exercés par une pléiade de récepteurs dont la
classification repose sur trois critéres établis par ’union internationale de pharmacologie
(IUPHAR) (Hoyer et coll., 1994). (1) Les critéres opérationnels permettent de définir les
fonctions du récepteur (€tudes fonctionnelles) et d’évaluer la sélectivité et ’affinité de
ses ligands (études de liaison). (2) Les critéres structuraux se rapportent a 1’étude des
séquences nucléotidiques et en acides aminés d’un récepteur. Dans ce sens, le clonage et
le séquengage d’un récepteur donnent 1’identité définitive de ce récepteur. Cependant, la
structure du récepteur doit corréler avec les caractéristiques opérationnelles obtenues par
des études physiologiques en utilisant les mémes ligands. C’est le cas des récepteurs 5-
HT,p, et 5-HT;p qui ont des caractéristiques opérationnelles similaires, bien que leur
homologie de séquences ne soit que de 70% (Weinshank et coll., 1992). D’autres part,
bien que le 5-HT}; ait une grande homologie de séquences avec le 5-HTips (97%), ils
représentent deux sous-types différents de récepteurs 5-HT, vu que leurs profils
pharmacologiques sont différents. Finalement, (3) les criteres transductionnels
permettent de déterminer les signaux intracellulaires impliquées dans la genese de la
réponse cellulaire suite & I’activation du récepteur. L’utilisation de cette approche a
permis d'identifier 16 récepteurs sérotoninergiques (Hoyer et Martin, 1997).

Hormis le récepteur 5-HT; qui constitue un canal ionique, les autres récepteurs
font partie de la super-famille des récepteurs couplés aux protéines G. Ceux-ci incluent
les récepteurs 5-HT;a, 5-HT1s, 5-HT1po, 5-HTipg, S-htip, S-htig, 5S-HTas, 5-HTos, 5-HTy,
5-HT.., 5-HT4,,5-htss, 5-htsg, 5-hts, 5-HT;. 11 est a noter que dans plusieurs cas, I’absence
de ligands sélectifs pour certains récepteurs a limité la détermination d’un rdle
physiologique pour eux. C’est ainsi qu’il a été convenu de désigner les récepteurs sans
réponses physiologiques connues a 1’état natif par des lettres minuscules (5-htg), c’est le

cas des récepteurs 5-htys, 5-htye, 5-htss, 5-htss, 5-hts (Hoyer et Martin, 1997).

2.5.1. Récepteurs sérotoninergiques de type 5-HT;

Les récepteurs 5-HT,; sont groupés ensemble sur la base de leur homologie de
séquences, 1’absence d’introns au niveau des génes qui codent pour eux (un seul exon),
I'utilisation des mémes voies transductionnelles (inhibition de 1’adénylate cyclase,

activation de canaux potassiques) et leurs caractéristiques pharmacologiques communes
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(agoniste commun; 5-carboxamidotryptamine (5-CT)) (Hoyer et coll., 1994). Le plus
représentatif parmi ces récepteurs est le 5-HT},. Ainsi, une attention particuliére lui sera

accordée, d’autant plus qu’il est I’objet de notre étude.

2.5.1.1. Récepteurs 5-HT';,

Il est le premier des récepteurs sérotoninergiques a avoir été cloné (Kobilka et
coll., 1987). 1l suscite beaucoup d’intérét, et il est trés exploré, notamment dii au fait que
nous avons pu disposer trés tot de ligands relativement spécifiques comme le 8-OH-
DPAT (Gozlan et coll., 1983). De plus, les agonistes 5-HT;, (buspirone) ont des

propriétés antidepressives et anxiolytiques (Hamon et coll., 1990).

2.5.1.1.1. Description du récepteur 5-HT'o

Comme tous les récepteurs couplés aux protéines G, le 5-HT;4 est un récepteur a
7 passages transmembranaires (Albert et coll., 1990; Kobilka et coll., 1987) (Figure 5).
Ces derniers présentent le plus d’homologie de séquences entre les récepteurs
sérotoninergiques (jusqu’a 60% d’homologie) et jouent un réle important dans la liaison
du ligand et le maintien de I’architecture du récepteur. Des résidus aromatiques trés
conservés au niveau des domaines transmembranaires 3 et 5 forment une “boite
aromatique’” qui emmagasine la sérotonine. Aussi, d’autres résidus des domaines
transmembranaires 1, 2 et 7, par des liaison hydrogénes, maintiennent la structure
tridimensionnelle du récepteur. Le 5-HT,, présente une extrémité aminoterminale
extracellulaire, une extrémité carboxyterminale intracytoplasmique, trois boucles extra-
cellulaires et trois boucles intracytoplasmiques, avec possibilité d’une quatriéme suite a
la palmitoylation d’un résidu cystéine au niveau de la queue carboxyterminale. Ces
boucles intra et extracellulaires présentent une grande diversité de séquences
nucléotidiques et en acides aminés entre les récepteurs sérotoninergiques. Cette propri€té
est importance dans la mesure ol les séquences de ces boucles peuvent €tre mises a
profit pour caractériser un récepteur dans un tissu donné.

Chez ’'Homme, le géne du récepteur 5-HT;, est situé sur le chromosome 5 et

code pour une protéine fonctionnelle de 421 acides aminés 5-HT, (Fargin et coll., 1988,;
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O Identique chez les trois espéces (souris, homme et rat)
O Unique a la souris (identique chez I’homme et le rat)
e i B Unique 2 la souris (différent chez I’homme et le rat)
PO - LG P A Différe uniquement du rat
Rl none ® Différe uniquement de ’homme

i 2
n, & 4 <
<2

=
.

Figure 5. Structure primaire du récepteur 5-HT,, de souris. Noter les différences d’acides
aminés avec ses homologues humains et de rats. La séquence polypeptidique, reconnue par
notre anticorps anti-5-HT,,, est soulignée (G,,; TSSAPPPKKSLNGQPGSGDCRRSAE ).

(modifié de Albert et coll., 1990)
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Kobilka et coll., 1987). Son homologue chez le rat est une protéine de 422 acides aminés
(Albert et coll., 1990), alors que chez la souris, il est formé de 421 acides aminés
(Charest et coll., 1993) (Figure 5 et Figure 6).

Physiologiquement, le récepteur 5-HT;, est associé a I’inhibition de ’activité de
l'adénylate cyclase par une protéine Gi/o (De Vivo et Maayani, 1986), a I’ouverture de
canaux potassiques et I’induction d’hyperpolarisation (Andrade et coll., 1986). De plus,
dans des systémes de transfection, il est couplé a la stimulation d’une PLC avec la
production d’IP; et I’activation d’une PKC (Fargin et coll., 1989; Albert et coll., 1996),
la fermeture de canaux calciques (Pennington et Kelley, 1990) et I’activation d’une
pompe ATPase Na*/K* (Fargin et coll., 1989). Dans la lignée cellulaire lymphoide T
Jurkat, qui exprime le récepteur 5-HT),, la liaison des agonistes induit une augmentation

intracytoplasmique d’IP; et de calcium (Aune et coll., 1993).

2.5.1.1.2. Distribution du récepteurs 5-HT 4

Les études moléculaires (Charest et coll., 1993; Albert et coll., 1990; Kobilka et
coll.,, 1987) sur la distribution du récepteur 5-HT;s au niveau du systéme nerveux
central, confirment celles obtenues par des études de liaison avec le ligand [’H]-8-OH-
DPAT ou les anticorps anti-5-HT;, (Riad et coll., 1991; El Mestikawy et coll., 1990;
Gozlan et coll., 1983). Dans le systéme nerveux central, le récepteur 5-HT, est distribué
au niveau du systéme limbique (septum, hippocampe, thalamus, amygdale et bulbe
olfactif), de I’hypothalamus, de la substantia gelatinosa de la moelle épini¢re, du
mésencéphale, du cortex, du noyau réticulaire, du raphé dorsal et du noyau
interpédonculaire. L’ implication du systéme limbique dans la modulation de I’émotion a
fortement encouragé la recherche sur ce récepteur et poussé a la découverte de ligands
qui lui sont spécifiques. En effet, une variété d’agonistes 5-HT, (ex. buspirone) comme
les inhibiteurs de recapture de sérotonine (ex. fluoxetine; Prozac) ont des propriétés
antidépressives et anxiolytiques. D’autre part, en dehors du systeme nerveux central, le
5-HT,, est exprimé au niveau des muscles lisses ou il induit une diminution de la
pression artérielle, des intestins ot il stimule le péristaltisme intestinal, des reins, des
tissus lymphoides (rate, ganglions et thymus) (Kobilka et coll., 1987) et de la prostate

(Carmena et coll., 1998). La forte localisation de I’ ARN messager 5-HT,, au niveau des
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TTTGAGATTAGACTGTTTTCAGATCCTGTCCTCCAACCTGTCCTTTCTAATTTCCCTCCAATACACAAGGATAATATGAAA
AGGTCACAGGCACCAGTGATAGGTTAATATGGTARATGAACCTGTTTCTTAAGAAGCTGAGACCCACATTCTCTACCTGAT
AATGTAGAGGGTAGAGTTTAGAAGGTGGTCGACTCAGCTTCCCATCCTTCAGAGTCTCTGAGGGTTTTCCTCGTGCCTGAT
AGCCACACTGTGAACCTGGCTCTATTTAAGAAGCTGACAGAARATAAAGGGGATCTGCGGTGGGGAAATATATCTTTCTATC
TCTTTCTTTTATTTTATTTTTTCCTTTTGTCTTTTTTCCCCCTCTAGTTTAATAGGTAAGAGGCGGGGTTTAGTATGTTAA
AACATTGATCTGACTAGCAGATCAGAGTAGATATATGAAGTGAATTCTGAGTGTGGTGTGGACTGGAATGTARAGACTCCT
GGCTACAGGGAGAGGAGGGCGGGGACCCAGAAGAAGGAGGCACTCGGGACTAGGGAAGTGTTGGATGGCGGTGGGGGTTAA
CGTGGGAGGAAGGGAGACTAGCTGTCTGAGCGACACACAGGACTAAAGARAGAGAGGTGAGAAGGARAGGGGAACTGGAAG
GAAGGCCAGTGGGAGGAAGCCGGGAGAAGGARGCTGGGAAAAGAGAAGCAGACTGGAGAAGGCAGGAGAGATGGAGAGACA
GAGACGAAGGAACTAGGAGATGAGGGTCATCGAGTGACCCGGGAGGATGGGGTTTCTGGAATCCAGAGACTTCTGAGACTA
TTAGTTACTCGGGAGAGTCCGGCCCCCACGCAGCCAGTTGGACAGCGACAAAGTGAAATGGACAGCGCGAGACAGATATTA

CAGCCATCTCTCCAGCACCCAGAGATTTGGAAGATTGCTTTCAGCCCAACTACAGTTTCCTAGCTGGAGCCTCTGAGCGCT
CAGGACCCGCGGGAGCCAAGCAAGAGAGCGCCGGTGAGTGCTCCTCTCAGATGCCTTCGCCAGAGCAAGTAAGAACTTCCC

TTGCATTTCTTTTTCCCTCCCTTCCCCCCACCCCAGCGGGAGTGCAGGCAGGC.T.)....ATGGATATGTTCAGT
CTTGGCCAGGGCAACAACACCACAACGTCCCTGGAGCCCTTCGGGACAGGCGGC
AACGATACTGGCCTCTCCAACGTGACCTTCAGCTACCAAGTGATCACCTCICTT
TTGCTGGGGACGCTCATTTTCTGCGCGGTGCTCGGCAATGCCTGCGTGGTTGCT
GCCATCGCCCTGGAGCGCTCCCTTCAGAATGTTGCCAACTATCTCATCGGCTCC
TTGGCGGTCACCGATCTCATGGTGTCAGTGCTGGTGCTGCCCATGGCTGCTCTG
TACCAGGTGCTCAACAAGTGGACTCTGGGTCAGGTCACCTGTGACCTGTTTATC
GCCCTGGATGTGCTGTGCTGCACTTCGTCCATCCTGCACCTGTGCGCCATCGCG
CTAGACAGGTACTGGGCAATCACCGACCCTATAGACTACGTGAACAAGAGGACG
CCCCGGCGCGCCGCTGCGCTGATCTCGCTCACTTGGCTCATTGGCTTTCTCATC
TCCATCCCGCCTATGCTGGGCTGGCGCGCCCCGGAAGACCGCTCGAACCCCAAC
GAGTGCACCATCAGCAAGGACCACGGGTACACCATCTACTCCACTTTCGGCGCT
TTCTATATTCCGCTGCTGCTCATGCTGGTCCTCTATGGGCGCATCTTCAGAGCC
GCGCGCTTCCGAATCCGCAAGACGGTCAAGAAGGTGGAAAAGAAGGGAGCGGGC
ACCAGCTTCGGAACATCGTCGGCCCCGCCCCCCAAGAAGAGCCTGAATGGTCAG
CCAGGTAGTGGGGACTGCAGGCGCAGTGCTGAGAACAGGGCGGTGGGGACTCCG

TGCGCTAATGGGGCGGTGAGACAGGGTGAGGACGACGCCACCCTGGAGGTGATC
GAGGTGCATCGAGTGGGCAACTCCAAAGGGGACCTTCCTCTGCCCAGCGAATCA
GGAGCTACCTCCTATGTCCCCGCCTGCTTGGAGAGAAAAAATGAGCGCACTGCT
GAGGCAAAGCGCAAGATGGCCTTGGCCCGTGAGAGGAAGACAGTGAAGACACTG
GGCATCATCATGGGCACCTTCATCCTCTGCTGGCTGCCCTITTTTCATTIGTGGCG
CTGGTCCTACCTTTCTGTGAGAGCAGTTGCCACATGCCTGAGTTGTTGGGTGCC
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ATAATTAACTGGCTAGGCTACTCCAACTCCCTGCTCAACCCAGTTATTTATGCT
TATTTCAACAAAGACTTTCAAAACGCTTTTAAGAAGATCATCAAGTGCAAGTTC

TGCCGCTGATGATGATGATGGTGGTGGTAGTGGTGGTAATAGTGGTGGTGATGGAGAAGGAAGAAGTGGAGGAAGAGT

GTAGGGCTTACAGGACCCTTCCTGTTCACTCAATATCCCCGCCCTGGAAGCAACACCTAAGAAAACTTGCTTTTCCTAGAA
CACGCAGCTTCTTAGCCCATGGCTTTCAGATCTTCTCTCTCTATCTCATTTTAAGGGGACAGTGCTTTTTGCAGAAATCTT
AGAGAACCCCTAGCATCTGTTTGTAAAATTATTGGCTCGGTCTTTGGCCCTAGGATCAGTTTTGATAGTTGCAATARCCTC
CTCTCTATTCGAAATCCCAATTCTTCACGATGGAAGTTTAAACCTCGGCGATTCAAGGAAGAAARACCCAAACAGAAAATAT
AAACTGTATGGACATCTACCATGCCCACTAGGACTGCCACCCTCTGCCCTATATCTGGAACTTTGAGGTTCAAGACTGCTC
TGTCTCTCCCTCCCTCCTTCCTCTAGAAACATCTGTTCCCTTTGGGTGTCAATGTACACTGCTGATTCTGGTCTCCATGCA
CTCACGGCTGGTCTGGGAAAGTTGGAACTACTTTGGGTTATGGTGCCCTGGAATTGTTTGCCTTGCTGAATAGCAAAAGAT
CCCTTTCCCCAATGCACAGCACCCACTTTCTGTATTTTGTTTCGTTTGTTTGTTTTAACTCAAAATCAAGTGACAAAGATGT
CTGCTGGAGTGGACTTATAAGCAAGAAGCCAGGCCCARAAGGAAGAGCCAAGAAGGCCTGCGGATGTTTTCCTGTCCTGGT
GTCAGCACTCACCAAAGAAATTGACAATCAGACTATTTGGAAGGAAGAGTTTTATTCCTGTAGTTTGTTGGCTTTTCTGTA
AGTTCTGGAAAGGCCTTGTGGACTGCAGAAGGCGCCCACTGCTGGCCAGGGAGGGCTCATTGAGGGTGCTGAGATGCCCGG
GATGGCTCACCTCACCCTCAGTTTCTTTTCTAGGAGTGAGCTATGCCAGAGCAGCTCACCTTGAGTTTGCAGCCTTCGGGG

Figure 6. Structure du géne du récepteur 5-HT;4 de la souris. Les premicres 1187 bp de
la région non codante 5° sont montrées. L amorce de la région codante (reading frame;
1263 bp) est précédée d’une fléche. Les séquences consensus kB sont soulignées en
pointillé. Structure combinée des séquences publiées dans GenBank (Parks et Shenk,
1996. Nom: MMU33820, numéro d’acces: U33820; et Charest et coll., 1993. Nom:
MMU39391, numéro d’accés: U39391). En gras double-souligné, les séquences des
amorces sens (oligo 45: 5’-GTGCTGGTGCTGCCCATGG-3’) et antisens (oligo 44:
5’-CCGATCCGATGAGGTTGAGGG-3’). Elles amplifient un produit de PCR 921
bp. En italique souligné, les séquences des amorces sens (5°1A: 5’-ACCCCAACGAGTG
CACCATCAG-3’) et antisens (3’1A: 5’-GAGGATACRGGGGCGGACG-3’). Elles
amplifient un produit de PCR 413 bp. En gras italique souligné, la séquence du substrat
5-HT,, pour la synthése du fragment de protection en RPA (riboprobe).
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tissus lymphoides supposait qu’il code pour le récepteur d’une cytokine ou d’une
protéine immunorégulatrice (Kobilka et coll., 1987). En effet, il est impliqué dans

I’'immunorégulation par la sérotonine.
2.5.1.2. Récepteurs 5-HTp/5-HTp

Les récepteurs 5-HT;; des rongeurs et 5-HT;p humain représentent le méme sous-
type de récepteur 5-HT, (Waeber et coll., 1988; Hoyer et coll., 1986). Le 5-HT3 est un
récepteur a 386 acides aminés (Maroteaux et coll., 1992; Voigt et coll., 1991). Quant au
5-HT,p, deux clones ont été identifiés; le 5-HTp, et le 5-HT,ps formé respectivement de
377 et 390 acides aminés (Weinshank et coll., 1992). Ces récepteurs sont exprimés au
niveau des régions nigro-striatales, des ganglions basaux, du raphé, du cervelet, du
septum, de I’hippocampe et du noyau accumbien (Maroteaux et coll., 1992; Voigt et
coll., 1991; Bruinsvels et coll., 1991). Ils participent au contrdle de 1’activité locomotrice
et ’érection du pénis. Aussi, leur localisation présynaptique ou ils inhibent la libération
de la sérotonine, permet de stipuler que des antagonistes peuvent augmenter la libération
de cette derniére et par conséquent avoir des activités anxiolytiques et antidépressives.

Les récepteurs 5-HT;s/5-HT;, sont également exprimés au niveau des cellules

endothéliales ot ils controlent la relaxation des artéres (Schoeffter et Hoyer, 1990).
2.5.1.3. Récepteurs 5-ht;; et 5-htyr

Le récepteur 5-ht; est composé de 365 acides aminés (McAllister et coll., 1992).
Quant au 5-hty, il est formé de 366 acides aminés chez I’'Homme et le rat et de 367
acides aminés chez la souris (Adham et coll., 1993). Ils sont couplés négativement a une
adénylate cyclase, a D’activation d’une PLC et une mobilisation de calcium

intracellulaire. Cependant, aucune signification physiologique ne leur a été décrite.
2.5.2. Récepteurs sérotoninergiques de type 5-HT,

Les récepteurs de type 5-HT, ont une grande homologie de séquence, présentent
le méme schéma introns-exons dans la structure de leurs genes, activent les mémes

signaux intracellulaire (stimulation d’une PLC) et ont un profil opérationnel similaire
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(agoniste commun; DOI) (Hoyer et coll., 1994). Dans ce groupe, on trouve trois sous-

types de récepteurs. Le 5-HT,4, le 5-HT 5 (ancien 5-HT;) et le 5-HT,c (ancien 5-HT¢).
2.5.2.1. Récepteurs 5-HT,,

Ce récepteur est formé de 471 acides aminés. Sa caractérisation et 1’étude de sa
distribution ont été facilitées par la disponibilité d’antagonistes sélectifs (kétansérine et
pirenpirone). Dans le cerveau, le 5-HT,, est abondant au niveau du cortex et du systeéme
limbique (Pazos et coll., 1985). Il est impliqué dans la régulation de I’humeur
(psychoses, anxiété, troubles du sommeil) (Bradley et coll., 1986). En périphérie, le 5-
HT,4 est exprimé au niveau des muscles lisses vasculaires et bronchiaux, de I'utérus, de
la vessie et de I’iléon (Bradley et coll., 1986). Il est aussi exprimé sur les plaquettes ou il
contrdle leur agrégation, et sur les cellules immunitaires ou il régule différentes réponses

telles que décrites plus loin (Ameisen et coll., 1989; Roszman et coll., 1994).
2.5.2.2. Récepteur 5-HT 5

Le 5-HT,; est formé de 479 et 504 acides aminés respectivement chez ’Homme
et le rat (Kunsar et coll., 1992; Loric et coll., 1992). Aucune localisation cérébrale ne lui
a été décrite. Il est exprimé au niveau du fundus ou il contrdle la contraction du muscle

lisse fundique, et au niveau des poumons, du cceur, des reins et de I’intestin.
2.5.2.3. Récepteur 5-HT ¢

Les récepteurs 5-HT,c du rat et de ’Homme sont composés respectivement de
460 et 458 acides aminés (Hoffman et Mezey, 1989; Julius et coll., 1988). Le 5-HTc est
exprimé au niveau du plexus choroide, du systéme limbique, du globus pallidus et de la
substance noire (Pazos et coll., 1987; Yagoloff et Hartig, 1985) ot il est impliqué dans le

controle de 1’appétit, de ’humeur et de I’érection du pénis (Hoyer et coll., 1994).
2.5.3. Canal cationique 5-HT;

A I’opposé des autres récepteurs sérotoninergiques, le 5-HT; appartient aux

récepteurs/canaux ioniques (Maricq et coll., 1991). C’est un canal pentamérique (Boess
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et coll., 1995). Une sous-unité de 487 acides aminés et qui contient le site de liaison de
la sérotonine a été clonée. C’est une protéine a quatre passages transmembranaires qui
forme un canal cationique fonctionnel. L’activation du 5-HT; induit une dépolarisation
rapide. En effet, I’ouverture du canal permet le passage d’ions Na* et K* (Peters et coll.,
1991). 1 résulte de cette dépolarisation un influx rapide de calcium extracellulaire et, par
conséquent, la régulation des différentes fonctions qui lui sont attribuées.

