Faioae des £
MiUto ) w

STEVE LACROIX

INFLUENCES DE LA REPONSE IMMUNITAIRE SUR L'ACTIVITE
NEURONALE ET NEUROENDOCRINIENNE: ROLES ET SITES D'ACTION
DES PROSTAGLANDINES

Thése
présentée
a la faculté des études supérieures
de I'Université Laval
pour l'obtention
du grade de Philosophiae Doctor (Ph.D.)

Programme de physiologie-endocrinologie
FACULTE DE MEDECINE
UNIVERSITE LAVAL

SEPTEMBRE 1998

© Steve Lacroix, 1998



i~

Your e Votre réference

Our fle Notre référence

L’auteur a accordé une licence non
exclusive permettant a la

National Library Bibliothéque nationaie
of Canada du Canada
Acquisitions and Acquisitions et )
Bibliographic Services services bibliographiques
395 Waellington Street 395, rue Waellington
Ottawa ON K1A ON4 Ottawa ON K1A ON4
Canada Canada

The author has granted a non-

exclusive licence allowing the

National Library of Canada to

reproduce, loan, distribute or sell
copies of this thesis in microform,
paper or electronic formats.

The author retains ownership of the
copyright in this thesis. Neither the
thesis nor substantial extracts from it
may be printed or otherwise
reproduced without the author’s
permission.

Bibliothéque nationale du Canada de
reproduire, préter, distribuer ou
vendre des copies de cette thése sous
la forme de microfiche/film, de
reproduction sur papier ou sur format
électronique.

L’auteur conserve la propriété du
droit d’auteur qui protége cette these.
Ni la thése ni des extraits substantiels
de celle-ci ne doivent étre imprimés
ou autrement reproduits sans son
autorisation.

0-612-36286-8

Canadi



\

A mes parents

pour votre amour, votre aide, votre compréhension, votre patience et tout l'intérét que vous
avez su manifester envers mes nombreux projets de vie et de carriére.

S

A mes amis(es)

pour vos encouragements et l'aide apportée tout au long de mes études graduées.

A vous, je dédie cette thése

a titre de modestes remerciements.



RESUME COURT

L'administration d'un inhibigur de 1a synthése des prostaglandines (PGs) atténue les
effets simulateurs de Ia Lipopolysaccharide (LPS) sur I'activité cellnlaire cérébrale et la
transcription du facteur de libération des corticotrophines (CRF) et son récepieur d= type 1
(R-CRF,). Nos résultats montrent également que I'injection intracérébroventriculaire des
PGE; induit 'expression du gine c-fos dans les structures activées en réponse i la LPS et
stimule la transcription du CRF et du R-CRF;. Ainsi, la production centrale des PGEz
constituerait une étape cruciale dans la médiation des cffets des cywkines sur lactivit€ de
I'axe corticotrope. L'induction d'un stress inflammatoire stimule la wanscription du géne
encodant 'enzyme limitante 3 la synthése des PGs dans la microvascualature cérébrale; un
effet vraisemblablement médié par l'interleukine-18 systémique. Toutefois, puisque le
récepteur CD14 de ta LPS est exprimé dans le cervean suite & un challenge immunitaire, la
LPS pourrait aussi influencer directement les fonctions neuronales/neuroendocriniennes.

Steve Lacroix Dar Serge Rivest, Ph. D. Dae



RESUME LONG

Les mécanismes cellulaires sollicités par tes médiateurs inflammatoires afin ¢'induire
lactivité des neurones synthétisant le facteur de libération des corticotrophines (CRF), et par
conséquent 'activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), sont mal
connms. Nos travaux avaient pour objectif de clarifier I'hypothése voulant que les
prostaglandines (PGs) puissent médier les effers des cytokines pro-inflammatoires sur
I'activation des neurones endocriniens. Le modile d'infection induit par I'endotoxine
lipopolysaccharide (LPS) fut employ€ afin de mimer la réponse immunitaire de type aigu ¢t
d'induire la reliche des cytokines.