Les fortes densités de ce récepteur se trouvent au niveau du systéme limbique,
impliqué dans la régulation de ’humeur, de la mémoire, et de I’appétit, et du nucleus
tractus solitarius, impliqué dans le contrdle du réflexe de vomissement (Kilpatrick et
coll., 1987). En effet, les antagonistes du récepteur 5-HT; ont des propriétés anti-
émétiques (Bunce et coll., 1991) et sont utilisés dans le traitement de certains troubles
psychiatriques & savoir 1’anxiété et les psychoses (Costall et coll., 1990). En périphérie,
le 5-HT; est exprimé au niveau de I’iléon, du nerf vague, du systéme cardio-vasculaire et
des lymphocytes B et T (Khan et Poisson, 1999; Kilpatrick et coll., 1991; Saxena et
Villalon, 1991; Kilpatrick et coll., 1989; Choquet et Korn, 1988).

2.5.4. Récepteurs sérotoninergiques 5-HT,

Le récepteur 5-HT, est représenté par deux variants résultant d’un épissage
alternatif; le 5-HT,, et le 5-HT,, formé respectivement de 387 et 407 acides aminés
(Gerald et coll., 1994). 1l est couplé positivement a une adénylate cyclase, via une
protéine G,, a la fermeture d’un canal potassique et a I’augmentation des courants
calciques (Fagni et coll, 1992; Quadid et coll., 1992). Il est exprimé au niveau du cortex
et du systéme limbique d’ou son implication dans les désordres affectifs, la perception
visuelle, la mémoire et I’apprentissage (Dumuis et coll., 1988). En périphérie, il est
exprimé au niveau du muscle lisse de la paroi intestinale, de I’iléon, de I’cesophage, du
colon, de la vessie, de la surrénale, du nerf vague, des veines pulmonaires et du ceeur,
(Quadid et coll., 1992; Lefebvre et coll., 1992; Ford et coll., 1992; Craig et Clarke,
1991; Bieger et Triggle, 1985). Au niveau du cceur, I’augmentation de la conductance

calcique explique les effets inotropes positifs des agonistes 5-HT,.
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2.5.5. Récepteurs 5-hts

On connait trés peu sur la pharmacologie et la signification physiologique du
récepteur 5-hts. Deux récepteurs recombinants ont été clonés (Plassat et coll., 1992); le
5-htso composé de 357 acides aminés et le 5-htsz composé de 370 et 371 acides aminés
respectivement chez la souris et le rat. Ils seraient couplés négativement a une adénylate
cyclase et sont exprimés au niveau du cortex, de I’hippocampe, de [’habénula, du bulbe

olfactif, du cervelet, et des astrocytes (Carson et coll., 1996; Plassat et coll., 1992).

2.5.6. Récepteurs 5-ht,

C’est un récepteur formé respectivement de 438 et 440 acides aminés chez le rat
et ’'Homme. La région codante de son géne présente au moins deux introns (Monsma et
coll., 1993; Ruat et coll., 1993a). 1l est couplé positivement a une adénylate cyclase via

une protéine G, et présente une distribution peu dense et trés limitée au cerveau.

2.5.7. Récepteur 5-HT;

Le géne du récepteur 5-HT; contient deux introns et code pour une protéine de
448 acides aminés chez le rat et la souris et 445 acides aminés chez ’Homme (Ruat et
coll., 1993b). Le 5-HT; est couplé positivement a une adénylate cyclase. Il est localisé au
niveau du systéme limbique, du cortex et de I’hypothalamus ou il est impliqué dans la
régulation du rythme circadien, propriété qu’il partage avec le 5-HT;, (Lovenberg et
coll., 1993). Ainsi, le profil 5-HT,, non classique décrit dans I’hippocampe (activation
de ’adénylate cyclase) (Shenker et coll., 1987) serait un effet “fantdme’” 5-HT,. En
périphérie, le 5-HT; est exprimé au niveau des lymphocytes B, de I’iléon, et des muscles

lisses vasculaires ou il a des effets vasodilatateurs (Mdssner et Lesch, 1998).

2.6. Effets de la sérotonine

La sérotonine est produite et/ou libérée aprés emmagasinage dans plusieurs sites
de lorganisme. Son élimination rapide du plasma, suite & ’emmagasinage par les

plaquettes et sa dégradation au niveau du foie et des poumons, stipule qu’elle agit
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localement au site de libération, par un effet autocrine ou paracrine. Au niveau
vasculaire, la sérotonine cause une vasoconstriction des veines et veinules avec
réduction du flux sanguin tissulaire. Cependant, un effet vasodilatateur peut aussi étre
observé surtout au niveau des petites artéres (Vanhoutte, 1982). De plus, elle a un rdle
trophique et mitogénique en stimulant la prolifération des cellules endothéliales. Au
niveau des poumons, la sérotonine induit une vasoconstriction et une
bronchoconstriction (Comroe et coll., 1953). Dans le tractus gastro-intestinal, elle
stimule la motilité intestinale et gastrique, et inhibe les sécrétions d’acide gastrique. Elle
exerce aussi un effet trophique sur les muqueuses gastro-intestinales (Essman, 1978).

Au niveau du systéme nerveux central, la sérotonine est impliquée dans le
contrdle de fonctions rythmiques ou épisodiques, tels que le sommeil et ’appétit, du a sa
production suivant un rythme circadien. Elle est aussi impliquée dans la régulation de la
vigilance et dans la thermorégulation. En outre, elle est impliquée dans la régulation de
’humeur a cause de ses pouvoirs antidepressifs et anxiolytiques (Hoyer et coll., 1994).

Dans la prochaine section, nous traiterons des effets de la sérotonine sur les
réponses immunitaires. Nous avons vu que les organes lymphoides sont innervés par des
fibres noradrénergiques qui co-libérent la sérotonine et la noradrénaline (Felten et
Olschowka, 1987). De plus, les cellules immunitaires expriment certains récepteurs

sérotoninergiques.

2.6.1. Effets immunomodulateurs de la sérotonine

La présence de la sérotonine au niveau des sites inflammatoires et des organes
lymphoides stipule qu’elle régule différentes facettes des fonctions immunitaires
(différenciation, prolifération, migration et activités des cellules immunitaires). La
sérotonine est libérée trés tot lors des réactions immunitaires et inflammatoires, ce qui

lui confére le pouvoir d’orchestrer le développement des celles-ci (Figure 7).

2.6.1.1. Réle de la sérotonine dans I’'immunité naturelle

La sérotonine augmente 1’activité lytique des cellules NK, leur production d’ JFN-

v, leur prolifération et I’expression du marqueur CD16/56 impliqué dans leur activité
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Figure 7. La sérotonine au niveau des organes lymphoides et des sites inflammatoires
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cytotoxique (Hellstrand et Hermodsson, 1993; Hellstrand et coll., 1993; Clancy et coll.,
1991; Hellstrand et Hermodsson, 1990a; Hellstrand et Hermodsson, 1990b). Ces effets
sont exercés indirectement par I’intermédiaire d’une fonction accessoire des monocytes
impliquant le récepteur 5-HT;, sur ces cellules vu qu’ils sont reproduits par ’agoniste
sélectif 5-HT,,, 8-OH-DPAT (Hellstrand et Hermodsson, 1993; Hellstrand et
Hermodsson, 1990a; Hellstrand et Hermodsson, 1987). Récemment, il a été rapporté que
les monocytes expriment le récepteur 5-HT), a leur surface (Frank et coll., 2001). Ce
groupe a caractérisé le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) comme étant facteur impliqué dans
les interactions entre les cellules NK et les monocytes. En effet, la catalase, qui dégrade
le H,0, reproduit les effets de la sérotonine sur les fonctions des cellules NK et en plus,
bloque I’effet inhibiteur exercé par les monocytes sur ces cellules.

Au niveau des sites inflammatoires, la sérotonine augmente [Dactivité
phagocytaire des macrophages (Sternberg et coll., 1987). Cet effet s’exerce via le 5-HT,
vu qu’il est inhibé par la spipérone et la kétansérine. En effet, le 5-HT, a été caractérisé
au niveau des monocytes/macrophages (Roszman, 1984).

D’autre part, la sérotonine inhibe la production de TNF-a par les monocytes et
’expression du CMH de classe Ia sur les macrophages. Ces effets sont renversés par les
antagonistes 5-HT; et 5-HT, indiquant ’implication de ces récepteurs dans les effets
immunomodulateurs de la sérotonine sur la fonction des macrophages (Arzt et coll.,

1991; Sternberg et coll., 1986).

2.6.1.2. Role de la sérotonine dans I’immunité spécifique
2.6.1.2.1. La sérotonine dans la réaction d’hypersensibilité de type retardé

La sérotonine est un médiateur important des réactions anaphylactiques (Gershon
et Ross, 1961; Fink, 1956). En effet, la réserpine qui induit une déplétion des mono-
amines, bloque ces réactions, alors que les inhibiteurs de la monoamine oxydase les
reproduisent. L’implication de la noradrénaline et de I’histamine est écartée car la 6-
hydroxydopamine (détruit les terminaisons noradrénergiques) et le burimamide
(antagoniste histaminergique H,) restent sans effet sur ces réactions (Gershon et coll.,

1975). Dés lors, il a été suggéré que la sérotonine joue un role important dans I’initiation
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et la production de la réaction d’hypersensibilité de type retardé (DTH). En agissant sur
les cellules endothéliales des veinules post-capillaires, elle permet I’extravasation des
monocytes et des lymphocytes du sang vers les foyers inflammatoires (Ameisen et coll.,
1989). Les polymorphonucléaires basophiles, les plaquettes et les mastocytes sont les
sources de sérotonine au niveau de ces sites inflammatoires.

La sérotonine est parmi les premiers médiateurs a étre libérés au niveau des sites
inflammatoires ou elle induit la production de différents facteurs chimiotactiques (IL-16,
lymphocyte chemoattractant factor, monocyte chemoattractant protein-1; MCP-1, et
endothelial cell-derived lymphocyte chemoattractant activity) par les cellules
endothéliales, les cellules mésangiales et les lymphocytes T CD8. Ainsi, elle stimule
Iattraction des lymphocytes T CD4, T CD8, des monocytes et des granulocytes vers le
foyer infectieux (Laberge et coll., 1996; Goppelt-Struebe et Stroebel, 1995; Katz et coll.,
1994; Farber et Beer, 1991; Paegelow et coll., 1985; Foon et coll., 1976). Suite a leur
recrutement au niveau des sites inflammatoires, les lymphocytes T CD4 effecteurs de la
DTH sont activés, via leurs récepteurs 5-HT, et 5-HT,, a produire des cytokines pro-
inflammatoires IL-2 et IFN-y (Hinze-Selch et coll., 2000; Aune et coll., 1994; Askenase
et coll., 1991; Ptak et coll., 1991; Ameisen et coll., 1989). Ces constatations peuvent
avoir des applications thérapeutiques trés importantes. I est rapporté que le blocage des
récepteurs 5-HT, prévient le développement des réactions allergiques, telles que
’encéphalomyélite auto-immune expérimentale (Waxman et coll., 1984). De plus, la
zimeldine; un inhibiteur sélectif du recapture de la sérotonine, induit un effet secondaire
chez certains patients; en Doccurrence, le syndrome de Guillain-Barre

(polyradiculoneurite démyélinisante aigu€) (Mossner et Lesch, 1998).

2.6.1.2.2. Effets de la sérotonine sur les lymphocytes T

La parachlorophénylalanine (PCPA; inhibiteur de la tryptophane 5-hydroxylase),
réduit les niveaux de sérotonine produite dans I’organisme. Ce traitement entraine inhibe
la capacité des macrophages a activer les lymphocytes T. Bien la PCPA n’affecte pas les
proportions des lymphocytes T CD4 et CDS8, elle induit une baisse de I’expression de la
chaine o du récepteur & I’'IL-2 (IL-2Ra) au niveau des lymphocytes T CD4, ce qui
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perturbe 1’activation de ces derniers (Young et Matthews, 1995). Aussi, la prolifération
des lymphocytes T de souris traitées au PCPA est réduite comparativement a celle des
lymphocytes T issus de souris contrdles (Young et coll., 1993).

Ces résultats sont en accord avec ceux décrivant une augmentation de la réponse
lymphoblastique des lymphocytes T de souris traitées au fenfluramine, qui stimule la
libération de sérotonine, ou suite a ’addition de 5-hydroxytryptophane, un précurseur de
la sérotonine (Kut et coll., 1992; Clancy et coll., 1991). Aussi, le traitement de
lymphocytes T de souris traitées au PCPA avec la sérotonine ou leur incubation avec des
macrophages de souris non traitées au PCPA augmentent ou rétablissent complétement
leur activation (Young et Matthews, 1995). La sérotonine augmente aussi la prolifération
des lymphocytes T stimulés par I'IL-2 et la PHA, ainsi que la production de I’'IL-2 et
d’IFN-y en réponse a la ConA. Ces effets impliquent des récepteurs 5-HT, et 5-HT,
(Aune et coll., 1994; Aune et coll., 1993; Young et coll, 1993).

La sérotonine serait aussi impliquée dans la surveillance antitumorale par les
lymphocytes T cytotoxiques et les macrophages. Elle induit 1’infiltration tumorale par
ces cellules (Los et coll., 1988). En effet, son injection au niveau d’une masse tumorale

augmente le nombre de macrophages et de lymphocytes T.

2.6.1.2.3. Effets de la sérotonine sur les lymphocytes B

Une revue de la littérature sur les effets de la sérotonine sur les lymphocytes B
montre un déficit dans les données concernant cet aspect de I’immunorégulation
sérotoninergique. Et méme le peu de résultats publiés montre des effets contradictoires.
Chez la souris, on rapporte une inhibition de la production d’IgM et IgG anti-GRM par
la sérotonine ou son précurseur 5-hydroxytryptophane, et que le PCPA augmente la
production de ces anticorps (Jackson et coll., 1985). Par contre, chez le poulet, on
observe une augmentation de la production des IgM anti-GRM (Gray et coll., 1991).

D’autre part, la réponse humorale secondaire anti-oxazolone n’est pas affectée
par I’antagoniste 5-HT,, Pindobind-5-HT;, du a I’absence d’effet sur la production d’IL-
4 (Aune et coll., 1994). En revanche, le d-fenfluramine induit une augmentation de la
réponse proliférative des lymphocytes B au LPS (Clancy et coll., 1991). Dans notre

laboratoire, nous avons montré que la sérotonine, via le récepteur 5-HT;,, augmente la
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prolifération des lymphocytes B activés par le LPS (Iken et coll., 1995). L’utilisation du
radioligand [*H]8-OH-DAPT a montré la présence de sites 5-HT', sur ces cellules (Iken
et coll., 1995). Ces résultats sont confirmés par d’autres travaux (Liu et Wolfe, 1996).

La sérotonine est aussi capable de réguler I’activité des canaux potassiques au
niveau des lymphocytes B par ’activation de récepteurs 5-HT,; et 5-HT; (Choquet et
Korn, 1988). Le role que joue les canaux potassiques dans la physiologie des
lymphocytes B (mitogénése) stipule que la sérotonine agit sur les cellules immunitaires,
en partie, par la régulation de la perméabilité ionique.

D’un point de vue moléculaire, I’activation des lymphocytes B et T aboutit a
I’induction de différentes voies de signalisation et la stimulation de différents facteurs de
transcription (c-Fos, c-Jun, NF-AT, NF-IL-6, NF-xB). Ces demniers régulent
’expression de génes codant pour différentes molécules effectrices et régulatrices. Dans
la prochaine section, nous allons décrire spécifiquement le facteur de transcription NF-

kB, et son role dans le développement des réponses immunitaires et inflammatoires.

3. Le facteur de transcription NF-xB

3.1. Description du facteur de transcription NF-xB

L’interaction des lymphocytes avec leurs antigénes active différents facteurs de
transcription, dont le NF-xB, qui sont impliqués dans la transcription de génes pour
différentes cytokines et molécules inflammatoires.

Le NF-kB désigne une collection de diméres composés des membres de la
famille des protéines Rel. On distingue les protéines cRel, RelA (ou p65), RelB, p105
(précurseur de p50), p100 (précurseur de p52) (Karin, 1999). Toutes ces protéines
contiennent un domaine de liaison a3 I’ADN, un domaine de liaison de la sous-unité
inhibitrice IkB et un domaine de dimérisation trés conservés, I’ensemble formant un
domaine d’homologie Rel (RHD: Rel homology domain). En plus, elles contiennent un
signal de localisation nucléaire (Siebenlist et coll., 1994). Les homodimeres et
hétérodimeres de protéines NF-kB se lient a des séquences consensus décamériques,

dites sites kB, trés conservées au niveau d’*enhancers”” et de promoteurs de différents
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genes (Chen et Gosh, 1999; Siebenlist et coll., 1994). Parmi ces dimeres, le plus souvent
exprimé est la forme inductible d’hétérodimére p50/p65, communement appelée NF-xB.
Cet hétérodimere est composé de la forme active de la protéine p105 (p50) et de la
protéine RelA (Gilmore, 1999). Dans la suite du texte, ’appellation NF-xB désignera
I’hétérodimeére p50/p65.

La régulation du NF-kB est maintenant connue avec beaucoup de détails (Karin,
1999). Au niveau des cellules non activées, hormis les lymphocytes B, certains
neurones, les thymocytes humains, les cellules de Sertolli, les cellules photo-réceptrices
et plusieurs cellules tumorales (Rayet et Gélinas, 1999), les diméres de NF-xB sont
séquestrés au niveau du cytoplasme sous la forme d’un complexe inactif et latent via
interaction avec des protéines inhibitrices IkB. Celle-ci comprennent IkBo, IkBf,
IkBe, IxBy, p105, p100 et Bcl-3 (Beg et Baldwin, 1993; Karin, 1999) dont les deux
premiéres sont les plus étudiées. Ces protéines inhibitrices contiennent cinq a huit
domaines “ankyrin repeats”, de trente-trois (33) acides aminés chacun, qui leur
permettent de se lier au RHD et au signal de localisation nucléaire du NF-xB. Cette
interaction masque ces deux domaines et inhibe la translocation nucléaire des dimeres
NF-xB et leur liaison & ’ADN. Les protéines inhibitrices IkBa et IkBf contiennent
aussi au niveau de leurs extrémités N-terminales un domaine régulateur impliqué dans
leur phosphorylation et leur dégradation. Certaines protéines IkB, telles que IkBa, dont
’expression est aussi régulée par le facteur de transcription NF-kB, contiennent aussi
une séquence d’exportation du noyau (NES: Nuclear Export Sequence) (Wen et al.,
1995). Ainsi, nouvellement synthétisées, elles passent dans le noyau, détachent le dimere
NF-xB de I’ADN et le transportent vers le cytoplasme mettant fin a4 son activité
(Arenzana-Seisdedos et coll., 1997).

L’activation des cellules par des cytokines pro-inflammatoires, des esters de
phorbol, des mitogénes (LPS, ConA, PHA), suite a des infections virales ou
bactériennes, l’exposition a des agents oxydants ou des radiations induit la
phosphorylation rapide de IxkBa (Barnes et Karin, 1997). La phosphorylation a lieu
spécifiquement au niveau de deux résidus sérines (S32 et S36) du domaine régulateur

(Li et Karin, 1999). L’activation cellulaire induit aussi la phosphorylation de IxkBf au
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niveau des sérines (S19 et S23) et de IkBe au niveau des sérines (S157 et S161) du
domaine régulateur (Li et Karin, 1999). . Une fois phosphorylées, les protéines IkB
seront les cibles du systéme d’ubiquitine (Figure 8). La poly-ubiquitination a lieu sur des
résidus lysines (K21 et K22) localisés au niveau du domaine régulateur (Didonato et
coll., 1996). Cette derniére va ensuite catalyser la dégradation de IkB par le protéasome
26S (Chen et coll., 1995). La protéolyse de IkB induit la libération du signal de
localisation nucléaire et le site de liaison & ’ADN du NF-xB qui va transloquer dans le
noyau et activer la transcription des génes contenant des séquences consensus kB au
niveau de leurs régions promotrices et ~~enhancers””.

Dans ce cheminement, la seule étape qui est régulée est la phosphorylation de
IkB, étant donné que I’ubiquitination et la dégradation dépendantes du protéasome sont
des processus constitutivement actifs dans les cellules (Yaron et coll., 1997).

Tous les activateurs qui stimulent le NF-xB agissent en induisant la
phosphorylation et la dégradation des IkB. Il semblerait donc que pratiquement tous les
activateurs du NF-xB utilisent la méme kinase. Il s’agit au fait d’'un complexe de
protéines kinases ou IkB-kinases (IKK) spécifiques de résidus sérines.

Trois sous-unités étroitement liées du complexe IKK ont été caractérisées. Il
s’agit de deux protéines kinases; IKKa ou IKK1 et IKKP ou IKK2 qui sont toutes les
deux nécessaires pour la formation du complexe catalytique IKK fonctionnel (Zandi et
coll.,, 1997). Elles participent toutes les deux a la phosphorylation des IxB et a
I’activation des diméres NF-kB. La troisiéme sous-unité a une activité régulatrice; c’est
la sous-unité IKKy dite aussi NEMO ou IKKAP1 (Rothwarf et coll., 1998). IKKa et
IKK forment des homodiméres ou des hétérodimeres puis interagissent avec IKKy qui
permet la formation d’un dimére de diméres et le recrutement des kinases responsables
de la phosphorylation de IKKa et IKKf (Karin, 1999). L’activation des kinases IKKa. et
IKKP fait suite a leur phosphorylation, qui a lieu exclusivement sur deux résidus sérines
(S176 et S180 pour IKKa, et S177 et S181 pour IKKB), et celle d’IKKy sur des résidus

sérines et thréonines (Delhase et coll., 1999).

Les étapes précoces dans les voies de signalisation menant a ’activation des IKK et du

NF-kB dépendent strictement de 1’agent activateur de la cellule. Les activateurs du
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Figure 8. Schéma général d’activation du facteur de transcription NF-xB (p50/p65). L’exposition

d’une cellule 3 un stimulus induit ’activation de protéines kinases (IKK) qui phosphorylent la sous-

unité inhibitrice IxkB-o (ou IxB-B). Cette derniére sera ubiquitinée et dégradée via le protéasome. Le
NF-«B transloque dans le noyau ou il active la transcription d’une pléiade de geénes. (modifiée de
Barnes et Karin, 1997).
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NF-xB les plus étudiés sont les cytokines pro-inflammatoires; TNF et IL-1. Les
mécanismes par lesquels elles activent le NF-kB sont bien élucidés. L’activation du NF-
kB par le TNF s’exerce principalement via le récepteur de type 1 (TNF-R1). La liaison
du TNF au TNF-R1 induit la trimérisation du récepteur et le recrutement des protéines
TRADD (TNF Receptor-Associated Death Domain) et FADD (Fas-Associated Death
Domain) (Hsu et coll., 1995) (Figure 9). A son tour, TRADD sert de substrat pour le
recrutement d’autres protéines impliquées dans la voie de signalisation; telles que
TRAF-2 (TNF Receptor-Associated Factor) et RIP (Hsu et coll., 1996a). Alors que
FADD amorce Dactivation de la cascade des caspases menant & la mort cellulaire par
apoptose, TRAF-2 en association avec la kinase Akt ou la protéine kinase B méne a
Pactivation du NF-xB et du JNK (Jun N-terminal-Associated Kinase) (Hsu et coll.,
1996a; Romashkova et Makarov, 1999). Une troisitme protéine recrutée suite a
lactivation de ce complexe, est la protéine kinase RIP (Hsu et coll,, 1996b).
Contrairement & FADD et TRAF-2, RIP méne a I’activation aussi bien de la voie des
caspases que du NF-xB.

D’autre part, I’IL-1 emprunte une voie de signalisation similaire a celle du TNF
pour I’activation du NF-kB. Elle débute par ’interaction de I’IL-1 avec un hétérodimére
formé du récepteur a ’'IL-1 (IL-1R) et une protéine accessoire (IL-1-RAC). Il en résulte
le recrutement d’une protéine kinase, IRAK (IL-1 Receptor-Associated Kinase) (Cao et
coll., 1996a). IRAK serait le substrat pour le recrutement d’autres protéines impliquées
dans les voies de signalisation. Parmi celles-ci, TRAF-6. Comme TRAF-2, TRAF-6
conduit aussi a I’activation du NF-kB et de JNK (Cao et coll., 1996b) (Figure 9).

Une autre protéine kinase, NIK (NF-kB-Inducing Kinase) intervient en aval de
TRAF-2, RIP et TRAF-6, avec quoi elle interagit, et qui serait responsable de
I’activation des IKK o et IKKB menant a Iactivation du NF-kB (Malinin et coll., 1997).

Pratiquement tous les stimuli qui activent le NF-xB agiraient en induisant la
phosphorylation et la dégradation des IkB. Ceci suggere que tous ces stimuli utilisent le
méme mécanisme basé sur 1’activation du complexe des IKKo-IKKf. Cependant, il est
possible que d’autres activateurs utilisent différentes IxB kinase (PKC, PKR ““double-

stranded RNA activated kinase’, Raf-1, caséine kinase II, PKA) similaires d’un point de
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Figure 9. Activation du NF-xB par I’IL-1 et le TNF. L’activation du récepteur TNF-R1 stimule
deux voies opposées; une voie pro-apoptotique et une voie anti-apoptotique, par le recrutement
de différentes sortes de molécules adaptatrices (FADD vs. TRADD) et effectrices (caspases vs.
RIP et TRAF).
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vu spécificité vis a vis de IxkB (Karin, 1998; Shirakawa et Mizel, 1989; Kumar et coll.,
1994; Li et Sedivy, 1993).

Certaines exceptions a cette régle universelle dans [’activation du NF-xB
existent; c’est le cas des radiations ultraviolettes (UV), I’anoxie et les dérivés réactifs de
I’oxygene (ROI). L’activation du NF-xB en réponse aux radiations UV, bien que
dépendante de la dégradation de la protéine IkB, ne requiert pas la phosphorylation de
cette derniere (Bender et coll., 1998). D’autre part, en cas d’anoxie, la phosphorylation
d’IxB a lieu sur un résidu tyrosine 42. Dans ce cas, la phosphorylation d’IxB la rend
avide pour le domaine SH2 de la phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3-kinase), qui la
libere du dimére NF-kB (Beraud et coll., 1999). Quant aux ROI, ils activent le NF-xB
d’une fagon post-traductionnelle (Schreck et coll., 1991). Ce role des ROI serait di au
fait qu’ils sont des intermédiaires communs a différents agents qui activent le facteur

NF-kB (TNF, IL-1, PMA, LPS, radiations UV et ionisantes) (Li et Karin, 1999).

3.2. Role du facteur de transcription NF-kB dans I’inflammation

Les cytokines pro-inflammatoires (i.e TNF et IL-1), celles impliquées dans la
genése et le développement des réactions immunitaires, et les infections virales et
bactériennes sont de puissants activateurs du NF-kB (Baeuerle et Henkel, 1994). De
plus, les activateurs du NF-kB sont des inducteurs des génes codant pour différentes
molécules inflammatoires. En ’occurrence, des cytokines (IL-1f, TNF, IL-2, IL-6 et
GM-CSF), des chémokines (IL-8, Macrophage inflammatory protein ou MIP-1q,
Macrophage chemoattractant protein ou MCP-1, eotaxine et Rantes), des molécules du
CMH de classe I, des molécules d’adhésion cellulaire (E-Selectine, VCAM et ICAM-1)
et des enzymes (iNOS et COX-2) qui jouent un role important dans I’inflammation
(Barnes et Karin, 1997; Yamamoto et coll., 1995; Xie et coll., 1994). Les cytokines et
chémokines ampl'ifient le processus inflammatoire en activant les lymphocytes, les
macrophages et les polynucléaires, et en les recrutant au niveau des sites inflammatoires.
Ce phénoméne est facilité par les molécules d’adhésion cellulaire exprimées sur les

cellules endothéliales et les cellules épithéliales.
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Il s’aveére donc que le NF-kB est activé par les produits des génes qu’il induit
(Tableau IV), d’ou son rdle dans I’amplification des réponses immunitaires et
inflammatoires (Figure 10) (Barnes et Karin, 1997). Aussi, la production des
chémokines et I’expression des molécules d’adhésion cellulaire, par les cellules activées
par le stimulus inflammatoire initial, aident au recrutement plus efficace d’autres
leucocytes au site inflammatoire. La encore, le NF-kB aura servi a I’amplification et a la

propagation de la réponse inflammatoire.

3.3. Role du NF-kB dans la protection contre 1’apoptose

Le NF-kB induit ’expression de génes impliqués dans la régulation de
’apoptose. Il peut étre impliqué dans 1’induction de I’apoptose, mais il est généralement
connu comme un facteur anti-apoptotique, ce dont nous allons traiter dans cette revue de
littérature, étant donné que beaucoup de génes impliqués dans cette voie sont
caractérisés. L apoptose est un processus physiologique trés bien régulé et critique pour
le développement des différents organes, I’homéostasie des tissus et 1I’élimination des
cellules défectueuses telles que les cellules T auto-réactives au niveau du thymus, ou
potentiellement dangereuses telles que les cellules cancéreuses. L’apoptose est
déclenchée par une pléiade de stimuli (Fas-ligand, TNF) qui activent un programme de
suicide cellulaire présent d’une fagon constitutive dans pratiquement toutes les cellules.
En effet, le programme apoptotique est exécuté des cystéines-protéases dites caspases
qui clivent leurs substrats au niveau d’un résidu aspartate du coté C-terminal (Nunez et
coll., 1998). Les substrats des caspases sont des protéines structurales (actine, laminine)
dont le clivage induit une désagrégation de la cellule, et des protéines régulatrices de
I’apoptose (i.e. Bcl-2) dont le clivage conduit & leur inactivation et a la mort cellulaire.

Le mécanisme par lequel le NF-kB bloque 1’apoptose est, dans la majeure partie
des cas, la régulation positive de I’expression des génes codant pour des protéines anti-
apoptotiques dont les IAP (inhibitor of apoptosis proteins) et certains membres de la
famille de protéines Bcl-2. Les protéines Bcl-2 sont trés impliquées dans la régulation de
I’apoptose. Bien que le géne bcl-2 ne soit pas une cible du NF-xB, plusieurs genes de

cette famille sont régulés par ce dernier. 11 s’agit des protéines Bcl-2-like (A1/Bfl1, Bcl-



Tableau IV. Agents activateurs et génes régulés par le NF-xB*
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Activateurs du NF-xB Geénes régulés par le NF-xB
Bactéries Cytokines
Helicobacter pylori IL-1, IL-2, IL-6, IL-8
Mycobacterium tuberculosis TNF-a, TNF-$
Salmonella typhimurium IFN-y

Staphyllococcus aureus

GM-CSF, G-CSF, M-CSF...

Composantes bactériennes
Lipide A
Lipopolysaccharide (LPS)

Molécules d’adhésion cellulaire

ELAM (endothelial cell leucocyte adhesion

molecule)
ICAM (intercellular adhesion molecule)
VCAM (vascular cell adhesion molecule)

Virus

Virus de I’hépatite B
Virus de I'immunodeficience (HIV-1)
Virus de ’influenza

Enzymes

Cyclooxygénase-2 (COX-2)
NO-synthase inductible (iNOS)
Lysozymes

Cytokines Immunorécepteurs
IL-1 Chaine o du récepteur a I’'IL-2
IL-2 Chaine lourde ¢ des immunoglobulines
TNF-a Chaine légére k des immunoglobulines
TNF-8 CMH de classe I
GM-CSF Chaine  du récepteur des cellules T

Récepteur au TNF
Stimuli physiques Facteurs de transcription

Rayons UV-A, UV-B et UV-C
Radiations y

c-Rel

IxkBa

p98/102 (precurseur de p52)
p105 (precurseur de p50)

Mitogénes

Ionophores calciques
Concanavaline A (ConA)
Phytohémagglutinine (PHA)
Esters de phorbol (PMA)
Antigenes

Régulateurs de ’apoptose

Bfl1/A1
Bcl-xL
Nr13
IAP
IEX-1L

Dérivés Oxygénés

* Tirés de Pahl H.L. 1999.
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Signaux inflammatoires
Cytokines pro-inflammatoires
Activateurs de protéine kinase C
Virus, ...

Protéines inflammatoires
Chémokines, molécules
d’adhésion, enzymes,

immunorécepteurs,
Cytokine.

Figure 10. Boucle d’amplification de la réponse inflammatoire impliquant le facteur de
transcription NF-xB. Le NF-kB est activé par une variété de stimuli inflammatoires; ceci
aboutit 4 I’expression de génes pour des cytokines, chémokines, enzymes et molécules
d’adhésion cellulaire. Les cytokines (TNF-a et IL-1B) exprimées en réponse a I’activation du
NF-xB augmentent 1’activité de ce dernier. Il en résulte ’amplification et le prolongement de
la réponse inflammatoire. (Modifiée de Barnes et Karin, 1997).
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X. et Nr13) dont les genes contiennent tous des sites kB fonctionnels (Lee et coll.,
1999a; Lee et coll., 1999b). Par exemple, la sur-expression de Al/Bfll protége les
lymphocytes B de I’apoptose induite par 1’interaction antigéne-BcR. Dans ce cas,
I’inhibition de I’apoptose est due au blocage du relargage du cytochrome C et a
I’inhibition de I’activation de la caspase-3 (Wang et coll., 1999).

D’autres protéines anti-apoptotiques dont I’expression est régulée par le NF-xB
comprennent les protéines TRAF-1et 2, et c-IAP-1 et 2 (Wang et coll., 1998). Comme
nous I’avons vu précédemment, les protéines TRAF jouent un réle de molécules
adaptatrices en recrutant et en activant NIK menant ainsi & I’activation du dimére NF-
kB. Les protéines c-IAP, qui sont des protéines inhibitrices de 1’apoptose par action
directe ou indirecte sur les caspases (Lacasse et coll., 1998), seraient par contre
impliquées dans le blocage de 1’activation de la caspase-8. En outre, IEX-1L, dont
I’expression est régulée par le NF-kB, joue un role protecteur contre la mort cellulaire
par apoptose induite par le TNF-a et Fas (Wu et coll., 1998).

D’autre part, le NF-xB est impliqué dans la régulation des phases du cycle
cellulaire. En effet, il active ’expression de la cycline D1 qui est impliquée dans la
régulation positive de la transition des phases G1 a S (Guttridge et coll., 1999; Kontgen
et coll., 1995). Le NF-kB participe aussi a cette régulation, via des interactions protéine-
protéine avec des complexes régulateurs du cycle cellulaire, tel que le complexe cycline
E-CdK 2 (cycline-dependent kinase 2) par I’intermédiaire de son association avec les

protéines CBP/p300 et p16INK4 (Wolff et Naumann, 1999; Perkins et coll., 1997).

3.4. Le NF-kB: Un médiateur central de la réponse immunitaire

PSS

Le NF-kB est souvent appelé ““médiateur central de la réponse immunitaire” vu
le nombre impressionnant des stimuli qui P’activent et des génes qu’ils régulent (Tableau
4). Une variété de bactéries et de virus I’activent. Aussi, la majorité des protéines dont
Pexpression est régulée par ce facteur participent a 1’élaboration de la réponse
immunitaire. Elles incluent vingt-sept cytokines et chémokines, des immunorécepteurs

tels que les molécules du CMH et les molécules d’adhésion cellulaire (Pahl, 1999).
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Le NF-kB est un régulateur de la réponse immunitaire au niveau des cellules
présentatrices de I’antigéne et des lymphocytes (Sha, 1998). Il est impliqué dans le
maintien de P’architecture de la zone marginale (réseau de cellules dendritiques
folliculaires) et la formation du centre germinal en réponse aux antigénes T-dépendants
(Franzoso et coll., 1998). Aussi, il joue un rdle critique dans 1’activation et la
prolifération des lymphocytes B et T, et la régulation des réponses immunitaires a
médiation humorale et cellulaire (Kontgen et coll., 1995). Il est a noter que I’activation
du NF-kB au niveau des lymphocytes nécessite I’action combinée d’une mobilisation du
calcium intracellulaire, et Dactivation d’une PKC. Les stimuli qui augmentent les
concentrations de calcium intracellulaire seules (ionophores calciques) ou I’activation de
la PKC seule (esters de phorbol PMA) activent peu ou pas le NF-kB (Tong-Starksen et
coll., 1989). Cependant, la combinaison des deux stimuli induit une activation du NF-xB
4 un niveau semblable a celui en réponse au TNF. D’autres part, le NF-kB est impliqué
dans le phénoméne de commutation d’isotype (isotype switching) des immunoglobulines
(Snapper et coll., 1996) et dans la transition des lymphocytes double-positifs CD4"/CD8*
aux lymphocytes simple-positifs CD4* ou CD8* (Sen et coll., 1995).

3.5. Inhibiteurs du facteur de transcription NF-xB

Les inhibiteurs du NF-kB comprennent une variété de molécules naturelles ou de
synthése, incluant les anti-oxydants, les inhibiteurs du protéasome et des peptides qui
miment I’action de la sous-unité inhibitrice IkB (Tableau V).

D’un point de vue clinique, ces molécules présentent beaucoup d’intérét en tant
que traitement pour certains cancers, des maladies neurodégénératives ou troubles
inflammatoires. En revanche, en recherche fondamentale, leur utilisation est de grand
intérét pour justifier I’implication du NF-kB dans la régulation transcriptionnelle d’une
protéine ou en tant que maillon dans les voies de transduction d’un récepteur donné.
Dans ce cadre, une attention particuliére sera accordée a certains inhibiteurs que nous
avons utilisés dans notre travail.

Le NF-xB est activé par des agents oxydants et cette activité est inhibée par des

anti-oxydants (Pahl, 1999). En I’occurrence, le pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC)
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Tableau V. Inhibiteurs du facteur de transciption NF-kB

Classes Molécules

* Anti-oxydants Glutathione
N-acétyl-L-cystéine (NAC)
Pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC)

Vitamine C
* Inhibiteurs du protéasome Cyclosporine A
Tacrolimus (FK506)
Tosyl-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK)
* Inhibiteurs de la phospho- Aspirine
rylation et la dégradation Gliotoxine
d’IxB Inhibiteurs des tyrosines kinases (i.e. genestéine)
* Inhibiteurs du transport NF-xB SN50

nucléaire de NF-kB

* Régulateurs de I’expression Glucocorticoides
d’IxkB IL-10
IL-11
IL-13

Tiré de Epinat et Gilmore, 1999.
N.B. les molécules en italique gras sont utilisées dans notre €tude.

inhibe I’activation du NF-kB vraisemblablement en chélatant des ROI (Sen et coll.,
1996) (Figure 11). En général, I’effet des agents anti-oxydants s’exercent en bloquant la
production des ROI, ce qui diminue la dégradation d’IkB, ou en réduisant 1’état oxydé
du NF-kB ce qui inhibe son interaction avec ’ADN (Shumilla et coll., 1998).

La derniére étape dans D’activation du NF-xB est la dégradation du IkB par le
protéasome 26S. Ainsi, les inhibiteurs du protéasome forment une classe d’inhibiteur du
NF-kB (Palombella et coll., 1994) (Figure 11). Ces molécules incluent la cyclosporine,
le Tacrolimus (FK506) et le N-a-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone (TPCK).
Dans cette catégorie, on peut aussi inclure la gliotoxine. Bien que son mode d’action soit
peu connu, elle agirait en inhibant la dégradation d’IkB (Pahl et coll., 1996).

Certains inhibiteurs de NF-kB bloquent son transport nucléaire. Une approche
innovatrice, que nous avons utilisée dans notre étude, est I’utilisation d’un peptide qui

pénétre dans la cellule et qui contient la séquence de localisation nucléaire de la sous-
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unité p50. Ce peptide inhibe la translocation nucléaire des diméres contenant la sous-
unité pS0 en saturant la machinerie responsable du transport nucléaire du NF-xB (Lin et
coll., 1995) (Figure 11). Une autre fagon d’inhiber le transport nucléaire du NF-kB est
I’expression de formes mutées compétitrices d’IxB. Ces dernieres sont résistantes a la
phosphorylation, 1’ubiquitination et la dégradation. Il en résulte la séquestration
perpétuelle du NF-kB dans le cytoplasme (Wang et coll., 1996).

Finalement, les agents anti-inflammatoires s’avérent étre de puissants inhibiteurs
du NF-kB. Les glucocorticoides, tel que le dexametasone, agissent principalement a
deux niveaux, en interagissant avec la machinerie transcriptionnelle au niveau des sites
kB (Ray et Préfontaine, 1994), ou en augmentant I’expression d’IxkBa. qui induit une
inhibition soutenue de NF-kB (Scheinman et coll., 1995) (Figure 11).

Le NF-kB et les autres facteurs de transcription agissent en synergie pour la
transduction de signaux cellulaires qui permettent ’expression des fonctions des cellules
immunitaires. Ces signaux proviennent de interaction des cellules immunitaires, via
leurs récepteurs membranaires ou cytoplasmiques, avec des molécules propres au
systéme immunitaire ou des autres systémes physiologiques de 1’organisme. L’immuno-
régulation par la sérotonine impliquent le transporteur 5-HTT et les récepteurs 5-HT,,
5-HT,, 5-HT; et 5-HT,. La caractérisation de ces derniers sur les lymphocytes T et les
macrophages est pratiquement achevée, en accord avec les critéres de classification de
I’TUPHAR (Hoyer et coll., 1994). Quant aux cellules NK et lymphocytes B, le schéma
n’est pas encore complet. Dans le cas des lymphocytes B, nous avons caractérisé une
régulation fonctionnelle de ces cellules par la sérotonine via le 5-HTja. Cependant,
aucune étude moléculaire n’a été effectuée pour caractériser ce récepteur sur ces
cellules. Ainsi, nous avons entamé ce projet de recherche pour investiguer I’expression
et la fonction du récepteur 5-HT,, au niveau des lymphocytes. Dans la prochaine

section, nous exposerons nos buts et objectifs spécifiques.
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Signal

Figure 11. Niveaux d’action des différents inhibiteurs des voies de signalisation NF-«B.
(N.B. ceux utilisés dans cette étude sont soulignés)
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3.6. Buts et objectifs spécifiques

Le premier but de notre étude était de caractériser de fagon moléculaire le récepteur
5-HT;, des lymphocytes. Aussi, nous avions trois objectifs spécifiques:
1. FEtudier I’expression de ’ARN messager et de la protéine 5-HT., des
lymphocytes B et T,
2. Evaluer la régulation de I’ARN messager et de la protéine 5-HT;, au niveau
des lymphocytes B et T activés,
3. Déterminer les mécanismes moléculaires qui régissent la régulation de
I’expression du récepteur 5-HT, et le role du NF-kB.
Notre deuxiéme but était d’étudier le potentiel lymphotrophique et

lymphoprotecteur de la sérotonine, avec trois objectifs spécifiques:

1. FEtudier I'implication du récepteur 5-HT, dans les effets amplificateurs de la
sérotonine sur la prolifération des lymphocytes T.

2. FEtudier ’implication du récepteur 5-HT;, des lymphocytes dans les effets de
la sérotonine sur la protection contre la mort cellulaire par apoptose.

3. FEtudier la mobilisation du facteur de transcription NF-xB par la sérotonine au
niveau des lymphocytes activés.

Les résultats de ces travaux sont présentés sous forme de manuscrits dans les

chapitres suivants.
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CHAPITRE 2.

MANUSCRIT I:
TRANSCRIPTIONAL MECHANISMS FOR INDUCTION OF 5-HT1a
RECEPTOR mRNA AND PROTEIN IN ACTIVATED B AND T
LYMPHOCYTES

Journal of Biological Chemistry 276: 4382-4388, 2001
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SUMMARY

Serotonin up-regulates B and T lymphocyte proliferation by activating mitogen-
induced cell surface 5-HT;a receptors. The mechanism of 5-HT4 receptor induction by
B and T cell mitogens at the mRNA and protein levels in mouse splenocytes was
addressed. Quantitation by RNase protection assay showed maximal increases of 3.4-,
3.0-, 3.8-, and 4.9-fold in relative 5-HT14 mRNA levels after 48 h of stimulation of
splenocytes with LPS, PHA, Con A, or PMA plus ionomycin, respectively, as compared
to unstimulated cells. Mitogens did not alter 5-HT;4 mRNA stability (T12=26 h), but
induction of 5-HT;4 mRNA was blocked by the transcriptional inhibitor actinomycin D
(10 pug/ml) and by inhibition of nuclear factor (NF)-kB signaling. Additionally,
mitogenic stimulation of transcription was paralleled by increased cell surface 5-HT14
receptor immunoreactivity in splenocytes. Thus mitogen-induced 5-HT;a receptor
expression appears to involve transcriptional regulation by the NF-kB signaling cascade.
Increased expression of the 5-HT;4 receptor in activated B and T lymphocytes may
enhance the immune response and provide therapeutic target for tissue inflammation and

immune stimulation.
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INTRODUCTION

Serotonin (5-HT)' is a neuroimmunomodulator that is widely distributed in brain
and peripheral tissues, and which is released by activated platelets during the course of
tissue inflammation [1]. 5-HT is also accumulated by and released from noradrenergic
nerve terminals that are in close contact with lymphocytes in lymphoid organs [2-4].
Rodent mast cells are another important source which release their stored 5-HT
following exposure to antigen and IgE sensitizing Ab, or to neuropeptides such as
somatostatin, substance P, calcitonin gene-related peptide, and vasoactive intestinal
peptide, the latter being released from peripheral nerves [5].