Nos résultats démontrent que I"administration d'un inhibiteur de la synthése des PGs
anénue fes effets de la LPS sur lactivité cellulaire dans [e cervean et la ranscription du CRF
et de son récepteur de type 1 (R-CRF;) dans les noyaux paraventriculaires de I'hypothalamus
(PVH). Afin d'identifier le type de PG responsable, nous avons émdié les effets d'une
administration centrale des PGs de type E2 (PGE;). Nos résultats montrent que ['injection
intracérébroventriculaire (i.c.v.) des PGE; induit I'expression du géne c-fos dans les
structures activées en réponse i Uinjection de LPS. De plus, l'administration i.c.v. des
PGE; stimule la transcription du CRF et du R-CRF; dans les noyaux PVH. Ainsi, la
production cenrale des PGE; constituerait une étape cruciale dans la médiation des effets des
cytokines et/ou de la LPS sur l'activité de l'axe corticotrope. Dans le but d'identifier les
populations cellulaires responsables de Ia production centraie des PGs, nous avons analysé
par hybridation in sizu la distibution du transcrit encodant I'enzyme limitante de la synthese
des PGs, COX-2, dans différents modeéles d'inflammation. Nos observations démontrent
qu'un siress inflammatoire stimule la transcripdon du géne COX-2 dans la microvasculature
cérgbrale, et que l'interleukine-18 sysiémique pourrait médier ces effets.

La deuxidme partie de nos recherches consistaic & vérifier si la LPS peut agir
directement sur certaines populations cellulaires du cervean afin d'influencer les fonctions
neuronales et neuroendocriniennes. Nos études ont moniré que le récepteur CDN4 de la LPS
est exprimé dans Ies structures étant en contact direct avec la circulation sanguine, en plus de
certaines cellules parenchymales lors d'une septicémie sévére.

Steve Lacroix Dag Serge Rivest, Ph. D. Date
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ACTH*: Hormone adrénocorticotrope
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION GENERALE

1.1 Communication bilatérale entre les systdmes immunitaire et neuroendocrinien

Jusqu'au milieu des années 70, les immunologistes croyaient que les protéines
synthétisées par les différentes cellules immunitaires activées, suite a la présentation d'un
corps étranger, étaient confinées 2 la périphérie. Ainsi, on croyait que ces molécules étaient
relarguées en systémie dans I'unique but de moduler localement la réponse de I'organisme
face a une infection. Les neurobiologistes, quant 3 eux, considéraient le cerveau comme un
organe privilégi€ totalement isolé des influences immunitaires périphériques. Les
neuropeptides, neurotransmetteurs, neurotrophines et autres médiateurs centraux étaient
essentiellement reconnus pour leur rdle joué au cours du développement du syst®me nerveux
central (SNC) et la régulation des diverses fonctions neuronales. Toutefois, bien que
longtemps considérés virtuellement indépendants I'un de I'autre, il est maintenant bien admis
que les axes immunitaires et neuroendocriniens communiquent via des ligands et des
récepteurs communs. Il est dorénavant bien établi que les récepteurs de nombreux
neurotransmetteurs, neuropeptides et neurohormones sont localisés sur certains types de
cellules immunocompétentes comme les lymphocytes ou les macrophages (Blalock, 1989;
Johnson et al., 1982). Fait intéressant, il a été démontré que des terminaisons nerveuses
noradrénergiques innervent directement les organes lymphoides primaires et secondaires,
suggérant par le fait méme que la prolifération, la différenciation et la migration des cellules
immunocompétentes puissent tre grandement influencées par le cerveau (Calvo and Forteza-
Vila, 1969; Felten et al., 1987; Felten et al., 1985; Nance et al., 1987). De plus, de
nombreux travaux ont révél€ la présence de neuropeptides au niveau des fibres terminales
innervant les divers tissus lymphoides (Felten er al., 1985; Fink and Weihe, 1988; Fried et
al., 1986; Kurkowski et al., 1990; Ottaway and Greenberg, 1984; Stead et al., 1987; Weihe
etal., 1989). L'hypoth¢se d'une interaction directe entre le SNC et le systtme immunitaire a
atteint son paroxysme avec les €tudes de Jankovic qui confirmérent, hors de tout doute, que
les peptides neuroendocriniens peuvent eux aussi influencer les cellules du systéme
immunitaire. Dans ce concept, I'hypothalamus, une région du cerveau contenant plusieurs
peptides qui modulent les fonctions endocriniennes, est considéré comme une région
déterminante pour la communication entre les axes immunitaire et endocrinien. L'importance
de cette région, dans la régulation de la réponse immunitaire, fut d'ailleurs confirmée par des
travaux démontrant que des Iésions de certaines régions de 'hypothalamus pouvaient
provoquer une activation ou une inhibition des fonctions immunitaires (Cross ez al., 1984;
Jankovic and Isakovic, 1973; Jankovik, 1989). De plus, puisque la grande majorité des