Among the numerous 5-HT receptors, 5-HT;a belongs to G-protein-coupled
receptor superfamily, and is also widely distributed in brain and immune tissues [6, 7].
The 5-HT;4 gene has been cloned previously in human [8, 9], rat [10], and mouse [11],
manifesting very high nucleotide and amino acid sequence homology in their respective
putative transmembrane regions. 5-HT;4 mRNA has been detected in various human
tissues including lymph nodes, spleen, and thymus [8], as well as in human peripheral
blood mononuclear cells [12] and activated T lymphocytes [13]. In functional studies
using selective agonists and antagonists, it has been shown that the 5-HT14 receptor is
implicated in the regulation of T cell responses including human T-cell proliferation [13-
16], production of Th1 cytokines such as IL-2 and IFN-y both in mice [17] and in human
[15, 16], and contact sensitivity reactions in mice [17]. We have shown previously that
mitogen-stimulated B lymphocyte proliferation in rodents is up-regulated by 5-HT via
specific interaction with the 5-HTja receptor [18]. Thus, immune and inflammatory
responses may be regulated in part through 5-HTia receptor expression in B and T
lymphocytes.

A recent review of the role of 5-HT in the immune system and in neuroimmune
interactions has underscored the necessity of characterizing the distribution of the

various 5-HT receptors in different immune cell populations, preferably by using

! The abbreviations used are : 5-HT, 5-Hydroxytryptamine or serotonin; Ig, immuno-
globulin; Ab, antibody; NF-kB, Nuclear factor-kB; LPS, lipopolysaccharide; PHA,
phytohemagglutinin; PMA. Phorbol 12-myristate 13-acetate; PBS, phosphate-buffered
saline; Con A, concanavalin A; PE, phycoerythrin; FITC, fluorescein isothiocyanate;
PCR, polymerase chain reaction; RT-PCR, Reverse transcriptase-PCR; bp, base pairs.



54

molecular biological methods [7]. The previous studies cited above using essentially
functional and radioligand binding criteria suggest that 5-HT;4 receptor expression is
increased following mitogenic stimulation of both murine B cells [18] and human T cells
[13], but little is known about the molecular mechanisms underlying this effect. Nuclear
factor-kB (NF-kB) is a ubiquitous and inducible transcription factor involved in many
immune and inflammatory responses, including activation and proliferation of B and T
lymphocytes stimulated by mitogens such as LPS, PHA, and PMA [19-21]. NFxB is
mainly composed of p50 and p65 subunits which are normally retained in the cytosol of
non-stimulated cells by inhibitory molecules, IkB. In response to stimuli, IkB are rapidly
phosphorylated and degraded, allowing translocation of NF-kB complexes into the
nucleus and activation of NF-kB elements [22].

In this report, we used RNase protection assay to quantitate the expression of 5-
HT;a receptor mRNA in unstimulated vs. mitogen-stimulated mouse splenocytes. In
addition, we took advantage of the availability of pharmacological inhibitors of NF-kB
[23-25] to explore its role in regulation of 5-HT;4 receptor mRNA expression following
mitogenic stimulation. Also, we used an affinity-purified anti-5-HT1a antiserum [26] to
evaluate the expression of the 5-HTia receptor protein in the splenocytes. Our data
demonstrate that 5-HT;4 receptor mRNA and protein are markedly increased following
mitogenic stimulation of B and T lymphocytes with similar quantitative variation in
these lymphocyte populations. Furthermore our data indicate that up-regulation of
mitogen-stimulated B and T lymphocyte 5-HT;4 receptor occurs at the transcriptional
level, and that mitogen-induced nuclear translocation of NF-kB may be one of the

important signaling mechanisms involved.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Mice and Reagents

Female BALB/c mice, 6-12 weeks of age, were purchased from Charles River
(St-Constant, Canada) and maintained in our animal facilities until use. All culture
media were purchased from Gibco BRL (Burlington, Canada). Fetal bovine serum (FBS)
was purchased from Hyclone (Logan, UT), and dialysed against PBS to remove
molecules of molecular weight <12-14 kD. Escherichia coli LPS (serotype 0111:B4),
PHA, Con A, PMA, and 5-HT hydrochloride were from Sigma (St-Louis, MO), R(+)-8-
OH-DPAT hydrobromide (R-DPAT) and WAY 100635 maleate from RBI (Natick, MA),
and ionomycin from Calbiochem (La Jolla, CA). [*H]thymidine (specific activity 2
Ci/mmol) was obtained from Du Pont NEN (Mississauga, Canada), and
[PHJWAY100635 (specific activity 81 Ci/mmol) from Amersham Pharmacia Biotech
(Little Chalfont, England). Anti-5-HT; antiserum was produced as described previously
[26], and all other Ab were from Pharmingen (San Diego, CA).

Isolation and Stimulation of Splenocytes

BALB/c mice were killed by cervical dislocation. Spleens were then aseptically
harvested and gently teased into a single-cell suspension in Hanks’ balanced salt
solution. Red blood cells were removed by osmotic shock with NH,Cl, and splenocytes
were resuspended in a culture medium consisting of RPMI-1640 medium supplemented
with penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 pg/ml), L-glutamine (2 mM), and 10%
decomplemented FBS. Cells were cultured in flat-bottomed 96-well culture plates
(Gibco BRL) in a humidified atmosphere containing 5% CO; at 37°C at a density of 4 x
10° cells/well in a total volume of 200 pl. Cells were stimulated by incubation for
different periods of time in the presence or absence of LPS (10 ug/ml), PHA (20 ug/ml),
Con A (5 ug/ml), or a combination of PMA (1 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml). In
some experiments, splenocytes were incubated with 10 ug/ml actinomycin D (ICN,
Saint-Laurent, Canada), to distinguish between existing and newly transcribed mRNA.
To prevent the activation of the transcription factor NF-kB, splenocytes were incubated
for 48 h with mitogens in the presence of 10-50 pug/ml SN50 (Calbiochem), 5-50 uM
pyrrolidinedithiocarbamate (PDTC, Sigma), or 0.01-10 pg/ml gliotoxin (Sigma). As
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controls for SN50 and gliotoxin specificity, their respective inactive analogues SN50M
(50 ug/ml) and methylthiogliotoxin (1-10 pg/ml) were also used. Cell counting and
viability were assessed by trypan blue exclusion, and all chemicals were used at

noncytotoxic concentrations.

Purification of Resting and Activated B and T Lymphocytes

Purification of B and T lymphocytes was achieved by negative selection of
splenocytes using flow cytometry sorting with Ab directed against granulocytes and
macrophages (anti-CD11b-PE), NK cells (anti-Ly49C, 5E6-PE), and T lymphocytes
(anti-Thy-1.2-PE), or B lymphocytes (anti-CD19-FITC), as described previously [27].
Dead cells were stained with the vital dye propidium iodide (1 pg/ml, Molecular probes,
Eugene, OR). Resting and activated lymphocytes were gated appropriately and separated
in two different regions using forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) profiles.
Cells that were negative for the indicated cell surface markers and for propidium iodide
staining were sorted on a FACStar-Plus cell sorter (Becton Dickinson, San Jose, CA).
The purity of the resulting B or T cells was assessed by FCM with anti-Thy-1.2-PE and
anti-CD19-FITC, and it ranged between 93 and 97%.

Proliferation Assay

Splenocytes were incubated for 30 min with or without 5 x 10° M WAY100635
before stimulation for 72 h with mitogens in the presence or absence of 10* M 5-HT or
5 x 10° M R-DPAT, and cultures were pulsed with 1 uCi of [’H]thymidine for the last 6
hours of incubation. Cell nuclei were harvested, and radioactivity was counted with a
Wallac System 1409 scintillation counter (Wallac Oy, Turku, Finland). Determinations
of [*H]thymidine uptake were made in triplicate wells and results were expressed as

arithmetic means of counts per minute (cpm) + SEM.

RNA Preparation and RT-PCR

Total cellular RNA was isolated from cell suspensions by the TRIZOL Reagent
(Gibco BRL, Gaithersburg, MD) according to the manufacturer instruction. For RT-
PCR, 1 pg of total RNA was treated for 15 min at 37 °C with 2 U amplification grade
DNase I (Gibco BRL) to remove genomic DNA. After denaturation for 10 min at 75 °C,
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cDNA was synthesized for 1 h at 42 °C by adding Superscript II reverse transcriptase
(Gibco BRL) and 1 uM random hexamer primers (Boehringer-Mannheim). 1/8 volume
of the resulting first strand cDNA was used as template during the subsequent PCR
amplification in a PCR machine (GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer, Montreal,
Canada) using 1.25 U Taq DNA polymerase (Boehringer Mannheim, Laval, Canada) in
the buffer provided with 10 mM Tris (pH 8.3), 50 mM KCl, and 1.5 mM MgCI2, in the
presence of 200 uM dNTP’s, and 250 nM of the primers (synthesized by Gibco BRL) in
a total volume of 25 ul. The thermocycle conditions were 22 cycles of 94°C, 60 s, 62°C,
60 s, 72°C, 60 s. There was also an initial denaturation step at 94°C for 5 min, and a
terminal extension step at 72°C for 10 min. The sense primer for 5-HTia was 5'-
ACCCCGACGCGTGCACCATCAG-3', and the antisense primer was 5'-
GCAGGCGGGGRCATAGGAG-3' derived respectively, from the second extracellular
loop, and the third intracytoplasmic loop of the rat and mouse 5-HT;a genes, which gave
a 413-bp PCR product. This set of primers allowed detection of 5-HT14 mRNA in
several positive controls including the cell lines LZD-7 and LM1A which are derived
from the mouse fibroblasts Ltk- cells transfected with the rat and mouse 5-HT14 cDNA,
respectively, and in RNA extracts from rat and mouse brain. The sense primer for
GAPDH was 5'-CAACGACCCCTTCATTGACCTC-3', and the antisense primer was 5'-
GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-3', which gave a 602-bp PCR product. The PCR
products were separated on a 1.5 % agarose gel, stained with ethidium bromide, and

visualized with UV light.

RNase Protection Assay

Detection and quantitation of 5-HT;4 mRNA expression was carried out using an
RNase protection assay (Direct Protect Lysate Ribonuclease Protection Assay Kit from
Ambion) with 18S ribosomal RNA as an internal standard. To prepare the template for
5-HT; 4 riboprobes the first 860 bp of the mouse 5-HT1a cDNA were cut from the M1A-
KS+ vector [11] using the Pst I enzyme. This cDNA fragment was subsequently inserted
in the antisense orientation with respect to the T3 RNA polymerase promoter found in
the pBluescript IT KS+ plasmid (Promega). To synthesize radiolabeled 5-HT14 antisense
cRNA, the plasmid was linearized with the enzyme BssH II and transcribed with T3
RNA polymerase (Ambion) and 50 uCi of 800 Ci/mmol [o-*’PJUTP (Mandel, Guelph,
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Canada) using the MAXIscript In vitro Transcription Kit (Ambion) at 37°C for 1 h. The
resulting transcripts were then treated with 2 U RNase-free DNase I at 37°C for 15 min.
The 18S ribosomal RNA antisense probe was synthesized using a 18S ¢cDNA template
(Ambion) which was transcribed with T3 RNA polymerase in the presence of 30 uCi of
[0-PJUTP. Total RNA was extracted from samples of 10° cells in 50 wl of
Lysis/Denaturing solution (Ambion) and coprecipitated with the freshly radiolabeled 5-
HT;i4 (0.25 pCi) and 18S (0.015 pCi) riboprobes, and incubated overnight at 37°C. A
volume of 500 ul of a RNase mix containing 5 U RNase A and 200 U RNase T1
(Ambion) was then added to the samples and incubated at 37°C for 1 h to digest the
unprotected riboprobes and RNA. The reaction was stopped by adding proteinase K and
sodium sarkosyl, and by re-incubating at 37°C for 30 min. The protected fragments were
precipitated with 500 pl isopropanol, resuspended in a gel loading buffer, and resolved
on a 8 M urea, 5% acrylamide gel. The sizes of the expected protected fragments were
124-bp and 80-bp for 5-HT;4 and 18S, respectively. Radiolabeled RNA transcripts from
Century Marker Template set (Ambion) were used as size markers. The results were
quantitated on a Phosphorlmager (GS-525 Molecular Imager System, BioRad
Laboratories, Hercules, CA). Relative 5-HT 4 levels were calculated by normalizing the

5-HT;» mRNA band to that of the 18S ribosomal RNA.

Immunocytofluorometry Analysis of 5-HT 14 Receptor Protein

A rabbit polyclonal anti-rat 5-HT;a receptor antiserum was used for this study. It
is directed against a synthetic antigenic polypeptide that is derived from the third
intracytoplasmic loop of the rat 5-HTia receptor, with 92% homology with the
corresponding region of mouse 5-HTja protein. Extensive characterization of this
antiserum has been reported elsewhere [26], and it cross-reacts with mouse 5-HTia
receptor. Samples of 10° cells were permeabilized with absolute ethanol (95%) at 4°C
for 30 min, and fixed with 2% (w/v) paraformaldehyde in PBS for 30 min at 4°C. Cells
were then incubated overnight with anti-rat 5-HT;a receptor antiserum (1:1000) in Ab
buffer consisting of PBS containing 1% (v/v) normal goat serum (Cederlane, Hornby,
Canada). After several washings in PBS (3 x 10 min), cells were incubated in PE-labeled
goat anti-rabbit Ig (1:250) for 1 h, and washed again in PBS (3 x 10 min). Cells were
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analyzed on a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) using the
LYSIS program provided by the manufacturer. For double staining of B or T
lymphocytes, cells were stained first with FITC-conjugated anti-CD19 Ab or FITC-
conjugated anti-Thy-1.2 Ab, and then with the anti-5-HT receptor antiserum followed
by goat anti-rabbit-Ig-PE as described above.

Immunocytochemistry Analysis of 5-HT 14 Receptor Protein

Cells (106) were layered 1 h at room temperature on microscope slides pretreated
with 50 ug/ml poly-D-lysine. Slides were rinsed with PBS (50 mM, pH 7.4), fixed for 1
h at room temperature with 2% paraformaldehyde in PBS, and washed in PBS. Cells
were then preincubated for 1 h in a blocking solution of PBS containing 5% normal goat
serum, 0.2% Triton X-100, and 0.5% gelatin to saturate non-specific sites, and incubated
for 2 h with a 1/1000 dilution of rabbit anti-5-HT;4 antiserum. After washes in PBS (3 x
10 minutes), the slides were incubated for 1 hour with biotinylated goat anti-rabbit IgGs
diluted 1/1000 in blocking solution, rinsed in PBS (3 x 10 min), and incubated for 1 h
with a 1/1000 dilution of horseradish peroxidase conjugated streptavidin. This was
followed by successive washes in PBS (2 x 10 min) and in Tris-HCI buffer (0.05 M, pH
7.4; 2 x 10 min), and then incubated in hydrogen peroxide (0.01%) in the presence of
3,3’-diaminobenzidine (0.05%) in Tris-HCI buffer. The reaction was stopped by several
washes in the same buffer. The slides were then dehydrated in a graded series of ethanol,
followed by toluene, and coverslipped with DPX mountant (Fluka, Oakville, Canada).
Immunocytochemical control consisted of processing slides as above, except for
replacement of the anti-5-HT;a antiserum by preimmune rabbit serum at the same

dilutions. Staining was examined by light microscopy at 400X final magnification.

Radioligand Binding Assay

Binding studies of [3H]WAY100635 were performed on unstimulated and
mitogen-stimulated lymphocytes, following the procedures previously described by us
for [’H]8-OH-DPAT [18], except that [PH]WAY100635 was used at 0.5-15 nM, and that
the Whatman GF/B filters through which cell suspensions were filtered were presoaked
in a 0.5% aqueous solution of polyethylenimine for 30 min to limit nonspecific binding

of the radioligand [28].
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RESULTS
5-HT;4 Receptor-mediated Up-regulation of Mitogen-stimulated B and T Lymphocyte
Proliferation

Previously we demonstrated that 5-HT increases mitogen-stimulated murine B
lymphocyte proliferation through a 5-HT;4 receptor-mediated mechanism [18]. Here, we
used mouse splenocytes stimulated by the T cell mitogen PHA to determine whether T
lymphocyte proliferation is influenced by 5-HT;4 receptor ligands. Preliminary dose
reponse studies indicated that 5-HT (10"'-10* M) and the selective 5-HT14 receptor
agonist R(+)-8-OH-DPAT (R-DPAT, 107''-10* M) increased PHA-stimulated T
lymphocyte proliferation in a dose-dependent manner with optimal concentrations of 10°
*Mand5x10° M, respectively. Those maximally effective concentrations were used in
combination with the relatively selective 5-HTa receptor antagonist WAY100635 to
evaluate receptor specificity of 5-HT and R-DPAT action. Fig. 1A shows that 5 x 10° M
WAY100635 effectively abrogated 5-HT- and R-DPAT-mediated enhancement of
activated T lymphocyte proliferation, thus implicating the 5-HT14 receptor in the control
of T cell proliferation. The combination of PMA plus ionomycin is known to bypass
antigen receptor signaling in both B and T lymphocytes, engendering a potent activation
and proliferation of these cells [29-31]. To test whether 5-HT4 ligands can influence B
and T cell proliferation in this model, splenocytes were stimulated with a mitogenic
combination of PMA (1 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml), in the presence of 5-HT or
R-DPAT, with or without WAY100635. Fig. 1B shows that 5-HT and R-DPAT
increased splenocyte proliferation induced by PMA plus ionomycin, and that
WAY100635 reversed agonist-induced mitogenic potentiation, further indicating a role
for 5-HT;a receptor activation. Thus, we chose the model of mouse splenocytes
incubated in the presence or absence of PMA plus ionomycin for most of the following
experiments in order to further characterize the 5-HT;s receptor mRNA and protein

which are expressed in B and T lymphocytes.

5-HT 14 Receptor mRNA Expression in Mitogen-stimulated Splenocytes
The 5-HT; 4 receptor belongs to the family of G-protein coupled receptors. These

receptors are characterized by the presence of seven putative transmembrane domains
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showing a high degree of similarity between members of this family, whereas most
sequence differences are seen in the extracellular and intracellular loops [6]. We used
primers derived from the second extracellular loop, and from the third cytoplasmic loop,
to carry out PCR assays for 5-HT;4 receptor on cDNA generated by RT of total RNA
isolated from splenocytes before and after mitogenic stimulation with PMA (1 ng/ml)
plus ionomycin (500 ng/ml). RNA samples from the mouse Ltk" and LM1A cell lines
were used as negative and positive controls, respectively. Fig. 2 shows the presence of a
5-HT;a transcript in mitogen-stimulated splenocytes that was identical in size to the
signal obtained in LM1A cells. Among a total of 6 experiments, 5-HT1o mRNA was
expressed in all splenocyte samples stimulated by PMA plus ionomycin. In marked
contrast, 5-HT;4 mRNA was not detectable (n=4) or only barely detectable (n=2), in
samples of unstimulated splenocytes, and in the latter case only if the amount of cDNA
introduced in the PCR reaction was increased by a factor of at least 4-fold. Each of the
RNA samples were also subjected to PCR assays without RT, and no DNA fragment
was obtained, indicating that the product observed represented amplification of 5-HT14

cDNA, and did not result from amplification of contaminating genomic DNA.

5-HT ;4 Receptor mRNA is Up-regulated in Activated B and T Lymphocytes

A quantitative analysis of 5-HT;4 up-regulation following treatment with various
B and T cell mitogens was performed using the RNase protection assay. Splenocytes
were incubated for different periods of time in the presence of culture medium
(unstimulated control), LPS, PHA, Con A, or a combination of PMA plus ionomycin,
and 5-HT;» mRNA levels were determined and normalized to 18S ribosomal RNA
expression. Fig. 3 shows that 5-HT;4 mRNA was expressed in unstimulated splenocytes
and was increased by all four mitogens in a time-dependent manner. The level of 5-HT1a
receptor mRNA was significantly enhanced after 24 h incubation, reached a maximum at
48 h, and declined towards the level in unstimulated cells after 72 h of culture. As shown
in Table I, relative to 5-HT;4 mRNA level in freshly isolated splenocytes, the level of
increase in 5-HT;5» mRNA in splenocytes treated for 48 h with mitogens was 3.4-, 3.0-,
3.8-, and 4.9-fold with LPS, PHA, ConA, or PMA plus ionomycin, respectively. There
was no increase in 5-HTj4 expression in cells incubated for 48 h in the absence of

mitogen. The level of 5-HT;4 expression correlated positively with the frequency of
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mitogen-induced blast transformation which averaged 41%, 47%, 83%, and 88% in
splenocytes stimulated for 48 h with LPS, PHA, Con A, and PMA plus ionomycin,
respectively (Table I).

Since mitogen-stimulated splenocytes contain mixtures of different cell types in
different activation states, a more rigorous approach was required to distinguish between
B and T lymphocytes, and between resting and activated lymphocytes. To this end,
resting and activated cells were separated by flow cytometry on the basis of their light
scatter properties, while CD19-positive B cells and Thy-1.2-positive T cells were sorted
by negative selection to 93-97 percent purity. 5-HT14» mRNA and 18S rRNA expressions
were measured in unsorted as well as in sorted B and T lymphocyte populations by the
RNase protection assay. As shown in Fig. 4, 5-HT14 mRNA was detected in both resting
B and T cells purified from freshly isolated splenocytes, and its level was increased in
both activated B and activated T cells purified from PMA plus ionomycin-stimulated
lymphocyte populations. Quantitation by PhosphorImager analysis or densitometry
indicated that the increase in the relative level of 5-HT;4 mRNA after stimulation with
PMA plus ionomycin was similar in RNA samples from unsorted lymphocytes, purified
B lymphocytes, or purified T lymphocytes (Fig. 4), suggesting similar regulation of 5-
HT;4 mRNA expression in the two cell types.

Transcriptional Mechanisms of Mitogen-induced 5-HT 14 Receptor mRNA Expression
Since 5-HT;a receptor mRNA accumulation in activated lymphocytes could be
attributed to enhanced stabilization of existing mRNA and/or to enhanced transcription
of new mRNA, studies were performed to distinguish between these two possibilities.
Splenocytes were incubated or not with a combination of PMA and ionomycin for 36 h
prior to inhibition of de novo mRNA transcription by addition of 10 pg/ml actinomycin
D. Total RNA was then extracted at fixed time intervals for quantitation by RNase
protection assay. As shown in Fig. 5A-C, the profiles of mRNA degradation were
superimposable in PMA-ionomycin-treated and untreated cells with a similar half-life of
26 h, indicating an absence of stabilization of 5-HTja transcripts upon mitogenic
stimulation. Additional experiments using splenocytes pretreated for 15 min with

actinomycin D (10 ug/ml) and subsequently stimulated with PMA-ionomycin for 36-48
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h, showed that 5-HT;4 mRNA expression did not increase over the level in unstimulated
cells (data not shown), indicating that induction of 5-HTi;a mRNA is dependent on
enhanced RNA transcription in mitogen-stimulated cells.