actions neuroendocriniennes de I'hypothalamus sur la périphérie ont ét€ reconnues pour
s'effectuer via la modulation de I'nypophyse, le rdle joué par la glande hypophysaire dans le
contrle du syst¢tme immunitaire fut lui aussi l'objet de nombreuses recherches.
L'hypothalamus exerce son influence sur 'adénohypophyse grice 2 la sécrétion de "facteurs
de libération" acheminés par un systéme vasculaire porte veineux hypothalamo-
hypophysaire, tandis que, la relation entre I'hypothalamus et la neurohypophyse s'effectue
directement grice aux prolongements des terminaisons nerveuses hypothalamiques an niveau
de I'hypophyse. II a été démontré d'une part, que les effets facilitateurs ou inhibiteurs des
Iésions hypothalamiques sur les fonctions immunitaires sont complétement renversés chez
des animaux préalablement hypophysectomisés et, d'autre part, qu'une lésion de
I'nypophyse peut elle aussi stimuler ou inhiber certaines fonctions immunitaires (Khansari et
al., 1990). Ainsi, le SNC peut agir directement sur les cellules immunitaires: 1} via l'action
des neurotransmetteurs et neuropeptides relichés par les terminaisons nerveuses situées 2
proximité des cellules immunocompétentes (ex.: dans les organes lymphoides primaires et
secondaires) et; 2} via 'action des hormones hypophysaires circulantes (ex.: hormone
adrénocorticotrope [ACTH], hormone de croissance [GH], hormone thyréotrope [TSH], etc)
(Blalock, 1989; Gilbert and Payan, 1991).

Toutefois, bien que les résultats discutés précédemment démontrent I'influence du
SNC sur la régulation du syst®me immunitaire, de nombreuses évidences ont confirmé plus
récemment que la communication entre les deux systémes n'est pas unidirectionnelle, mais
plutdt bidirectionnelle. Ainsi, il est admis que certains facteurs produits lors d’une activation
immunitaire communiquent avec le cerveau afin de permettre la coordination appropriée des
changements comportementaux, endocriniens et autonomiques nécessaires au rétablissement
de I'homéostasie. Parmi les candidats les plus intéressants, on retrouve notamment: les
cytokines, les prostaglandines, les leucotriénes, les facteurs de coagulation et plusieurs autres
médiateurs inflammatoires. Toutefois, la capacité des cytokines 2 rejoindre la circulation
génfrale, dans le but de stimuler le relichement des hormones hypophysaires et
neuropeptides centraux, a suscité un grand engouement au cours de la derniére décennie. En
effet, en plus d'induire I'activité immunologique au site d'infection et d'orchestrer [a cascade
d'événements cellulaires menant 2 la destruction des pathogenes, les cytokines synthétisées
par les macrophages et les lymphocytes activés en présence d'un antigéne (Dinarello, 1989;
Rabin ez al., 1990) sont maintenant reconnues pour leur capacité d'agir sur le systéme
neuroendocrinien. De nombreux travaux démontrent que l'administration in vivo des
cytokines pro-inflammatoires module la sécrétion de I'ACTH, la GH , la TSH, 'hormone
lutéinisante (LH), 'normone folliculo-stimulante (FSH) et la prolactine (Berkenbosch ez al.,



1987; Bernton et gl., 1987; Dubuis et al., 1988; Payne et al., 1992; Rettori et al., 1987,
Rivier and Vale, 1989; Sapolsky et al., 1987; Sharp er al., 1989; Spangelo et al., 1989;
Uehara er al., 1987). Bien que I'hypothése d'une action directe des cytokines sur les cellules
hypophysaires soit trés attrayante, il semble de plus en plus évident que les cytokines
puissent aussi agir indirectement via une circuiterie neuronale beaucoup plus complexe qui
serait responsable du contrdle de 1'axe hypothalamo hypophysaire.

1.1.1 Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien

La grande majorité des influences du SNC sur le syst¢éme immunitaire s'effectuent via
la régulation de I'axe HPA, justifiant par le fait méme l'attention particuli¢re donnée 2 celle-ci
au cours des derniéres années. Les résultats accumulés jusqu'a présent ont permis de
démontrer que, comme illustré 2 la figure 1, les cellules immunitaires périphériques activées
(ex.: principalement les monocytes et les macrophages) libéraient des signaux, telles les
cytokines, qui stimuleraient I'activit€ de I'axe HPA. Bien que cette capacité de la réponse
immunitaire 2 activer 1'axe HPA ait ét€ contestée par la suite (Stenzel-Poore et al., 1993),
plusieurs études ont montré que I'augmentation des cytokines sanguines pouvait induire le
relichement du facteur de libération des corticotrophines (CRF) (Barbanel et al., 1990;
Berkenbosch et al., 1987; Navarra er al., 1991; Rivest et al., 1992; Sapolsky et al., 1987;
Suda et al., 1990; Tsagarakis et al., 1989) et de 'ACTH (Bateman et al., 1989; Besedovsky
et al., 1991; Rivier, 1993). Rappelons que le CRF neuroendocrinien est produit par un
groupe spécifique de neurones de la division parvocellulaire des noyaux paraventriculaires de
I'hypothalamus (PVH; voir figure 2) (Antoni, 1986; Sawchenko and Swanson, 1989) et
qu'une fois synthétisé dans le périkaryon, le neuropeptide est transporté par voie axonale
puis stocké dans les vésicules terminales des terminaisons nerveuses CRFergiques
regroupées dans la région de I'éminence médiane (EM) (Kawano et al., 1988; Lennard er al.,
1993; Swanson et al., 1983). Suite A sa libération dans le syst2éme vasculaire porte veineux
hypothalamo-hypophysaire, le CRF est acheminé aux cellules corticotropes de
I'adénohypophyse oii il pourra stimuler la synthése du peptide pro-opio-mélano-cortine
(POMC) qui, une fois clivé, va engendrer la libération d'une série de messagers dont
I'ACTH (Whitnall, 1993). Une fois sécrétée dans le sang, 'ACTH pourra agir sur son
récepteur A la surface membranaire des cellules fasciculées et réticulées des corticosurrénales
afin d'induire la libération d'hormones stéroides: les glucocorticoides.
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Figure 1. Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Abréviations: (LPS) lipopolysaccharide; (CRF) facteur
de libération des corticotrophines; (ACTH) hormone adrénocorticotrope.

En plus de réguler par rétroaction négative I'activité de I'axe HPA, au niveau de
I'adénohypohyse et de I'hypothalamus (Keller-Wood and Dallman, 1984; Levin et al., 1988;
Saphier and Feldman, 1988; Sapolsky er al., 1990), les glucocorticoides s'avérent essentiels
afin d'assurer un contrdle approprié de la réponse immunitaire (Munck et al., 1984). En
effet, il a été démontré que les glucocorticoides peuvent inhiber 1a prolifération et la
distribution des monocytes, macrophages et lymphocytes, en plus de réguler la synthése et la
sécrétion des cytokines (Dupont et al., 1985; Fauci and Dale, 1974; Gillis et al., 1979; Kelso
and Munck, 1984; Snyder and Unanue, 1982; Werb, 1978). De nombreuses évidences
directes et indirectes ont d'ailleurs confirmé que ces stéroides surrénaliens possédent la