To determine the potential role of the transcription factor NF-kB in mitogen-
stimulated 5-HT;o mRNA expression, splenocytes were pretreated with SN50, a cell-
permeable peptide that specifically inhibits nuclear translocation of NF-kB [23]. Fig. 6
shows that SN50 dose-dependently blocked the increase in 5-HT1a mRNA expression
induced by PMA plus ionomycin. In contrast, SN50M (50 pg/ml), an inactive analogue
of SN50, was devoid of any effect on 5-HT;4 mRNA expression (Fig. 6), indicating the
specificity of the inhibitory action of SN50 on NF-kB activation. The effect of other NF-
kB inhibitors acting through mechanisms different to SN50 were tested. These include
PDTC that acts as both a radical scavenger and inhibitor of NF-kB activation [24].
Results showed that PDTC (5-50 uM) caused a dose-dependent inhibition of mitogen-
induced up-regulation of lymphocyte 5-HT14 mRNA (Fig. 6). The immunosuppressive
fungal metabolite gliotoxin (0.01-10 pug/ml) that appears to prevent degradation of IxB-
a [25], also caused a significant dose-dependent inhibition of mitogen-induced 5-HT14
up-regulation, while its inactive derivative methylthiogliotoxin (1-10 pg/ml) had no

significant effect (data not shown).

5-HT 14 Receptor Protein Expression in Splenocytes and Up-regulation by B and T Cell
Mitogens

To evaluate the expression of 5-HTis receptor protein in unstimulated and
mitogen-stimulated lymphocytes, cells were permeabilized, fixed, and subsequently
analyzed by indirect immunofluorescence and flow cytometry using a specific anti-
peptide antiserum directed against the third intracellular loop of the 5-HT;a receptor
[26]. Unstimulated splenocytes constitutively expressed the 5-HTia protein, since
greater than 90% of the cells were positive (Fig. 7A). After stimulation with PMA plus
ionomycin, the mean fluorescence intensity of 5-HT1a immunoreactivity was 4 times
greater (Fig. 7B) as compared to unstimulated cells, indicating an increased expression
of 5-HTja receptor protein. Cell incubation with buffer or with preimmune serum

yielded a much lower, non-specific fluorescence signal compared with the anti-5HT1a
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antiserum, without any variation between unstimulated (Fig. 7A) and mitogen-
stimulated cells (Fig. 7B). Moreover, binding of the antiserum to an intracellular epitope
was revealed by the absence of any consistent signal above background, unless the cells
were permeabilized (Figs. 7C and 7D). Double staining with anti-CD19 or anti-Thy1.2
and the anti-SHT;4 receptor antiserum showed similar levels of 5-HTa receptor protein
expression in activated B and T cells (not shown), consistent with the similar level of
induction of 5-HT;4 receptor RNA in the cells.

To visualize the localization of the 5-HT;o receptor immunoreactivity,
unstimulated and PMA plus ionomycin-stimulated cells were permeabilized and
incubated with the anti-5-HT;s antiserum whose binding was revealed by
immunocytochemistry using the horseradish peroxidase system. Labeling with the anti-
5-HT;a receptor antiserum yielded a little staining in the unstimulated cells (Fig. 7E),
while labeling of mitogen-stimulated cells showed a marked and uniform staining of the
cell membrane (Fig. 7E), without any consistent staining of the cytoplasm (Fig. 7F).
Labeling with the preimmune serum manifested no detectable signal in unstimulated and

mitogen-stimulated lymphocytes (data not shown).
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DISCUSSION

We showed previously that rat and mouse B lymphocyte in vitro proliferation in
response to mitogens is up-regulated by 5-HT and 5-HT14 agonists, and that selective 5-
HTa antagonists reverse the effect [18]. Others have shown that exposure to 5-HT1a
agonists potentiates mitogenic responses in human T cells, both in vivo [14] and in vitro
[13, 15, 16]. Conversely, exposure to inhibitors of 5-HT synthesis or to 5-HTia
antagonists, leads to inhibition of mouse T cell responses in vivo and human T cell
responses in vitro [17]. Additionally, previous radioligand binding studies using ’H-8-
OH-DPAT, a relatively selective 5-HT;, agonist, have shown an increased level of
specific binding sites on murine B lymphocytes [18], and human T lymphocytes [13]
after mitogenic stimulation. To further characterize the mechanisms of 5-HT14 receptor
regulation in lymphocytes, we used a quantitative RNase protection assay to assess
mRNA expression in mouse splenocytes. Our results demonstrate that unstimulated B
and T lymphocytes express low levels of 5-HT;a receptor mRNA that is markedly
increased after mitogenic stimulation in vitro, in accord with the previous operational
studies cited above. The results also show that purified B and T lymphocytes behave
similarly in their basal and mitogen-induced 5-HT14» mRNA expression. The increased
expression of 5-HT;a in mitogen-stimulated B and T cells is detectable at 24 h, and
reaches a maximum after 48 h. This delayed induction of 5-HT14 mRNA correlates with
the delayed augmentation of mitogen-induced B and T lymphocyte proliferation, which
peaks at 72 h of cell incubation in the presence of 5-HT;4 agonists. The late induction of
5-HT;4 mRNA by mitogens also suggests an indirect action including, e.g., mitogen-
induced cytokine synthesis that may in turn regulate expression of the mRNA for 5-
HT;4 in target B and T cells. Our studies further elucidate the possible mechanism of
mitogen-stimulated increase in 5-HT;4 mRNA. In particular, 5-HT1o mRNA stability
was not altered by mitogen treatment, indicating that increased RNA stabilization plays
no detectable role in the induction. In contrast, the RNA synthesis inhibitor actinomycin
D completely blocked the mitogen-induced over-expression of lymphocyte 5-HTia
mRNA, indicating that induction is due to transcriptional stimulation, as opposed to
post-transcriptional mRNA stabilization. Moreover, we show that exposure to several

NF-kB inhibitors including SN50, PDTC, and gliotoxin prevents any increase in 5-HT;4
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mRNA expression in mitogen-treated cells, suggesting a role for nuclear translocation of
NF-kB in the up-regulation of lymphocyte 5-HTi4 mRNA. Treatment of transfected
Chinese hamster ovary cells with 5-HT; 4 agonists has been shown previously to increase
5-HT;a receptor density via activation of the NF-kB pathway, by stimulating the
degradation of the inhibitory subunit, I-kB [32]. Two consensus NF-kB binding sites (at
—64 and —365 bp upstream from the initiation ATG) are located in a region with strong
enhancer activity that is highly conserved in rat and mouse [33-35]. In addition, recent
studies have shown that the p50/p65 subunits of NF-kB are positive regulators of the rat
5-HT}4 receptor promoter activity [36]. Both a proximal NF-kB site (at —64) and a distal
NF-kB site (at —365) contribute to this activity, whereas corticosteroids can repress it via
their glucocorticoid receptor. A variety of immune and inflammatory stimuli are well
known activators of nuclear translocation of NF-kB in lymphocytes [19-21]. Thus, we
hypothesize that like 5-HT;a agonists, immune stimulation may increase nuclear
translocation of NF-kB to enhance transcription of the 5-HT4 receptor gene imBand T
lymphocytes. Conversely, part of the immunosuppressive and anti-inflammatory action
of drugs such as glucocorticoids may be explained by repression of NF-kB-mediated
induction of 5-HT;4 receptor gene transcription in immune cells. Immunostaining with
the anti-5-HT;A antiserum followed by flow cytometry or by immunocytochemistry
analysis demonstrate that the expression of the receptor is low in unstimulated
lymphocytes, while it increased markedly upon mitogenic stimulation. This is consistent
with previous binding studies with radiolabeled agonists as performed by us on murine
B lymphocytes [18], and by others on human T cells [13]. Additional binding studies
with the 5-HT; antagonist [3H]WAY100635 also indicate the existence of few specific
binding sites on unstimulated murine splenocytes, and greater binding on PMA plus
ionomycin-stimulated cells (data not shown). Moreover, the immunocytochemical
studies show clearly that the receptor is localized to the plasma membrane both in
unstimulated and in mitogen-treated cells, and not in intracellular compartment. Similar
plasma membrane localization of 5-HTj4 receptor was demonstrated in neuronal cell
bodies and dendrites in adult rat brain [37], using immunocytochemistry with the same
anti-5-HT; antiserum as in this study. Together, the findings suggest that mitogenic

stimulation of transcription is paralleled by increased cell surface 5-HTis receptor
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immunoreactivity in lymphocytes. The role of the 5-HT;s receptor in the immune
response suggests that pharmacological manipulations which alter levels of 5-HT (eg.
reuptake blockers, or depletion) or directly modulate the 5-HTa receptor (eg. agonists,
antagonists) may constitute important strategies for immunomodulation. It is likely that,
in the course of tissue inflammation or immune response, the activation of B and T cells
may trigger a recurrent enhancement of proliferation that is supported, in part, by
induction and signaling of the 5-HT}4 receptor. Blockage of this enhancement in 5-HT14
receptor transcription or signaling may provide a useful clinical approach to modulate
immune and inflammatory responses. On the other hand, enhancement of 5-HT;4
induction or signaling may augment the immune response under conditions (such as
immunodeficiency diseases) where an enhanced immune response is desirable. This
hypothesis is consistent with previous reports showing that in vivo administration of the
partial 5-HT; agonist and anxiolytic/antidepressant drug buspirone, increases CD4 T-

cell counts and in vitro T-cell proliferation in HIV-seropositive patients [14].
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FIGURE LEGENDS

FiG. 1. 5-HTs-mediated up-regulation of mitogen-stimulated mouse T and B
lymphocyte proliferation. Mouse splenocytes were pre-incubated for 30 min at 37 °C
in the presence or absence of the 5-HT4 receptor antagonist WAY100635 (5 x 10° M),
and then cells were stimulated with 20 ug/ml PHA (A) or 1 ng/ml PMA plus 500 ng/ml
ionomycin (B) in the presence or absence of 10* M 5-HT or 5 x 10° M R(+)-8-OH-
DPAT (R-DPAT) as indicated. Cells were incubated for 72 h and proliferation was
measured by [3H]thymidine uptake during the last 6 h of culture. Student’s t test was
performed: mitogen-stimulated splenocytes vs. mitogen-stimulated splenocytes in the
presence of WAY100635: p value not statistically significant; mitogen-stimulated
splenocytes vs. mitogen-stimulated splenocytes in the presence of 5-HT or R-DPAT: § =
p<0.05; mitogen-stimulated splenocytes + 5-HT or R-DPAT vs mitogen-stimulated
splenocytes + WAY100635 + 5-HT or R-DPAT: * = p<0.05.

FIG. 2. Mitogen-stimulated mouse splenocytes express 5-HT1s receptor mRNA as
determined by RT-PCR. RNA samples were reverse transcribed (+RT) or not (-RT)
and subjected to PCR for 5-HT4 and GAPDH. No PCR products were present if these
RNA samples were not reverse transcribed (-RT). Total RNA was extracted from
freshly-isolated splenocytes (lane 1), splenocytes cultured during 48 h in the presence of
culture media (lane 2) or in the presence of 1 ng/ml PMA plus 500 ng/ml ionomycin
(lane 3), Ltk mouse fibroblast cells (lane 4), and LM1A cells (lane 5). Ltk” and LM1A
cells were used as negative and positive controls, respectively, for 5-HT;4 mRNA
expression. Lane 6 corresponds to a PCR with neither cDNA nor RNA, which were
replaced by H,0, in order to ensure the specificity of the PCR reactions. Lane M was

loaded with the GIBCO BRL DNA size marker, with sizes as indicated.

FiG. 3. Time-dependent up-regulation of 5-HT;4» mRNA expression in mitogen-
activated B and T lymphocytes. Total RNA from splenocytes incubated for different
periods of time in the presence or absence of mitogens was hybridized with radiolabeled
5-HT4 and 18S riboprobes. The protected RNA fragments were separated on a 5%
polyacrylamide-urea gel and quantitated by PhorphorImager analysis. Mitogens used:
medium control (lanes 4, 5, 10, 15), LPS (lanes 6, 11, 16), PHA (lanes 7, 12, 17), Con A
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(lanes 8, 13, 18), and PMA plus ionomycin (lanes 9, 14, 19). The incubation times were:
0 h (lane 4), 24 h (lanes 5-9), 48 h (lanes 10-14), and 72 h (lanes 15-19), as indicated.
Lane 1 was loaded with the RNA size marker, lane 2 with the undigested 5-HTy4 and
18S antisense probes which migrate at 180 and 99 bp, respectively, and lane 3 with
RNase-digested 5-HTj4 and 18S antisense probes. Relative 5-HTia levels were
calculated by normalizing the 5-HT;4 mRNA band to that of the 18S rRNA, and fold
increases in 5-HT;o expression induced by mitogens were calculated by using the
relative 5-HTa level in freshly isolated splenocytes (incubation time: O h) as a

reference.

FIG. 4. 5-HT14 mRNA expression in purified B and T lymphocytes. Freshly isolated
splenocytes were used for sorting of resting B and T lymphocytes, while cells treated
with PMA plus ionomycin during 36-48 h were used for sorting of activated B and T
lymphocytes. Resting and activated cells were gated on the basis of their FSC-SSC
profiles in flow cytometry, and B and T lymphocytes were sorted in the desired region
by negative selection. The purity of the sorting was verified by immunophenotyping,
and it was 93-97%. Total RNA isolated from resting lymphocytes (lanes 1-3) and
activated lymphocytes (lanes 4-6) was analyzed by RNase protection assay. Lanes I and
4 represent unsorted lymphocytes, lanes 2 and 5 are purified B lymphocytes, and lanes 3

and 6 are purified T lymphocytes.

FIG. 5. Time course of 5-HT1» mRNA degradation in splenocytes. Freshly isolated
splenocytes were let unstimulated (4) or were stimulated with PMA-ionomycin (PMA-
Tono) for 36 hours (B). Actinomycin D (Act. D, 10 ug/ml) was then added to stop all de
novo RNA transcription. Cells were harvested at the indicated times post-actinomycin
D-treatment and analyzed for 5-HT;» mRNA and 18S rRNA by an RNase protection
assay. Plots in C show the linear regression of the percentage of remaining 5-HTia
mRNA relative to time O and after normalization to the 18S rRNA. The coefficient of
regression (+°) is shown for unstimulated cells and for PMA-ionomycin-stimulated cells;

the calculated half-life was the same (26 h).
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FIG. 6. Blockage of mitogen-induced 5-HT;4 mRNA up-regulation by NF-kB
inhibitors. Total RNA was extracted from freshly isolated splenocytes or from
splenocytes stimulated with PMA plus ionomycin for 48 h and analyzed by RNase
protection assay for 5-HT;4 mRNA and 18 S rRNA expression. PMA plus ionomycin
stimulation was performed in the presence or absence of the indicated NF-kB inhibitors
used at the indicated concentrations. Shown are the bands corresponding to the protected
5-HT4 and 18S fragments, and the values of fold increase in the relative amount of 5-

HT;a expression in PMA-ionomycin-treated cells compared to freshly isolated cells.

Fic. 7. 5-HT;s protein expression in splenocytes as detected by
immunocytofluorometry and immunocytochemistry. A-D, immunocytofluorometry
analysis. Freshly isolated splenocytes (4, C) and splenocytes stimulated during 48 h with
PMA plus ionomycin (B, D) were incubated with a rabbit anti-5-HT1a antiserum
followed by a second step PE-labeled goat anti-rabbit Ig Ab. Cells were permeabilised
and fixed before incubation with the antiserum (4, B). As a control for intracellular
labeling with anti-5-HT;4 antiserum, cells were stained with the antiserum without prior
permeabilisation and fixation (C, D). Histograms of fluorescence of cells incubated with
the anti-5-HT, antiserum (bold line), or with buffer (dashed line), or preimmune serum
(thin line) are shown, as well as the values of the mean fluorescence intensity
corresponding to cells positive for anti-5-HT1a antiserum. E, F, immunocytochemistry
analysis. Unstimulated lymphocytes that were in the resting state of cell activation and
exhibited a small size (E), and lymphocytes treated with PMA plus ionomycin for 48 h
that underwent blast transformation and exhibited higher cell size (F) were subsequently
permeabilized and incubated with the anti-5-HTia receptor antiserum. Staining was
revealed by the horseradish peroxidase system, and visualized under photonic
microscope. The intensity of the staining was low (open arrowheads) and high (filled
arrowheads) in unstimulated and mitogen-stimulated lymphocytes, respectively, and it
was localized at the plasma membrane in both cell types. Results are representative of

three separate experiments.
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TABLE 1. Blast transformation and up-regulation of 5-HT;» mRNA expression in
mitogen-stimulated mouse splenocytes

Freshly isolated mouse spleen cells were incubated for 48 h in the presence of culture
medium or mitogen: LPS (10 pg/ml), PHA (20 pg/ml), Con A (5 ug/ml ), or a
combination of PMA (1 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml). All values represent the

mean + SD of at least 4 separate experiments.

Number of replicated | Blast transformation | Fold increase in 5-HTa
Mitogen experiments (%)* mRNA expression”
No mitogen 7 52 0.98 +0.17
LPS 4 416 343 +1.41
PHA 4 4713 3.03+1.26
Con A 4 83+ 16 3.76 £ 1.42
PMA-Ionomycin 7 88+ 11 4.90 = 1.90

“ Resting and blast cells were distinguished by flow cytometry based on their FSC-
SSC profiles, and the values indicated represent the percentage of blast cells within the
total cell population.

b Relative levels of 5-HT;4 mRNA were determined by RNase protection assay
using 18S rRNA as an internal standard. Fold increase in 5-HT;a expression induced by
mitogens was calculated by using the relative 5-HT1a level in freshly isolated

splenocytes as a reference.
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ABSTRACT

Serotonin (5-HT), a well-known neurotransmitter of the central nervous system,
has also been implicated in regulation of immune cells. Mitogen-activated B and T
lymphocytes overexpress the 5-HTjs receptor through NF-kB-dependent signaling
pathways, leading to 5-HT;a-mediated augmentation of lymphocyte proliferation. In the
present study, we investigated whether 5-HT influences the survival of mitogen-
activated mouse splenocytes, whether nuclear translocation of NF-kB is affected by 5-
HT in activated lymphocytes, and the role of the 5-HT1a receptor in these effects. We
found that 5-HT and R-DPAT, a selective 5-HTja receptor agonist, increased cell
survival and S phase transition in splenocytes stimulated by LPS, PHA, ConA, or a
combination of PMA and ionomycin. The mechanisms of increased cell survival were
further examined in splenocytes stimulated with PMA and ionomycin. The results
showed that 5-HT and R-DPAT inhibited cell death by apoptotis in mitogen-activated
splenocytes. Additionally, 5-HT and R-DPAT induced augmentation of nuclear
translocation of the p50 and p65 subunits of NF-kB in mitogen-activated splenocytes.
The increasing effects of 5-HT and R-DPAT on mitogen-activated cell survival, S phase
transition, and nuclear localization of NF-kB were all reversed by the selective 5-HT1a
receptor antagonist WAY-100635. These results indicate that 5-HTi1a-mediated
promotion of survival and proliferation of mitogen-activated B and T lymphocytes is

associated with increased translocation of NF-xB in the nucleus.

Key words: neuroimmunology; serotonin; 5-HT,, receptor; cell growth and survival;

apoptosis; NF-xB
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INTRODUCTION

Serotonin (5-hydroxytryptamine; 5-HT) is a neurotransmitter of the central
nervous system (CNS) that plays a key role in various cognitive functions such as
feeding, sleep, pain, depression, learning, and anxiety (Blier, de Montigny, & Chaput,
1987; Charney, Krystal, Delgado, & Heninger, 1990; Pramod, & Saxena, 1995). Some
of these processes are mediated by the 5-HTjs receptor, and the diversity of 5-HT
actions can be related to the localization of this receptor in some brain regions especially
the limbic system (T6rk, 1990; Pompeiano, Palacios, & Mengod, 1992). Outside the
CNS, 5-HT is released in lymphoid organs by noradrenergic nerves and at sites of
inflammation by platelets and rodent mast cells. We recently showed that 5-HT
increases mitogen-activated murine B and T lymphocyte proliferation by acting on the

5-HT, , receptor that is overexpressed on these cells through the nuclear factor-kB (NF-

kB)-dependent signaling pathways (Iken, Chheng, Fargin, Goulet, & Kouassi, 1995;
Abdouh, Storring, Riad, Paquette, Albert, Drobetsky, & Kouassi, 2001).

NF-kB is mainly composed of p50 and p65 subunits, which are normally retained
in the cytosol of non-stimulated cells by inhibitory molecules, IkB. In response to
several stimuli, IxB are rapidly phosphorylated and degraded, allowing translocation of
NF-kB complexes into the nucleus and activation of NF-kB elements (Barnes, & Karin,
1997). This transcription factor is involved in regulation of many immune and
inflammatory responses. Other important functions of NF-kB are activation of genes
that increase cell survival and protect cells from apoptosis, and regulation of cell cycle
progression (Karin, 1999; Barkett, & Gilmore, 1999). One previous study has shown
that the 5-HT4 receptor is positively coupled with activation of NF-kB in transfected
CHO cells (Cowen, Molinoff, & Manning, 1997), but it is still unknown whether such
coupling exists in primary cell cultures of lymphocytes.

The aim of the present study was to evaluate the effects of 5-HT on the survival
of mitogen-activated mouse spleen lymphocytes, and on mitogen-induced NF-xkB
translocation into the nucleus, and to determine the role of 5-HT}4 in these effects. The

results indicate that 5-HT promotes the survival and cell cycle progression of mitogen-
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activated lymphocytes in association with increased nuclear translocation of NF-kB

through interaction with the 5-HT4 receptor.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

Female, Balb/c mice, 6-12 weeks of age, were purchased from Charles River (St-
Constant, Québec, Canada) and maintained in our animal facilities until use.
Reagents

All culture media were purchased from Gibco (Burlington, Ontario, Canada).
Escherichia coli Lipopolysaccharide; LPS (serotype 0111:B4), Phytohemagglutinine;
PHA (P-Lectine from Phaseolus vulgaris), Concanavalin A; ConA (Lectine from
Phaseolus vulgaris), Phorbol 12-myristate 13-acetate; PMA, serotonin hydrochloride;
and S-(-)-propranolol hydrochloride were from Sigma (St-Louis, MO). R(+/-)8-OH-
DPAT and WAY-100635 were from RBI (Natick, MA). Ionomycin was from
Calbiochem (La Jolla, CA). Fetal bovine serum (FBS) was purchased from hyclone
(Logan, UT). [*H] thymidine ([*H] TdR; specific activity 2 Ci/mmol) was obtained from
Du Pont NEN (Mississauga, Ontario). Other reagent are purchased as indicated
elsewhere.
Spleen cell preparation and culture

Balb/c mice were killed by cervical dislocation. Spleens were then aseptically
harvested and gently teased into a single-cell suspension in Hank's balanced salt solution
(HBSS). Red blood cells were removed by an osmotic shock (NH4Cl), and cells
resuspended in a culture medium consisting of RPMI-1640 medium supplemented with
penicillin (100U/ml), streptomycin (100 pg/ml), L-glutamine (2 mM), and 10% FBS.
Cells were used immediately (fresh spleen cell preparation) or alternatively, were
activated by culture in the presence of optimal mitogen concentrations; LPS (10 ug/ml),
or PHA (20 pg/ml), or ConA (5 ug/ml),or PMA (1 ng/ml) and ionomycin (500 ng/ml)
for different periods of time, for blast recovery. Cells were cultured in flat-bottomed 96-
well culture plates (Gibco) at a density 4.10° cells/well in a total volume of 200 ul at
37°C in humidified air containing 5% CO,. Cell counting and viability were assessed by
trypan blue exclusion.

Cell viability




89

Cell viability was determined by trypan blue staining. The number of stained
(non-viable) and unstained (viable) cells were counted and the level of cell viability was
expressed as percentage of unstained versus total (stained + unstained) cells.
Measurement of apoptotic cells and cell cycle analysis

Levels of apoptotic cells and cell cycle phases were determined by propidium
iodide-stained nuclei. Staining of nuclei was performed using the CycleTEST PLUS
DNA reagent kit (Becton Dickinson) according to the manufacturer instructions. Briefly,
10° cells were resuspended and washed two times at 300 g for 5 min in 1 ml citrate
buffered solution into a 12 x 75 mm tubes. The pellet was gently resuspended in 250 pl
solution A (trypsin in a spermine tetrahydrochloride detergent buffer) for 10 min at room
temperature. This is followed by addition of 200 ul solution B (trypsin inhibitor and
ribonuclease A in citrate stabilizing buffer with spermine tetrahydrochloride) and
incubation for 10 min at room temperature. 200 ul of cold solution C (propidium iodide
[PI] and spermine tetrahydrochloride in citrate stabilizing buffer) was then added to the
nuclei and the preparation was incubated for a further 10 min in the dark at 4°C. The
nuclei were filtered through 40 um nylon mesh. Acquisition of nuclei preparations was
performed employing a FACScan flow cytometer (Becton Dickinson) and Lysis II
acquisition software with the electronic doublet-discrimination module (DDM)
activated. 20.000 events were recorded for each sample. Analysis of cells undergoing
apoptosis was carried out using the ModFit software and the percentage of events at Ao
(sub-Go) was recorded. To determine the percentage of cells in GO/G1, S, and G2/M
phases, analysis was made by CellFit software provided by the manufacturer.

Flow cytometric NF-kB analysis

Preparation of nuclei for NF-kB activation study was performed as for apoptosis
study with some modifications. Briefly, 10° cells were resuspended and washed two
times at 300 g for 5 min in 1 ml citrate buffered solution into a 12 x 75 mm tubes. The
pellet was gently resuspended in a mixture 250 pl solution A and 200 pl solution B for
10 min at room temperature. 40 ul of rabbit polyclonal NK-kB antibodies (anti-RelA
and anti-p50) or control antibody (Santa Cruz) was then added for a 10 min incubation at
room temperature, followed by a further 10 min incubation with 2,5 ul of FITC-

conjugated anti-rabbit monoclonal antibody (Santa Cruz). 200 ul of cold solution C was
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then added to the nuclei and the preparation was incubated for a further 10 min in the
dark at 4°C. The nuclei were filtered through 40 um nylon mesh. Acquisition of nuclei
preparations was performed employing a FACScan flow cytometer and Lysis II
acquisition software with the DDM activated. 20.000 events were recorded for each
sample and analysis was carried out using Lysis II analysis software (Foulds, 1997).
Analysis of double-stained nuclei needs two different detection filters. FL2 detector for
PI staining, and FL1 detector for FITC labeled NF-kB subunits.
Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM and results are representative of at least three
independent experiments. A one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett’s t-test was used for multiple comparisons with one control group. Statistical
differences between drugs-treated and respective untreated control cells were set at p <

.05.
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RESULTS

5-HT decreases spleen lymphocyte cell death

Spleen lymphocytes were cultured in the presence or absence of different
mitogens for different periods of time ranging from 24 to 72 h. Cell death was assessed
by trypan blue exclusion staining. As shown in Table 1, cell viability of mitogen-
activated and control lymphocytes decreased with incubation time, although mitogen
stimulation yielded better viability. In the presence of 5-HT (10 M), cell viability of
mitogen-activated lymphocytes was increased. Optimal effects were observed at 48-72
h, reaching 16, 21, 11, and 20% increases by 5-HT in lymphocytes stimulated with LPS,
PHA, ConA, and PMA-Iono, respectively. 5-HT did not affect the viability of
unstimulated control cells (not shown).
5-HT 4 receptor-mediated protection against lymphocyte death

Spleen lymphocytes were stimulated for 48 or 72 h by a combination of PMA
and ionomycin in the presence or absence of 5-HT (10* M) and the 5-HT;4 receptor
agonist R-DPAT (10'5 M). 5-HT and R-DPAT increased cell viability by 13% to 14%
and 12% to 9% after 48 and 72 h of culture, respectively (Fig. 1). The 5-HT1a receptor
antagonist WAY-100635 dose-dependently inhibited the lymphoprotective effects of 5-
HT and R-DPAT, while it was ineffective by itself (Fig. 1). This indicated that the effect
of 5-HT on lymphocyte viability was mediated by the 5-HT14 receptor.
5-HT inhibits apoptosis through the 5-HT 14 receptor

Thereafter, we assessed whether the lymphoprotective effect of 5-HT was
mediated by inhibition of cell death by apoptosis. Nuclei from the same cell cultures as
above were analysed by flow cytometry to evaluate the percentage of aneuploid sub-GO
apoptotic cells. As shown in Fig. 2A, the percentage of apoptotic cells increased with
time in mitogen-activated cells reaching a maximum of about 40% after 48-72 h. 5-HT
and R-DPAT significantly lowered the percentage of apoptotic cells in mitogen-
activated cells down to 26%. In order to prove whether the protective effects of 5-HT
and R-DPAT against apoptotic cell death were mediated by the specific stimulation of
the 5-HTjs receptor, we evaluated whether WAY-100635 could antagonize these
effects. Indeed, WAY-100635 was able to reverse in a dose-dependent manner agonist-

induced decrease in the percentage of apoptotic cells, in conditions where WAY-100635
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was ineffective by itself (Fig. 2B). The reversal by WAY-100635 was statistically
significant after 48 h of culture, but not after 72 h. Lack of significance at 72 h was
probably related to the large variations, as reflected by the SEM values (Fig. 2B).
5-HT;4-mediated increase in mitogen-activated lymphocyte S phase transition

To determine whether 5-HT;4 receptors are involved in lymphocyte cell cycle
progression, analysis was performed on mouse spleen cells cultured for 48 and 72 h in
the presence or absence PMA and ionomycin, with or without 5-HT4 ligands. As shown
in Table 2, the percentage of cells in the S phase increased at 72 h, while those in G0/G1
decreased in mitogen-stimulated cells as compared to unstimulated cells. A few amounts
of G2/M phase cells (about 7%) were also induced by the mitogen, against virtually no
cell in this phase in unstimulated cells. Treatment with 5-HT or R-DPAT resulted in
further increases in the proportion of cells in S phase over the level induced by mitogen
stimulation, and this was to the detriment of GO/G1 cells. The effects of 5-HT and R-
DPAT were dose-dependently inhibited by WAY-100635 indicating involvement of the
5-HT;4 receptor. Similar results were obtained after 48 h of culture (data not shown).
5-HT increases NF-kB activation through the 5-HT 4 receptor

Since NF-xB is a pivotal transcription factor in the regulation of apoptosis and
cell cycle progression, we studied the effects of 5-HT and 5-HT4 ligands on activation
of this transcription factor in mitogen-stimulated lymphocytes stimulated. Cell nuclei
from spleen lymphocytes stimulated by PMA and ionomycin in the presence or absence
of 5-HT and R-DPAT were detected by indirect immunofluorescence with antibodies
directed against the p50 and the p65 subunits of NF-kB, and analysed by flow cytometry
for measurement of mean fluorescence intensities. Mitogenic stimulation induced only a
slight and non-significant increase of translocation of pS0 and 65 subunits as compared
to medium controls. However, in the presence of 5-HT or R-DPAT, nuclear
translocation of both subunits of NF-kB was significantly increased over the level

induced by the mitogen, and the effect was inhibited by the antagonist WAY-100635
(Fig. 3).
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DISCUSSION

5-HT has been found to affect the functions of NK cells, macrophages, and T and
B lymphocytes (Sternberg, Trial, & Parker, 1986; Hellstrand, & Hermodsson, 1987;
Sternberg, Wedner, Leung, & Parker, 1987; Choquet, & Korn, 1988; Hellstrand, &
Hermodsson, 1993; Aune, Golden, & McGrath, 1994). Recently, we have shown that 5-
HT increases mitogen-induced lymphoproliferation by acting upon the 5-HT,, receptor
(Blier, de Montigny, & Chaput, 1987; Charney, Krystal, Delgado, & Heninger, 1990). In
the present study, we demonstrate that 5-HT interacts with the 5-HT,, receptor to
prevent apoptotic cell death of activated spleen lymphocytes. This is consistent with
previous reports showing that 5-HT possesses a potent neuroprotective potential against
focal ischemia- or glutamate-induced toxicity of hippocampal cells and astrocytes (Liu,
& Lauder, 1991; Prehn, Welsch, Backhauf, Nuglisch, Ausmeier, Karkoutly, &
Krieglstein, 1993). Moreover, it has been shown that stimulation of the 5-HT4 receptor
inhibits apoptosis induced by serum deprivation in cultured neurons from chick embryo
(Ahlemeyer, & Krieglstein, 1997). Thus, our own observations on the lymphotrophic
and lymphoprotective effects of 5-HT are well in accordance with its neurotrophic and
neuroprotective potential. This further supports the parallelism between the nervous and
immune systems.

NF-kB is known as an anti-apoptosis mediating factor (Neiman, Thomas, &
Loring, 1991). We asked if this transcription factor is activated by 5-HT in lymphocyte
cultures, in parallel with its protective effects against lymphocyte cell death by
apoptosis. Our results show that 5-HT and R-DPAT increase nuclear localisation of both
p50 and p65 subunits of NF-kB. This activation was inhibited by WAY-100635
indicating the involvement of the 5-HT;4 receptor in this process. A previous report has
shown that activation of the 5-HT;a receptor triggers activation of NF-xB in transfected
CHO cells (Cowen, Molinoff, & Manning, 1997). Hence, the results of the present study
provide for the first time evidence for 5-HT14 coupling to NF-kB in primary cultures of
lymphocytes. Since increased translocation of NF-kB by 5-HT is associated with
increased survival and proliferation of lymphocytes, it is tempting to speculate that these

effects are strictly correlated. Future studies are required to elucidate the role of NF-kB
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activation in the anti-apoptotic and proliferative effects of 5-HT and 5-HT14 agonists in
activated lymphocytes.

Regulation of NF-kB activation may involve several steps. Dimers are
sequestrated in the cytosol in latent form by IkB. Several stimuli trigger phosphorylation
and ubiquitination of IkB followed by its degradation allowing the freeing of the dimers
and their translocation into the nucleus. IkB kinases (IKK) are the main mediators of this
activation. However, other pathways such as ras, raf, MAPKK and PI-3-K are also
involved (Finco, & Baldwin, 1993; Ozes, Mayo, Gustin, Pfeffer, Pfeffer, & Donner,
1999), some of which are known as potential transducers of 5-HT1a signaling in other
cell systems (Cowen, Sowers, & Manning, 1996; Garnovskaya, Mukhin, & Raymond,
1998; Della Rocca, Mukhin, Garnovskaya, Daaka, Clark, Luttrell, Lefkowitz, &
Raymond, 1999). The specific kinases that are potentially involved in 5-HT1s-mediated
NF-xB activation remain to be determined in further studies. Some studies have shown
that 5-HT decreases the production of reactive oxygen intermediates (ROI) (Schuff-
Werner, Splettstosser, Shmidt, & Huether, 1995; Huether, Fettkotter, Keilhoff, & Wolf,
1997). ROI are potent cytotoxic and pro-apoptotic molecules, and their elimination is
thought to protect against apoptosis (Seaton, Cooper, & Schapira, 1997). Thus, it is
likely that the antioxidant‘activity of 5-HT could contribute in its anti-apoptotic effects
on lymphocytes (Schuff-Werner, Splettstosser, Shmidt, & Huether, 1995).

In summary, the data of this study provide evidence that lymphocyte apoptosis is
prevented by stimulation of 5-HT4 receptors. This suggests that 5-HT and its specific 5-
HT; 4 receptor may be involved in prolongation of lymphocyte survival in the course of
immune stimulation and inflammation. Thus, the 5-HT;a receptor of activated
lymphocytes may contribute to a positive regulatory loop in which NF-kB signaling
plays a pivotal role, leading to overexpression of the receptor, and then to prolongation
of lymphocyte survival and proliferation upon binding of the receptor to its

physiological ligand.
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FIGURE LEGENDS

FIG. 1. 5-HTs-mediated increase in lymphocyte viability. Spleen lymphocytes were
incubated for 48 or 72 h in the presence of 1 ng/ml PMA plus 500 ng/ml ionomycin with
or without 5-HT (10 M), R-DPAT (10° M), and WAY-100635 (10°-5 x 10” M), and
cell viability was assessed by trypan blue dye exclusion. Values are given as mean *
S.EMM. of at least 4 experiments. * shows differences between agonist-treated and
agonist-untreated cultures, and @ shows differences between antagonist-treated and

antagonist-untreated cultures.

FIG. 2. 5-HT;5-mediated inhibition of mitogen-activated lymphocte apoptosisi. Spleen
lymphocytes were incubated for 24-72 h with or without PMA and ionomycin, in
combination with 5-HT, R-DPAT, and WAY-100635, and the percentage of apoptotic
cells was determined by analysing the sub-GO population. (A) Time course of the effect
of 5-HT and R-DPAT on the percentage of apoptotic cells in mitogen-stimulated cells.
(B) Reversal of the protective effects of 5-HT and R-DPAT by WAY-100635 on
lymphocyte apoptosis. Values are given as mean * S.E.M. of at least 4 experiments. *
shows differences between agonist-treated and agonist-untreated cultures, and @ shows

differences between antagonist-treated and antagonist-untreated cultures.

FIG. 3. 5-HTis-mediated augmentation of nuclear translocation of NF-xB in
lymphocytes. Spleen lymphocytes were treated or not with 5-HT or R-DPAT in the
presence or absence of WAY-100635 and the nuclear localisation of p50 and p65 sub-
units of NF-xB was determined by immunofluorescence and flow cytometry analysis.
Values are given as mean * S.E.M. of 2 to 5 experiments. * shows differences between
agonist-treated and agonist-untreated cultures, and @ shows differences between

antagonist-treated and antagonist-untreated cultures.
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TABLE 1

Time course of 5-HT effects on the percentage of viable cells in mitogen-activated

lymphocytes
Incubation time

Treatment 24 h 48 h 72h
Medium 782+ 1.6 540+7.8 51.9+£10.0
LPS 792+ 2.7 755+3.2 64.3 +4.8
LPS + 5-HT 87.2+6.3 81.8 +2.4% 74.8 + 4.9*
PHA 69.6 +2.2 63.9+5.8 62.5+4.8
PHA + 5-HT 77.7+7.7 81.7 + 7.5% 75.9 + 8.0*
ConA 84.9 +6.6 75.9+6.9 76.1+25
ConA + 5-HT 91325 88.2 + 4.6* 84.1 + 4.5*
PMA-Iono 83.8+4.3 76.2+6.2 67.6+64
PMA-Iono + 5-HT 92.9 + 2.3* 88.8 + 5.3* 81.0 + 5.6*

Cells were incubated for the indicated times with or without mitogens, in the presence or
absence of 5-HT (10'4 M), and cell viability was assessed by trypan blue dye exlusion.
Values are given as mean + S.E.M. of at least 3 experiments. The viability of freshly
isolated cells was 96.3 + 1.5%. * shows difference from corresponding controls without

5-HT.
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TABLE 2

5-HT;a-mediated augmentation of S phase transition in mitogen-stimulated lymphocytes

Cell DNA content
Treatment G0/G1 S G2/M
Medium 74 +2 26 +2 0+0
PMA-Iono 63 + 3* 30 + 2% 7+ 1%
+ WAY (10°M) 64 + 4 313 5+3
+ WAY (5x10°M) 63 +3 29+ 2 9+2
PMA-Iono + 5-HT (10*M) 55 + 1%** 37 + 1%* 8+1
+ WAY (10°M) 55+1 3712 8+1
+ WAY (5x10°M) 63 + 4* 32+ 5" 5+3
PMA-Iono + R-DPAT (10°M) 55 + 1** 41 + 4** 4+4
+ WAY (10°M) 59+3 36 +2 5+2
+ WAY (5x10°M) 63+ 2" 32 + 2* 6+2

=

Cells were incubated for 72 h with or without PMA and ionomycin, in combination wit
5-HT, R-DPAT and WAY-100635. Cell cycle progression was analysed as described
under Materials and Methods. Values are given as mean * S.E.M. of 3-4 experiments.
The proportions of freshly isolated cells in GO/G1, S, and G2/M were 98 + 2, 1 + 0, and
2 + 2%, respectively. * shows differences between medium and PMA-Iono-treated cells.
** shows differences between PMA-Iono-treated cells and PMA-Iono + 5-HT14 agonist-
treated cells. * shows differences between PMA-Iono + 5-HT14 agonist-treated cells and

PMA-Iono + 5-HT;4 agonist and 5-HT; santagonist-treated cells.
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CHAPITRE 4.
DISCUSSION

Des interactions fonctionnelles entre les systémes nerveux et immunitaire ont
lieu a travers un réseau complexe impliquant les neurotransmetteurs, les neuropeptides,
les hormones et les cytokines. En I’occurrence, la sérotonine a une place prédominante
dans ces interactions. Il est rapporté que la sérotonine régule plusieurs facettes des
réponses immunitaires. Cependant, les récepteurs impliqués sont peu caractérisés. Une
revue récente sur l’implication de la sérotonine dans la régulation des réponses
immunitaires a conclu en la nécessité d’étudier la distribution des récepteurs
sérotoninergiques au niveau des cellules immunitaires en utilisant préférentiellement des
techniques de biologie moléculaire (Mossner et Lesch, 1998). Sur le plan moléculaire, le
but de cette étude était de caractériser le récepteur 5-HT,, des lymphocytes B et T en
évaluant I’expression de son ARN messager et de sa protéine membranaire. Par la suite,
nous avons étudié les mécanismes moléculaires qui régissent la régulation de son
expression. Sur le plan fonctionnel, notre but était d’évaluer I'implication du récepteur
5-HT;4 dans la régulation de la prolifération et la survie des lymphocytes T et B. Ces
études ont été complétées par 1’évaluation du rdle du NF-xB dans la signalisation du

récepteur 5-HT,, des lymphocytes.

1. Caractérisation moléculaire du récepteur 5-HT), des lymphocytes

1.1. Etude de I’expression de I’ ARN messager 5-HT;, au niveau des lymphocytes

Le récepteur 5-HT;, est un récepteur a sept domaines transmembranaires. Ces
derniers présentent une grande homologie de séquence avec les autres récepteurs couplés
aux protéines G. Cependant, des différences remarquables existent au niveau des boucles
extracellulaires et intracytoplasmiques (Hoyer et coll., 1994). Nous avons utilisé des
amorces sens et antisens dérivés, respectivement, de la deuxiéme boucle extracellulaire
et de la troisiéme boucle intracytoplasmique du géne du récepteur 5-HT, pour faire une

RT-PCR spécifique du 5-HT;, (Figure 6). Ce test nous a confirmé la présence de I’ ARN
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messager 5-HT;, au niveau des lymphocytes. Le produit de PCR a exactement le poids
moléculaire attendu; soit 413 bp. Le méme produit de PCR a été observé dans tous les
contrdles positifs que nous avons utilisés, a savoir le cerveau de rat et les lignées
cellulaires LZD-7 et LM1A qui sont des fibroblastes Ltk(-) transfectés, respectivement,
avec de I’ADN complémentaire (ADNc) 5-HT,, de rats ou de souris (Albert et coll.,
1990; Charest et coll., 1993). Par contre, aucun produit de PCR n’a été révélé dans le
contrdle négatif qui consiste en la lignée Ltk(-) non transfectée.

Ces résultats sont en accord avec ceux de Aune et ses collaborateurs. En effet, en
utilisant une paire d’amorces dérivées, respectivement, des séquences des cinquiéme et
sixiéme régions transmembranaires du géne 5-HT;, humain, ils ont obtenu un produit de
PCR de 500 bp & partir de I’ARN messagers de lymphocytes T humains et de la lignée
Jurkat (Aune et coll., 1993). En revanche, les lymphocytes de rat ne semblent pas
exprimer I’ARN messager 5-HT,, (Stefulj et coll., 2000). Ceci peut-étre expliqué par
une différence inter-espéces. Mais, il faut noter qu’en utilisant une autre paire d’amorce
dérivées des séquences des deuxiéme et septiéme domaines transmembranaires (Charest
et coll., 1993), nous n’étions capables d’amplifier le signal 5-HT., que trés rarement au
niveau des lymphocytes et des contrdles positifs (lignées cellulaires LM1A et LZD-7, et
dans des échantillons de cerveau). Donc, le choix des amorces peut aussi expliquer

’absence de signal dans le modéle de Stefulj et coll. (2000). Malheureusement, ces

auteurs n’ont pas publié les séquences de paires d’amorces qu’ils ont utilisées.

1.2. Régulation de I’expression de I’ ARN messager 5-HT, au niveau des lymphocytes

BetT

Pour étudier la régulation de I’expression de I’ARN messager 5-HT,s, nous
avons utilisé un test de protection a la RNase. Cette technique présente I’avantage d’étre
quantitative. En effet, I’évaluation quantitative de I’ ARN messager 5-HT}4 est plus aisée
avec la RPA qu’avec une RT-PCR quantitative. Nous avons tiré profit de la spécificité
de la séquence de la troisiétme boucle intracytoplasmique pour préparer un substrat
d’ADNc qui correspond aux nucléotides (n659-n785) du 5-HT,4 de souris (Figure 6).