capacité de rétrocontroler négativement la réaction inflammatoire. Par exemple, il a ét€
démontré que des rats surrénalectomisés (Harbuz er al., 1993) ou hypophysectomisés
(Neidhart and Fluckiger, 1992) ainsi que des rats Lewis génétiquement déficients en CRF et
non-répondants au CRF exogene (Sternberg et al., 1989) ont une susceptibilité augmentée de
développer de I'arthrite. A l'opposé, des rats Fischer qui sont hyper-répondants au CRF
semblent moins susceptibles aux diverses maladies inflammatoires (Calogero et al., 1992;
Sternberg et al., 1990; Zelazowski et al., 1992). Les glucocorticoides sont présentement
reconnus comme étant les plus puissants agents anti-inflammatoires. Encore aujourd’hui,
ceux-ci sont prescrits fréquemment par les cliniciens afin de réduire la réponse immunitaire,
inflammatoire et allergique. En effet, les glucocorticoides s'avérent efficaces dans le
traitement d'une multitude de maladies inflammatoires incluant 'arthrite rhumatoide,
I'asthme, le psoriasis, de méme que la sclérose en plaques. L'importance de la reliche des
glucocorticoides lors d'une infection est d'ailleurs bien illustrée par I'observation d'une
mortalité €levée chez des animaux surrénalectomisés (Edwards et al., 1991; Mason et al.,
1990; Sternberg ez al., 1989) ou chez certains patients non-traités souffrant de la maladie
d’'Addison (Orth et al., 1992). Ainsi, une réponse inappropriée des glandes surrénales
pourrait étre a l'origine d'une réponse immunitaire inadéquate retrouvée dans certaines
pathologies systémiques (ex.: arthrite, hypertension), désordres affectifs (ex.: dépression) et
maladies neurodégénératives (maladie d'Alzheimer); d'oui la nécessité d'identifier et de
caractériser les mécanismes par lesquels les systtmes immunitaire et neuroendocrinien
interagissent.

Bien que la figure 1 suggere que les influences des cytokines d'origine systémique
sur l'activité de I'axe HPA passent nécessairement par la stimulation de mécanismes CRF-
dépendants, de nombreuses études, pour la plupart réalisées in vitro, ont tent€ de démontrer
que les cytokines circulantes poss¢dent aussi 1a capacité d'agir directement sur les cellules
neurosécrétrices de I'hypophyse. Toutefois, les résultats obtenus demeurent encore
controversés, et ce, malgré le fait que les récepteurs de plusieurs cytokines aient été localisés
sur certains types de cellules de 'hypophyse antérieure (Cunningham er al., 1992; Haour et
al., 1990; Kobayashi et al., 1997; Ohmichi et al., 1992). En effet, une sécrétion dACTH a
€été observée suite au traitement avec de I'TL-1 ou d'autres cytokines de cellules tumorales
hypophysaires en culture qui provenaient de patients atteints de la maladie de Cushing
(Malarkey and Zvara, 1989). Cependant, il semblerait que ces mémes cytokines soient
incapables de provoquer la reldche ' ACTH sur des cultures primaires réalisées 2 partir de
tissus hypophysaires normaux (Berkenbosch et al., 1987; Sapolsky et al., 1987; Uehara et
al., 1987), bien que certaines équipes ont prouvé le contraire (Beach ez al., 1989; Bernton ez



al., 1987; Kehrer et al., 1988; McGillis ez al., 1988; Milenkovic er al., 1989; Sharp et al.,
1989). Cette controverse suggere la possibilité que les cellules hypophysaires ne répondent
qu'a une exposition 2 long terme aux cytokines. C'est d'ailleurs ce que deux groupes
distincts ont rapporté 3 peu pres au méme moment. Seclon leurs travaux, une période
d'incubation de 15 2 24 heures avec les cytokines serait nécessaire avant d'observer la
sécrétion ' ACTH; des temps d'incubation plus courts s'étant avérés inefficaces (Kehrer er
al., 1988; Suda et al., 1989). D'autres chercheurs affirment plutdt que c'est la destruction ou
la préservation des structures intercellulaires de 'hypophyse qui serait responsable des
résultats contradictoires obtenus jusqu'a présent. Ainsi, lorsque ces structures sont
entitrement sauvegardées, les cellules corticotropes pourraient libérer 'ACTH en présence
d'interleukines (Cambronero et al., 1992). Par contre, ces résultats n'ont pas été corroborés
Ppar un autre groupe ayant utilisé des cellules hypophysaires dont les structures intercellulaires
ont été soumises 2 un minimum de stress (Parsadaniantz et al., 1993).

A T'heure actuelle, I'hypothese que les cytokines systémiques puissent agir
directement sur I'hypophyse est en perte de popularité et il semble de plus en plus évident
que la présence du CRF endogeéne soit une condition sine qua non 2 I'observation des effets
stimulateurs de ces médiateurs sur 'axe HPA. En effet, il a été démontré que
I'immunoneutralisation du CRF a pour conséquence de bloquer la s