Nous avons détecté un signal au niveau des lymphocytes non stimulés. Le méme signal a
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été trouvé dans la lignée cellulaire LM1A (contrdle positif), et non au niveau de la lignée
cellulaire Ltk (-) (contrdle négatif), ce qui témoigne de la spécificité du test. De plus,
Pactivation des lymphocytes par différents mitogénes de lymphocytes T (PHA et ConA)
ou de lymphocytes B (LPS) ou non spécifique (combinaison PMA-Iono) induit une
augmentation temps dépendante du niveau d’expression de I’ARN messager 5-HT;a. Le
maximum d’augmentation est atteint aprés 48 heures de stimulation par les mitogenes.
Ces résultats sont en accord avec ceux d’autres laboratoires. En effet, il est rapporté que
les lymphocytes T humains du sang périphérique expriment I’ARN messager 5-HT;, et
que son expression est augmentée au niveau des lymphocytes activés par la PHA apres
48 heures d’incubation (Aune et coll., 1993; Marazziti et coll., 1995).

Ces données s’accordent avec ceux que nous avons déja obtenus quant a
1’amplification de la prolifération mitogénique des lymphocytes par la sérotonine via le
récepteur 5-HT;,. En effet, le maximum d’amplification est atteint aprés 72 heures
d’incubation, ce qui est subséquent & I’augmentation de I’expression du récepteur. En
revanche, les lymphocytes non activés n’expriment pas suffisamment de récepteur 5-
HT;, pour permettre a la sérotonine de réguler la prolifération de ces cellules.

L’augmentation de la réponse lymphoproliférative par la sérotonine via le
récepteur 5-HT, s’observe aussi bien au niveau des lymphocytes B (Iken et coll., 1995)
que des lymphocytes T (Aune et coll., 1994; cette étude). Aussi, nous avons étudi€ la
régulation de I’expression de I’ ARN messager 5-HT, au niveau de ces deux populations
lymphocytaires. Nos résultats montrent qu’aussi bien les lymphocytes B que les
lymphocytes T expriment I’ARN messager 5-HT;a. Les niveaux d’expression de ces
transcrits sont similaires au niveau de ces deux types de lymphocytes.

Si dans le cas des lymphocytes T, nous confirmons le résultat de Aune et ses
collaborateurs (Aune et coll., 1993), nous démontrons pour la premicre fois que les

lymphocytes B aussi expriment cet ARN messager.
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1.3.  Mécanismes moléculaires de régulation de I’expression de I' ARN messager 5-

HT,4 des lymphocytes B et T activés

L’accumulation des ARN messagers est régi par deux mécanismes, (i) une
stabilisation de ces ARN messagers en augmentant leurs demi-vies par des processus
post-transcriptionnels, et (ii) la synthése de novo de nouveaux transcrits. L’actinomycine
D est un inhibiteur transcriptionnel qui bloque la transcription génique. Le traitement des
lymphocytes activés ou non avec ce produit ne montre pas qu’il y a stabilisation des
transcrits 5-HT,, au niveau de ces derniers. En effet, le patron de dégradation des ARN
messagers 5-HT, est similaire au niveau des lymphocytes activés et des lymphocytes au
repos. En d’autres termes, la demi-vie des transcrits 5-HT, est la méme dans les deux
pools de cellules. De plus, I’actinomycine D bloque la surexpression de I’ARN messager
5-HT,, au niveau des lymphocytes activés. Ces données suggérent que la régulation de
’expression de I’ARN messager 5-HT;, est due principalement 2 des mécanismes
transcriptionnels plutot qu’a des processus de stabilisation post-transcriptionnels.

L’ARN messager 5-HT,, des lymphocytes semble étre plus stable (t,, = 26
heures) comparativement a d’autres ARN messagers tels que ceux codant pour les
cytokines (t,, de 1’ordre dequelques minutes seulement). Plusieurs études ont démontré
que la région non-traduite 3° (3°UTR) des ARN messagers joue un role important dans
la stabilisation de ces derniers. En effet, la présence de séquences répétitives AUUUA au
niveau de la 3’UTR d’une variété d’ ARN messagers corréle avec leur dégradation rapide
(Bohjanen et coll., 1991; Clevland et Yen, 1989). Par exemple, la déplétion d’une
séquence riche en AU de la 3’UTR de I’ARN messager c-fos confére une stabilité accrue
aux transcrits produits de construits transfectés (Wilson et Treisman, 1988). A I’inverse,
I’insertion d’une séquence de 51 nucléotides riche en AU dérivée de la 3°UTR de I’ARN
messager du GM-CSF, dans la région 3°UTR de ’ARN messager de la B-globine
augmente I’instabilité de ce dernier (Shaw et Kamen, 1986). Ainsi, la présence de
séquences AU ou AUUUA semble jouer un role déterminant dans I’instabilité des ARN
messager, probablement parce que ces séquences représentent des cibles dans les voies

de dégradation des ARN messager. Or, 1’analyse de la structure de I’ARN messager 5-
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HT 4 révéle que ce dernier n’a pas de motifs AUUUA dans sa séquence 3’UTR (Charest
et coll., 1993). Ceci pourrait donc expliquer sa relative stabilité.

Nous avons alors étudié les mécanismes transcriptionnels qui seraient
responsables de la régulation de 1'expression de I'ARN messager 5-HT)a.

Comme nous l’avons mentionné dans des sections précédentes, le facteur
nucléaire NF-kB est un facteur de transcription ubiquitaire et inductible par différents
stimuli (Tableau 4). 11 est impliqué dans la régulation des réponses immunitaires et
inflammatoires, incluant D’activation (i.e. cytotoxicité, production de cytokines
inflammatoires) et la prolifération des lymphocytes B et T stimulés par différents
mitogenes tels que le LPS, la PHA et la ConA (Baeuerle te Henkel, 1994; Barnes et
Karin, 1997; Sha, 1998). Nous avons testé I’implication de ce facteur de transcription
comme un candidat potentiel dans la régulation transcriptionnelle de I’ ARN messager 5-
HT;.. Nous avons utilisé des inhibiteurs spécifiques du NF-kB qui agissent a différents
niveaux de la cascade de son activation; a savoir le NF-kB-SN50, le PDTC et la
gliotoxine (Figure 11) (Epinat et Gilmore, 1999).

Le SN50 est formé de la région hydrophobe de la séquence-signale du K-FGF
(Kaposi fibroblast growth-factor) et le signal de localisation nucléaire du NF-kB
(Tableau VI) (Lin et coll., 1995). Ainsi, il est capable de diffuser dans le cytoplasme

pour entrer en compétition avec le NF-kB lors du transport nucléaire.

Tableau VI. Séquences du peptide synthétique inhibiteur du NF-xB; NF-kB SN50 et son

analogue inactif SNSOM.
SN50 AAVALLPAVLIALLAPVQRKRQKLMP
SNSOM AAVALILPAVLIALLAPVQRNGQKLMP

La séquence-signale hydrophobe qui permet I’entrée dans la cellule est soulignée.
La séquence de localisation nucléaire du NF-kB p50 est en gras et les résidus
mutés dans SN5OM sont en italique. Tirée de Lin et coll., 1997.
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Le traitement des lymphocytes activés par la combinaison de PMA et
ionomycine, avec le SN50, bloque de fagcon dose dépendante I’augmentation de
Pexpression de P’ARN messager 5-HT,». En revanche, 1’analogue inactif du SN50,
SN50M qui contient une mutation dans le signal de localisation nucléaire du NF-xB
(Tableau 6) (Lin et coll., 1995), n’affecte nullement 1’expression de cet ARN messager,
indiquant la spécificité de I’action inhibitrice du SN50.

D’autres inhibiteurs du NF-kB, qui agissent par des mécanismes différents de
ceux du SN-50, ont les mémes effets sur I’expression de I’ARN messager 5-HTs. C’est
le cas du PDTC et de la gliotoxine. Le PDTC, qui est un antioxydant et inhibiteur du
NF-kB (Figure 11) (Schreck et coll., 1992), inhibe aussi de fagon dose dépendante
I’expression de ’ARN messager 5-HT;, des lymphocytes activés. De son cOté, la
gliotoxine, qui est un métabolite secondaire de champignons tel que aspergillus
fumigatus bloque I’activation du NF-kB en inhibant la phosphorylation et la dégradation
de la sous-unité inhibitrice IkB (Figure 11) (Pahl et coll., 1996). Cet agent cause aussi
une inhibition dose dépendante de I’expression de I’ARN messager 5-HTa. Par contre,
son dérivé inactif, la méthylthiogliotoxine, reste sans effet. Donc, I’ensemble de ces
résultats suggére un role de la translocation nucléaire du NF-xB dans la régulation
transcriptionnelle de I’expression de I’ARN messager 5-HT4 des lymphocytes.

Des travaux antérieurs ont montré que le traitement de cellules ovariennes de
hamster chinois (CHO) avec des agonistes 5-HT;, (8-OH-DPAT) augmente la densité
des récepteurs 5-HT, via I’activation du facteur NF-kB, mesurée par I’augmentation de
la dégradation de la sous-unité IkB-a, et D’activation d’un géne rapporteur
chloramphénicol acétyltransférase (CAT) sous contrdle de séquences consensus kB
(Cowen et coll, 1997). Deux séquences consensus KB pour la liaison du NF-kB ont été
localisées au niveau du promoteur 5-HT;, avec une grande activité enhancer. Ces
séquences sont situées a —64 et 365 bp en amont du site d’amorce de la transcription
ATG. Cette région est trés conservée chez le rat et la souris (Figure 6) (Meijer et coll.,
1998; Storring et coll., 1999; Ou et coll., 2000). Ces séquences consensus IkB sont
fonctionnelles. En effet, des études récentes ont montré que 1’hétérodimere pS0/p65

régule de fagon positive I’activité de la région promotrice du récepteur 5-HT,,, et aussi
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bien la séquence proximale (-64 bp) que la distale (-365 bp) contribuent a cette activité
(Wissink et coll, 2000).

Les corticostéroides, qui sont de forts inhibiteurs du NF-xB (Barnes et Karin,
1997), bloquent ’expression de I’ARN messager 5-HT;, au niveau de I’hippocampe et
des lignées cellulaires transfectées avec 5-HT;, (i.e. COS-1) (Meijer et Kloet, 1994;
Wissink et coll., 2000). Les glucocorticoides diminuent la transcription de genes de
protéines impliquées dans 1’inflammation telles que les cytokines pro-inflammatoires
(Epinat et Gilmore, 1999). Cependant, ces génes ne contiennent pas dans leurs régions
promotrices des éléments de réponse aux glucocorticoides (glucocorticoid-responsive
elements; GRE). Ceci suggére que d’autres mécanismes expliquent les effets inhibiteurs
de ces hormones. En effet, dans le cytoplasme, les glucocorticoides activent leurs
récepteurs qui passent dans le noyau, s’homodimérisent et se lient aux GRE de la région
promotrice de plusieurs génes. Néanmoins, il pourrait y avoir une interaction directe
protéine-protéine entre le récepteur des glucocorticoides et certains facteurs de
transcription. En effet, il est rapporté qu’il y a une interaction directe protéine-protéine
entre le récepteur des glucocorticoides et le NF-kB dans le cytoplasme ou le noyau (Ray
et Prefontaine, 1994). Ainsi, le récepteur des glucocorticoides séquestre le NF-xB dans
le cytoplasme ou bloque sa liaison aux sites kB dans le noyau. De plus, les
glucocorticoides augmentent la transcription du géne de la sous-unité IxB qui se lie et
bloque P’activit¢ du NF-kB dans le noyau (Pahl, 1999). Ainsi, les glucocorticoides
inhibent 1’expression des génes qui jouent un role dans le processus inflammatoire, et ils
pourraient donc représenter des régulateurs négatifs du géne du récepteur 5-HT,, dans
les lymphocytes et dans d’autres tissus qui expriment ce récepteur (Wissink et coll.,
2000).

Il serait important d’étudier le role d’autres facteurs de transcription dans la
régulation de I’expression du récepteur 5-HT,,. En effet, des sites de liaison pour
différents facteurs de transcription (TNF-RE, SP1, AP-1) ont été caractérisés au niveau
de la région 5> du géne 5-HT,, (Storring et coll., 1999). L’utilisation de stratégies
semblables a celles que nous avons utilisé dans notre étude (inhibiteurs de ces facteurs

de transcription) serait convenables.
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Nous avons observé que ’augmentation de 1’expression de I’ARN messager 5-
HT.4 au niveau des lymphocytes B et T est relativement tardive par rapport a d’autres
ARN messagers codant par exemple pour des cytokines. Ce retard dans I’induction de
I’ARN messager 5-HT,, par les mitogénes suggére aussi un effet indirect par
I’intermédiaire de ces cytokines. Le schéma serait que les mitogeénes induisent la
sécrétion de cytokines qui, 4 leur tour, régulent I’expression de I’ ARN messager 5-HT14
au niveau des lymphocytes B et T. Le NF-kB jouerait aussi un role pivot dans cette
cascade vu que les cytokines en sont de bons activateurs (Tableau 4) (Pahl, 1999). Des
études sont nécessaires pour vérifier cette hypothése. L’utilisation de bloqueurs pour les
récepteurs de certaines cytokines (antagonistes), de récepteurs de cytokines
recombinants solubles, ou d’anticorps neutralisants dirigés contre les cytokines
constituerait une stratégie pour vérifier si I’effet des mitogénes sur la surexpression de
I’ARN messager 5-HT, est direct, ou s’il implique un effet des cytokines de fagon

autocrine/paracrine.

1.4. Augmentation de 1’expression membranaire du récepteur 5-HT, au niveau des

lymphocytes

L’étude de 1’expression membranaire de la protéine 5-HT,s a été faite par
cytofluorométrie 4 1’aide d’un anticorps polyclonal anti-5-HT;, (El Mestikawy et coll.,
1990; Riad et coll., 1991). Cet anticorps ne reconnait pas les récepteurs 5-HTs, S-HToc
ou 5-HT,,. Ceci écarte la possibilité de réactions croisées.

Nos résultats montrent que 100% des cellules expriment le récepteur 5-HT 4,
aussi bien au repos qu’aprés activation. De plus, I’activation des lymphocytes avec la
combinaison PMA-Iono augmente significativement ’expression du récepteur. Le
patron de la surexpression de la protéine 5-HT;,, évalué par I’intensit¢ moyenne de
fluorescence des cellules positives, est identique au niveau des lymphocytes B et des
lymphocytes T. Des résultats semblables sont obtenus avec des lymphocytes activés
avec le LPS et la ConA. Ces données montrent que ’augmentation de 1’expression de
I’ARN messager 5-HT,, des lymphocytes est accompagnée de la surexpression de la

protéine 5-HT 4.
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Nous avons ensuite analysé la localisation cellulaire de la protéine 5-HT, par
immunocytochimie. Le marquage des cellules non stimulées révele une faible expression
de ce récepteur. En revanche, les lymphocytes activés montrent une expression
membranaire plus dense et uniforme du récepteur, sans marquage décelable dans le
cytoplasme. Le marquage des cellules avec un sérum non-immun de lapin ne montre
aucune liaison spécifique.

Les travaux antérieurs de notre laboratoire avaient montré que les lymphocytes B
activés par le LPS lient de facon spécifique le radioligand [’H]-8-OH-DPAT (Iken et
coll., 1995). Aussi, il a été rapporté que ce radioligand se lie spécifiquement au
lymphocytes T (Aune et coll., 1993), la liaison étant plus importante sur les lymphocytes
T activés. Ceci va de pair avec nos résultats de cytofluorométrie et
d’immunocytochimie. Cependant, la présence d’une faible liaison du [’H]-8-OH-DPAT
sur les lymphocytes B et T non activés (Iken et coll., 1995; Aune et coll., 1993), ou
méme I’absence d’une telle liaison sur les cellules mononucléées du sang périphérique
(Marazziti et coll., 1995) différent de ce que nous avons observé avec I’anticorps anti-5-
HTia. Nos données de cytofluorométrie et d’immunocytochimie montrent que
pratiquement toutes les cellules non activées expriment la protéine membranaire 5-HT,,
certes a une densité moindre par rapport aux cellules activées, mais qui est néanmoins
visible et quantifiable, comme indiqué plus haut. Cette discordance dans les résultats
entre le radioligand et I’anticorps s’explique par le fait que seuls les récepteurs couplés
aux protéines G et ayant donc une haute affinité pour I’agoniste sont marqués par le
radioligand [*H]-8-OH-DPAT (Emerit et coll., 1990). En revanche, les anticorps anti-5-
HT,, reconnaissent toutes les molécules 5-HT;, couplées ou non aux protéines G, et
permettent donc la visualisation et la quantification de la totalité des sites 5-HT,. Les
antagonistes se comportent comme les anticorps, dans la mesure ol eux aussi
reconnaissent le récepteur indépendamment de son état de couplage 2 la protéine G
(Gozlan et coll., 1995). Nous avons alors évalué la liaison de 1’antagoniste radioactif
spécifique du récepteur 5-HT;,, ['H]-WAY-100635 (Gozlan et coll., 1995), sur les
lymphocytes au repos et ceux activés. Ces études montrent aussi que les lymphocytes
non stimulés expriment des sites de liaison spécifiques pour le [’H]-WAY-100635 et que

la densité de ces sites est plus importante sur les lymphocytes activés.
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En somme, nos résultats montrent que la régulation transcriptionnelle de I’ARN
messager 5-HT,, des lymphocytes B et T activés est suivie par I’augmentation de

I’expression membranaire de la protéine 5-HT, sur ces cellules.
2. Potentiel lymphotrophique et lymphoprotecteur de la sérotonine

2.1. La sérotonine amplifie la prolifération des lymphocytes T et B via le récepteur 5-

HTia

Pendant longtemps, la sérotonine a été connue pour son pouvoir vasoactif et sa
participation dans la neurotransmission. Une autre faculté qu’on commence & découvrir
4 cette amine biogéne est son pouvoir mitogénique sur la prolifération d’une variété de
types cellulaires. Conventionnellement, un "vrai" facteur de croissance est toute
molécule capable de stimuler la prolifération de cultures cellulaires en absence de tout
autre stimulus (Rudland et Jimenez de Asua, 1979). Dans ce sens, la sérotonine ne
représente pas un "vrai" facteur de croissance. Cependant, elle augmente la prolifération
de cellules en croissance. Elle agirait ainsi en écourtant le cycle cellulaire ou en recrutant
des cellules au repos dans le cycle cellulaire.

La sérotonine augmente la prolifération de différents types cellulaires. Au niveau
du systéme nerveux central, elle est connue pour son potentiel neurotrophique. En effet,
cette monoamine est exprimée trés précocement dans la vie embryonnaire et elle a une
distribution trés grande au niveau des compartiments du systeéme nerveux central
(Lauder , 1990; Lauder et Krebs, 1978). La sérotonine influence la division cellulaire
des neurones (Chubakov et coll., 1986; Lauder et Krebs, 1978). Par exemple, elle agit
sur le développement des aires visuelles du cortex cérébral des rats nouveau-nés. De
plus, I’addition de la sérotonine, a des concentrations physiologiques, a des cultures
neuronales stimule la prolifération des cellules gliales (Chubakov et coll., 1986). Plus
spécifiquement, plusieurs études ont montré que la croissance des neurones
sérotoninergiques eux-mémes est modulée par la sérotonine (Liu et Lauder, 1991;
Whitaker-Azmitia et Azmitia, 1989). En effet, la sérotonine augmente la croissance des

neurones sérotoninergiques du stade embryonnaire 14 jours (E14) suite a des traitements
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de 1 a 3 jours in vitro (Liu et Lauder, 1991). Ces effets impliqueraient différents
récepteurs sérotoninergiques, dont le 5-HT,, dans la mesure ou le 8-OH-DPAT aussi
exerce des effets trophiques sur des cultures primaires de cellules hypothalamiques (De
Vitry et coll, 1988). En [Doccurrence, le traitement de cultures de cellules
hypothalamiques avec la sérotonine et le 8-OH-DPAT augmente le nombre de ces
cellules. En revanche, cette augmentation est inhibée par 1’antagoniste metergoline.
Aussi, la sérotonine et le 8-OH-DPAT augmentent la croissance des cellules
microgliales (Whitaker-Azmitia, 1989) stipulant que le systéme sérotoninergique régule
la croissance de ses propres neurones en agissant sur les cellules gliales.

A part ses effets sur les cellules merveuses, la sérotonine augmente aussi la
prolifération d’autres types cellulaires. L’agrégation plaquetaire lors d’accidents
vasculaires induit la libération de facteurs de croissance et de molécules vasoactives.
Entre autres, la sérotonine est connue comme un mitogéne pour les cellules endothéliales
vasculaires. L’addition de sérotonine (2.10*M & 10°M) a des cultures de cellules
endothéliales en croissance induit une augmentation du nombre de ces cellules et de leur
incorporation de thymidine tritiée (D’ Amore et Shepro, 1982; Pakala et Benedict, 1998).
Dans ce cas, la sérotonine écourte le cycle cellulaire des cellules endothéliales. En effet,
aprés neuf jours de traitement avec la sérotonine, les cellules atteignent leur confluence
et cessent de se diviser. En revanche, les cultures contrdles requiérent trois jours
additionnels pour atteindre leur confluence. Ces effets opérent via les récepteurs 5-HT2,
parce que la pré-incubation des cellules endothéliales avec les antagonistes des
récepteurs 5-HT,, LY281067 et kétansérine, bloque I’effet mitogénique de la sérotonine
(Pakala et Benedict, 1998, Marcondes et coll., 2000). En agissant a ce niveau, la
sérotonine facilite la guérison de I’intima subséquente a un accident vasculaire.

La sérotonine stimule aussi la prolifération des cellules du muscle lisse
vasculaire. En effet, la sérotonine (10°M 2 10°M) augmente la prolifération de ces
cellules de facon dose-dépendente. La sérotonine agit seule ou en synergie avec d’autres
facteurs de croissance (la thrombine; le facteur de croissance dérivé des plaquettes,
PDGF; la thromboxane A2; le facteur activateur des plaquettes, PAF) (Pakala et
Benedict, 1999; Cirillo et coll., 1999). Cet effet est accompagné de I’augmentation du

nombre de cellules. Les effets mitogéniques de la sérotonine sont abolis par
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I’antagoniste des récepteurs 5-HT,, (LY281067), stipulant I’implication de ce récepteur
dans ces phénomeénes. Des études moléculaires (Northern blot) ont montré que ces
cellules expriment PARN messager 5-HT,, (Corson et coll, 1992). Ces effets
passeraient via I’activation d’une PLC, entrainant subséquemment la stimulation du
métabolisme des phosphatidylinositols (Corson et coll., 1992), et via I’induction du
proto-oncogéne c-fos (Cirillo et coll., 1999). Dans ce sens, les antagonistes 5-HTz
peuvent étre utiles pour atténuer la sténose suite & une perturbation du lit vasculaire
(angioplastie).

Dans notre étude, nous montrons que la sérotonine est capable d’augmenter la
prolifération des lymphocytes T tout comme celle des lymphocytes B. La sérotonine par
elle-méme n’a pas d’effet sur ces cellules, mais elle agit en amplifiant I’activation
lymphoblastique des mitogeénes. Cet effet est reproduit avec ’agoniste 5-HT,, sélectif
R(+)-8-OH-DPAT et inhibé par I’antagoniste 5-HT,, sélectif WAY-100635. Ceci
suggére que le récepteur 5-HT;, est impliqué dans le contréle de la prolifération des
lymphocytes T.

Aussi, d’autres travaux ont montré que la sérotonine et les agonistes 5-HT;,
augmentent la réponse lymphoblastiques des lymphocytes T humains in vivo (Hofmann
et coll., 1996) et in vitro (Eugen-Olsen et coll., 1997; Afzelius et coll., 1997; Aune et
coll., 1993). En revanche, les antagonistes des récepteurs 5-HTiy, et les inhibiteurs de la
synthése de la sérotonine inhibent la prolifération des lymphocytes T murins in vivo, et
celle des lymphocytes T humains in vitro (Aune et coll., 1994).

Récemment, on a décrit que I’agoniste 5-HT,, 8-OH-DPAT possede aussi une
affinité pour le récepteur 5-HT; (Wood et coll., 2000), ce qui suggére que ce dernier peut
étre aussi impliqué dans les effets amplificateurs de la prolifération des lymphocytes.
Cependant, dans notre étude, nous avons utilisé un agoniste beaucoup plus sélectif pour
le 5-HT,A, R(+)-8-OH-DPAT, et I’antagoniste sélectif 5-HT;» WAY-100635 qui, tous les
deux, ne démontrent pas d’affinité pour le récepteur 5-HT;. Ceci supporte 1’implication
spécifique du récepteur 5-HT;, dans I’amplification de la prolifération des lymphocytes
B et T par la sérotonine.

La sérotonine pourrait agir en écourtant le cycle cellulaire des lymphocytes, ou

en recrutant des cellules au repos dans le cycle cellulaire. Ainsi, nous avons analysé ces
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deux hypothéses. L analyse du cycle cellulaire montre que la sérotonine et les agonistes
5-HT,, augmentent les proportions des lymphocytes en phase S avec des pourcentages
respectifs de 30 et 29% aprés 48 h de culture cellulaire. Ce pourcentage n’est atteint que
24 h plus tard, soit aprés 72 h de culture, au niveau des lymphocytes activés en ’absence
des agonistes 5-HT;,. L’effet des agonistes est inhibé par I’antagoniste WAY-100635, ce
qui implique que les effets observés sont exercés via le récepteur 5-HT:a. De plus, nos
résultats montrent aussi que la sérotonine et le 8-OH-DPAT augmentent le recrutement
de cellules au repos dans le cycle cellulaire. En effet, les proportions de lymphocytes en
phase GO/G1 sont plus faibles au niveau des cultures cellulaires en présence des
agonistes comparativement 2 celles en leur absence. La encore les antagonistes bloquent
I’effet des agonistes confirmant le role du récepteur 5-HT;4. En outre, I’évaluation des
proportions des cellules blastiques dans ces cultures lymphocytaires montre que la
sérotonine augmente les pourcentages de ces cellules activées par les mitogénes. Nous
concluons alors que la sérotonine amplifie la prolifération des lymphocytes B et T en

écourtant le cycle cellulaire ou en recrutant des cellules au repos en stade blastique.

2.2. La sérotonine protége les lymphocytes contre la mort cellulaire par apoptose

L’apoptose ou la mort cellulaire programmée est un processus finement régulé.
Elle est essentielle pour le développement normal de différents tissus. Elle joue aussi un
role important dans plusieurs phénoménes pathologiques. La mort cellulaire par
apoptose est caractérisée par un rétrécissement de la cellule, ’apparition de corps
apoptotiques, ballonnement de la membrane cytoplasmique, condensation de la
chromatine et fragmentation de I’ADN. Ce processus est & la base de plusieurs maladies
dégénératives. Par exemple, elle est impliquée dans des maladies cérébrales telles que
I’ Alzheimer, la maladie de Parkinson et la sclérose latérale amyotropique (Bredesen,
1995), si bien que les stratégies thérapeutiques potentielles seraient de prévenir la perte
cellulaire en inhibant I’apoptose chez les patients. La sérotonine posséde un potentiel
neuroprotecteur démontré suite 3 une ischémie focale ou a une toxicité au glutamate des

cellules hippocampales et astrocytaires (Prehn et coll., 1993; Liu et Lauder, 1991).
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Nous avons testé le rdle de la sérotonine dans la survie des lymphocytes. Nos
résultats montrent que la sérotonine augmente la survie des lymphocytes activés en
diminuant la mort cellulaire par apoptose. En effet, le pourcentage des cellules
apoptotiques est réduit de fagon significative par la sérotonine et I’agoniste 8-OH-
DPAT. Cet effet est renversé par I’antagoniste WAY-100635 suggérant I’implication du
récepteur 5-HT,, dans D’activité lymphoprotectrice de la sérotonine. Des résultats
semblables ont été obtenus sur des cultures primaires de neurones du télencéphale
d’embryons d’oiseaux (Ehlemeyer et Krieglstein, 1997). En effet, les auteurs ont montré
que la stimulation des récepteurs 5-HT, inhibe I’apoptose induite chez ces neurones
suite 4 une privation de sérum. D’autres travaux ont aussi décrit I’implication des
récepteurs 5-HT, (Dooley et coll., 1997). Dans ces études, les auteurs ont observé que la
sérotonine préserve les neurones glutamatergiques corticaux contre la mort cellulaire.
Ces effets sont mimés par I’agoniste des récepteurs 5-HT,, et 5-HT,c, a-méthyl-5-HT, et
inhibés par I’antagoniste des récepteurs 5-HT,,, cinansérine.

Au total, les effets de la sérotonine sur la croissance et la survie des lymphocytes
tels que démontrés dans nos travaux sont donc comparables a ses effets neurotrophiques
et neuroprotecteurs décrits par d’autres auteurs (Riad et coll., 1994; Liu et Lauder, 1991;
Bode-Greuel et coll., 1990).

La stimulation du récepteur 5-HT;, active différentes voies de signalisation. La
plus classique est I’activation d’une protéine Gi/o qui inhibe I’activité¢ de 1’adénylate
cyclase et baisse les niveaux cytosoliques d’AMPc (Aune et coll., 1993; De vivo et
Maayani, 1986). Le récepteur 5-HT,, est aussi couplé a I’ouverture de canaux
potassiques et I’induction d’hyperpolarisation de la cellule (Choquet et Komn., 1988,
Andrade et coll., 1986), et a la fermeture de canaux calciques avec baisse des taux de
calcium intracellulaire (Pennington et Kelley, 1990). L’hyperpolarisation cellulaire est
impliquée dans la neuroprotection (Jakob et Krieglstein, 1997; Rupalla et coll., 1994).
De méme, plusieurs inducteurs de I’apoptose augmentent les concentrations cytosoliques
de calcium (Trump et Berezesky, 1995). Ce dernier active plusieurs endonucléases
responsables de la fragmentation de ’ADN. Ainsi, I’inhibition de I’augmentation des
concentrations calciques serait capable de prévenir I’induction de 1’apoptose (Trump et

Berezesky, 1995). Cependant, laquelle de I’hyperpolarisation ou la diminution des
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concentrations calciques intracellulaires serait impliquée dans les effets anti-
apoptotiques exercés par le récepteurs 5-HT,, dans les lymphocytes mérite d’étre
clarifiée par d’autres travaux.

Dans notre laboratoire, ’étude des mouvements calciques au niveau des
lymphocytes n’a pas montré un effet de la sérotonine ni sur les lymphocytes au repos, ni
sur ceux activés par le LPS (Tken, Thése de doctorat). Néanmoins, il est rapporté que la
sérotonine et des agonistes et antagonistes des récepteurs sérotoninergiques régulent
Pactivité des canaux potassiques dans une lignée cellulaire pré-B murine par le biais de
récepteurs 5-HT; et 5-HT,-like (Choquet et Korn, 1988). D’autre part, il est démontré
que la phosphatidylinositol-3-kinase (PI-3-K) est une enzyme essentielle dans les voies
anti-apoptotiques du facteur de croissance neuronal, NGF (Crowder et Freeman, 1998).
Ces auteurs ont montré que la PI-3-K est nécessaire et suffisante pour assurer la survie
des neurones par le NGF. D’autres molécules qui activent la PI-3-K auraient les mémes
effets sur différents types cellulaires. Le 8-OH-DPAT active la PI-3-K dans les cellules
ovariennes du hamster chinois (CHO) transfectées avec le récepteur 5-HT:4 (Cowen et
coll., 1996). Ceci pourrait expliquer le role du récepteur 5-HTis dans les effets anti-
apoptotiques de la sérotonine. D’autres études sont donc nécessaires pour €lucider si le
récepteur 5-HT), est effectivement couplé a cette voie de signalisation et si I’activation
de cette derniére est liée a la prévention de la mort cellulaire des lymphocytes.

Des études récentes dans notre laboratoire et par d’autres équipes démontrent que
la sérotonine diminue la production de dérivés réactifs de I’oxygéne (ROI) (Iken, 2001;
Huether et coll., 1997; Schuff-Werner et coll., 1995). Ces molécules sont connues pour
leur pouvoir cytotoxique et leur élimination est importante dans la protection contre
I’apoptose (Seaton et coll., 1997). En effet, la sérotonine est rapidement oxydée par les
ROI et joue donc le role de piégeur pour ces molécules en formant un dimere; 5,5°-
dihydroxy-4,4’-bitryptamine (Schuff-Werner et coll., 1995). Ainsi, elle jouerait un role

dans la protection contre la mort cellulaire.
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3. Le facteur de transcription NF-kB: un nouveau maillon dans les voies de signalisation

du récepteur 5-HT5

Le facteur de transcription NF-kB désigne un ensemble de diméres composés des
membres de la famille des protéines Rel. Parmi ces diméres, le plus souvent exprimé est
la forme inductible d’hétérodimére p50/p65. Cet hétérodimére est composé de la forme
active de la protéine p105 (pS0) et de la protéine RelA (Gilmore, 1999). Nous avons
utilisé I’immunofluorescence suivie d’une analyse par cytofluorométrie pour étudier la
translocation nucléaire de ces deux sous-unités suite a 1’activation du récepteur 5-HTi4.
Cette méthodologie donne des résultats comparables a ceux de la technique classique de
retardement de migration (mobilité shift assay) (Foulds, 1997). Nos résultats montrent
que la sérotonine et le R(+)-8-OH-DPAT augmentent la translocation nucléaire des deux
sous-unités pS0 et p65 au niveau des lymphocytes activés. Cette translocation est inhibée
par I’antagoniste WAY-100635, suggérant ’implication du récepteur 5-HTx dans
’activation du facteur de transcription NF-kB. Ce résultat démontre pour la premiere
fois le couplage du récepteur 5-HT;, 2 un facteur de transcription dans des cellules
primaires. En effet, un autre groupe avait rapporté I’implication du NF-xkB dans la
transduction du signal du récepteur 5-HT;, mais dans la lignée de cellules ovariennes de
hamster chinois (CHO) transfectée avec le 5-HT;, humain (Cowen et coll., 1997). Dans
cette étude, I’activation du facteur NF-kB a été mesurée par 1’augmentation de la
dégradation de la sous-unité inhibitrice IkB-o, et I’activation d’un géne rapporteur
chloramphénicol acétyltransférase (CAT) sous contrdle de séquences consensus kB.

La régulation du NF-kB est maintenant connue avec beaucoup de détails (Karin,
1999). Les diméres de NF-kB sont normalement séquestrés au niveau du cytoplasme
sous la forme d’un complexe inactif et latent via I’interaction avec des protéines
inhibitrices IkB. L’activation des cellules induit la phosphorylation rapide et la
polyubiquitination de la protéine inhibitrice IxB, suivies de la dégradation par le
protéasome de cette derniére. Les IkB kinases (IKK) qui phosphorylent IkB jouent donc
un role prépondérant dans ’activation du NF-kB. Les voies de signalisation en amont

des IKK ne sont pas encore totalement élucidées, mais celles-ci sont probablement
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variées et multiples, compte tenu de la trés grande diversité des stimuli qui activent NF-
kB. Ainsi, activité NF-kB est augmentée par des formes constitutivement actives de
ras, raf ou MAP-kinase-kinase (Finco et Baldwin, 1993). La voie PI-3-K — Akt serait
aussi impliquée dans I’activation du NF-kB (Ozes et coll., 1999). Par ailleurs, on sait
que ces kinases (MAP-kinase-kinase, PI-3-K) sont impliquées dans la transduction du
signal du récepteur 5-HT;, (Della Rocca, 1999; Garnovskaya et coll, 1998; Garnovskaya
et coll., 1996; Cowen et coll., 1996). 1l est donc fortement plausible que I’activation de
ces voies de signalisation, subséquente a la stimulation du récepteur 5-HT},, soient a la
base de I’activation de la translocation nucléaire des sous-unités p50 et p65 du NF-xB
que nous avons observée au niveau des lymphocytes activés. Des travaux ultérieurs
devront évaluer cette hypothése.

L’activation du NF-kB suite a la stimulation du récepteur 5-HT4 au niveau des
lymphocytes pourrait expliquer I’implication de ce récepteur dans les effets
lymphoprotecteurs et lymphoblastiques de la sérotonine. En effet, a c6t€ de son rdle dans
Pactivation des génes impliqués dans les réponses immunitaires et inflammatoires, le
NF-xB exerce une fonction importante dans la régulation de ’expression de genes
codant pour des protéines impliquées dans la régulation de I’apoptose et du cycle
cellulaire. Le role du NF-xB dans ’inhibition de 1’apoptose remonte aux travaux sur
I’oncoprotéine rétrovirale v-Rel (Neiman et coll., 1991). Il a été démontré que cette
protéine inhibe directement I’apoptose induite par les radiations et le déxaméthasone. Le
mécanisme par lequel le NF-kB bloque I’apoptose est, dans la majeur partie des cas, la
régulation positive de I’expression des génes codant pour des protéines anti-apoptotiques
telles que les IAP et certains membres de la famille des protéines Bcl-2. Les proté€ines
Bcl-2 sont trés impliquées dans la régulation de ’apoptose. Il s’agit des protéines Bcl-2-
like (A1/Bfl1, Bcl-X; et Nr13) dont les génes contiennent tous des sites kB fonctionnels
(Lee et coll., 1999a; Lee et coll., 1999b). Par exemple, la surexpression de Al/Bfll
protége les lymphocytes B de ’apoptose induite par ’interaction antigéne-B¢R. Dans ce
cas, ’inhibition de 1’apoptose est due au blocage du relargage du cytochrome c et a
’inhibition de la caspase-3 (Wang et coll., 1999). Par contre, les IAP (i.e. IAP-1 et IAP-
2) seraient impliquées dans le blocage de ’activation de la caspase-8 (Lacasse et coll.,

1998; Wang et coll., 1998). D’autres protéines impliquées dans I’inhibition de



123

I’apoptose et dont I’expression est régulée par le NF-xB sont les facteurs TRAF-1 et
TRAF-2. Ces protéines jouent le role de molécules adaptatrices en recrutant et en
activant NIK menant a I’inhibition de 1’apoptose (Wang et coll., 1998). Finalement, une
autre protéine IEX-1L, dont I’expression est régulée par le NF-xB, joue un rdle
protecteur contre la mort cellulaire par apoptose induite par le TNF-a et Fas (Wu et
coll., 1998).

D’autre part, plusieurs observations suggérent que l’activation du NF-kB est
impliquée dans la régulation des phases du cycle cellulaire. En effet, le NF-xB peut
activer ’expression de la cycline D1, qui est impliquée dans la régulation positive de la
transition des phases G1 a S du cycle cellulaire (Kontgen et coll., 1995; Guttridge et
coll., 1999). Aussi, le NF-kB participe a cette régulation, via des interactions protéine-
protéine avec des complexes régulateurs du cycle cellulaire, tel que le complexe cycline
E-CdK 2 (cycline-dependent kinase 2) par I’intermédiaire de son association avec les
protéines CBP/p300 et p16INK4 (Perkins et coll., 1997; Wolff et Naumann, 1999). 1l est
donc vraisemblable que I’activation du NF-kB subséquente a I’activation du récepteur 5-
HT,, des lymphocytes est le médiateur des effets de la sérotonine sur les réponses
lymphoblastiques et anti-apoptotiques que nous avons observées dans notre étude.

Nos résultats confirment ’appartenance de la sérotonine a la pléiade d’agents
immunomodulateurs. Sans étre indispensable dans un tel processus, la sérotonine y
jouerait un role important. Les agents qui modulent les fonctions hématopoiétiques et
immunitaires sont redondants dans leurs effets. Ainsi, L’IL-2, longtemps considérée
comme une cytokine centrale dans les fonctions des lymphocytes T, n’est pas pour
autant indispensable. En effet, des souris déficientes en IL-2 ont des réponses T et B
normales (Kundig et coll., 1993). De plus, des souris déficientes pour les génes a I'IL-2
et 4 I'IL-4 gardent leur pouvoir de rejet de greffes allogéniques (Li et coll., 1998). Donc,
les signaux critiques pour le maintien d’une réponse immunitaire adéquate sont
nécessairement redondants. Ainsi, plusieurs cytokines, hormones et neurotransmetteurs
peuvent exercer des effets complémentaires dans le maintien de I’homéostasie du
systtme immunitaire. Ceci ouvre de nouvelles issues pour le développement de
nouveaux médicaments sur la base d’agents neuroendocriniens dans le traitement de

maladies inflammatoires, auto-immunes ou d’immunodéficience. Dans ce contexte, il est
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rapporté que les molécules qui diminuent les niveaux d’AMPc augmentent la
prolifération et ’activité cytotoxique des lymphocytes T prélevés de patients séropositifs
(Hoffmann et coll., 1993). Il est intéressant de noter que 1’administration du buspirone,
un agoniste 5-HT;, qui agit comme antidepresseur et anxiolytique, entraine une
augmentation des proportions de lymphocytes T CD4 chez les patients VIH-positifs. Cet
effet est associé 4 une diminution des niveaux d’AMPc intracellulaire et a une
augmentation de la prolifération et de Dactivité cytotoxique des lymphocytes T

(Hofmann et coll., 1996).

4. Conclusion

Notre étude a été amorcée sur la base de données fonctionnelles obtenues dans
notre laboratoire et par d’autres équipes suggérant que la sérotonine régule I’activité des
lymphocytes B et T via le récepteur 5-HT;,. Cependant, des études moléculaires étaient
nécessaires pour caractériser définitivement la nature de ce récepteur. Notre but était
donc de caractériser le récepteur 5-HT, des lymphocytes B et T.

Nos résultats démontrent que ces cellules expriment I’ARN messager et la
protéine 5-HT;,. L’expression de ces derniers est augmentée de fagon temps-dépendant
et 2 des niveaux comparables dans les deux populations lymphocytaires suite a leur
activation par différents mitogénes. L’analyse des mécanismes moléculaires qui
régissent la régulation de I’expression de ce récepteur montre qu’elle se fait de fagon
transcriptionnelle et qu'elle implique le facteur de transcription NF-kB. Des études
opérationnelles utilisant des agonistes et antagonistes sélectifs du récepteur 5-HT, ont
montré que ce dernier est impliqué dans les effets anti-apoptotiques et amplificateurs de
la prolifération des lymphocytes par la sérotonine. De plus, nos études sur les voies
transductionnelles du récepteur 5-HT;a, ont permis de montrer que le facteur de
transcription NF-kB est impliqué dans la transduction des signaux de ce récepteur au
niveau des lymphocytes activés. Aussi, des études supplémentaires sont requises pour
identifier les chainons sous-jacents qui couplent I’activation du récepteur 5-HT, a la

mobilisation du NF-xB.
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Les résultats de nos travaux apportent une base rationnelle pour d’éventuelles
applications thérapeutiques d’agents sérotoninergiques. Le role du récepteur 5-HT,, dans
les réponses immunitaire et inflammatoire suggere que des interventions
pharmacologiques qui modifieraient les niveaux de sérotonine, tels que les inhibiteurs de
recapture, ou qui affecteraient directement le récepteur 5-HT\,, tels que des agonistes et
des  antagonistes, pourraient représenter  d’importantes  stratégies  pour
I’immunomodulation. Lors d’une réaction inflammatoire, I’activation du récepteur 5-
HT,, est centrale dans le recrutement des cellules immunitaires dans le foyer
inflammatoire, et ’augmentation de la prolifération de ces cellules. L’inhibition de
I’expression du récepteur ou de son activation serait donc une bonne approche
thérapeutique anti-inflammatoire. A D’inverse, I’augmentation de lexpression du
récepteur ou de son activité serait profitable dans des situations d’immunodéficience
comme chez des patients séropositifs pour le VIH.

L’ensemble de nos résultats et ceux de la littérature permet de proposer un
modele qui intégre les connaissances sur (i) la surexpression du récepteur 5-HTi4 sur les
lymphocytes activés, (ii) la libération de la sérotonine dans les organes lymphoides et
aux sites inflammatoires, et (iii) la régulation de la survie et de la prolifération des
lymphocytes par la sérotonine agissant sur le récepteur 5-HTia (Figure 12). Ainsi,
I’activation des lymphocytes par des antigénes ou des cytokines active le facteur de
transcription NF-kB qui transloque dans le noyau et régule ’expression de plusieurs
génes, en ’occurrence celui codant pour le récepteur 5-HT;, (Cowen et coll., 1997; notre
étude). La sérotonine libérée par les terminaisons nerveuses sympathiques au niveau des
organes lymphoides, et par les plaquettes, les monocytes, les lymphocytes T et les
neutrophiles au niveau des sites inflammatoires agit sur les récepteurs 5-HTia
nouvellement exprimés. Cette action induit une amplification de 1’activation du NF-xB
dans les lymphocytes (notre étude). En plus d’augmenter 1’expression membranaire du
5-HT,s, le NF-xB régule D’expression d’autres protéines, parmi lesquelles, des
médiateurs de ’inflammation (i.e. cytokines, enzymes, immunorécepteurs) (Barnes et
Karin, 1997; Askenase et coll., 1991), des régulateurs du cycles cellulaires (Guttridge et
coll., 1999; Wolff et Naumann, 1999; Perkins et coll., 1997; Kontgen et coll., 1995) et
des inhibiteurs de I’apoptose (Wang et coll., 1999; Lee et coll., 1999a; Lee et coll,,
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1999b; Lacasse et coll., 1998; Wang et coll., 1998; Wu et coll., 1998;). La sérotonine est
aussi un piégeur des ROI (Schuff-Werner et coll., 1995; Huether et coll., 1997). Elle
agirait donc en diminuant les concentrations de ces ROI dans les milieux intra- et
extracellulaire et empécherait par le fait méme les dommages cellulaires (peroxydation
lipidique, oxydation des protéines et des acides nucléiques) qui sont a la base de leurs

effets cytotoxiques.
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Figure 12. Modéle schématique explicatif de I’expression du récepteur 5-HT,, des lymphocytes
et les effets de la sérotonine sur ces cellules.
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