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Résumé

L es conséquences immunitaires d un stress d’ origine environnementale sont complexes
et encore difficilement prévisibles. Le stress affecte le systéme immunitaire soit en agissant
sur I'immunité innée, en altérant la réactivité inflammatoire, soit en agissant sur I'immunité
acquise, en modulant la production de cytokines dites Thl et Th2. L’ environnement social
contribue largement au développement et a I'expression de maladies. Dans les espéces
sociales, la position sociale occupée dans le groupe module la susceptibilité aux infections
mais les supports endocriniens et immunitaires de ces différences de susceptibilité sont
ignorés. La remise en cause de I’ organisation sociale engendre un stress important dont les
conséguences immunitaires sont encore sujettes a controverse.

Ce travail de thése a pour objectifs (1) de décrire I'influence du statut social sur le
fonctionnement des systémes endocrinien et immunitaire, (2) de préciser les effets du stress
socia sur la production de cytokines et la susceptibilité aux infections et (3) de rechercher des
facteurs al’ origine de la variabilité des conséguences immunitaires du stress social.

Chez le porcelet, un regroupement apres le sevrage ééve transitoirement le cortisol
sdlivaire et atere le comportement mais n’ affecte pas la réactivité des lymphocytes sanguins.
La suite des travaux a utilisé une procédure de défaite sociale chronique chez la souris. Les
résultats obtenus mettent en évidence une influence du statut social. En absence de stress, les
dominants présentent des niveaux de base de corticostérone et une réponse spécifique a la
tuberculine supérieurs aux dominés. Suite & une défaite sociale, les dominants sont plus
affectés que les dominés. La défaite sociale augmente la réactivité inflammatoire mais ne
modifie pas de facon nette I’équilibre de la production de cytokines de type Thl et Th2 et
n' affecte pas I'immunité spécifique développée contre une infection mycobactérienne. Les
conséquences immunitaires de la défaite sociale ne sont observées que lorsgue le stress est
associé a des combats et a des blessures. Ces travaux montrent que la réponse au stress
dépend de I'histoire sociale de I'individu, en particulier de son statut social. De plus, les
répercussions immunitaires du stress dépendent aussi de I’ histoire immunitaire récente. En
effet, une réaction inflammatoire systémique inhibe la libération plasmatique de cytokines
inflammatoires en réponse a un stress psychologique ultérieur.

Mots-clés: stress social, statut social, balance Th1/Th2, inflammation, Souris.



Abstract

The immune consequences of environmental stress are complex and difficult to predict.
Stress affects the immune system either at the level of innate immunity, through the alteration
of inflammatory reactivity, or at the level of acquired immunity, through the modulation of
Thl and Th2 cytokines. In social species, social environment contributes to the development
and expression of diseases. The sociad position in a group modulates susceptibility to
infections. However, the endocrine and immune mechanisms involved in these differences are
not known. Instability in the socia organization generates a severe stress of which immune
consequences are still controversial.

The purposes of this thesis are (1) to describe the influence of social status on the
endocrine and immune systems, (2) to specify the effects of social stress on cytokine
production and susceptibility to infections and (3) to look for possible sources of variability in
the immune consequences of social stress.

Mixing piglets after weaning transiently increases salivary cortisol and modifies
behavior but does not affect blood lymphocyte reactivity. The following experiments used a
procedure of chronic social defeat in mice. Results show an influence of social status. In the
absence of stress, dominants show higher basal corticosterone levels and specific response to
tuberculin than subordinates. After social defeat, dominants are more affected. Social defeat
increases inflammatory reactivity but does not clearly modify the balance between Thl and
Th2 cytokines production and does not affect the development of specific immunity against a
mycobacterial infection. Immune effects of social defeat can be observed only when the stress
involves significant fights and injuries. Our work shows that the response to stress depends on
individual social experience, in particular on social status. Furthermore the immune
consequences of stress depend on recent immune experience. Indeed a systemic inflammatory
challenge inhibits the release of plasma inflammatory cytokines in response to a subsequent

psychological stress.

Key words: social stress, socia status, Th1/Th2 balance, inflammation, mice.
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Contexte agronomique et social



Depuis la conception de Descartes, selon laguelle I’animal ne serait qu’ une machine, le statut
de I'anima au sein de la société occidentale a fortement évolué. Au siecle des lumieres, la
rupture catégorique entre I’'Homme et I'animal est rejetée par les philosophes qui
reconnaissent que I’animal est doué de sensibilité. La doctrine utilitariste qui progresse a
partir de cette époque dans les pays anglo-saxons mene a |’ idée que les animaux ont des droits
(a ne pas souffrir, au plaisir) et que I’homme a le devoir de les faire respecter (Burgat, 2001).

Aing, le code pénal francais punit les actes de cruauté envers les animaux.

Pendant la seconde moitié du vingtiéme siecle, I'intensification et I’industrialisation de
I’agriculture métamorphosent le métier d éleveur. Les exigences de productivité et de
rentabilité se traduisent par la spécialisation et |’ automatisation des unités de production. La
préoccupation essentielle est d'augmenter les performances des animaux pour réduire les
colts de production. Pendant la méme période, I’exode du monde rural vers le milieu urbain
bouleverse profondément les rapports de I’homme a I’animal. Aujourd hui, le citadin n'a
souvent pour référence de relation «homme — animal » que celle qu’il entretient avec ses
animaux de compagnie. Cette conception le meéne a juger d'autant plus séverement les
conditions d’' élevage imposees a certaines especes. L’éevage hors-sol porcin est parmi les

secteurs les plus critiqués pour ses conditions « inhumaines ».

En réponse a la pression sociétale, le bien-étre anima est devenu objet d'étude par les
scientifiques (Dantzer and Mormeéde, 1979). Au niveau européen, les directives se succedent
visant a améliorer le bien-étre de I’anima d' élevage. Une des missions de I'INRA est de
proposer des criteres objectifs pour évaluer I'éat de bien- (mal-) étre des animaux,
d'identifier les principaux facteurs de stress et de proposer des modes d'élevage plus
respectueux des besoins des animaux. Le stress peut affecter le systeme immunitaire et
accroitre la susceptibilité des animaux aux maladies. Les interactions entre le systéme
neuroendocrinien et le systéme immunitaire sont responsables de ces atérations. L’ utilisation
de marqueurs immunitaires peut donc apporter une dimension supplémentaire a I’ évaluation
du bien-étre, en complément d'autres mesures de type physiologique ou comportemental. De
plus, démontrer que certaines pratiques d élevage stressantes affectent la résistance aux
maladies peut étre un argument de poids pour convaincre la profession d’améliorer le bien-
étre de I’animal d' éevage. Un tel argument prend toute son importance dans un contexte de

réduction de I’ utilisation des antibiotiques en élevage.
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Laréponse de stress

l. L es concepts d’homéostasie et de stress

Le concept d’ homéostasie trouve son origine dans la pensée de Claude Bernard (1813-1878),
selon qui « la fixité du milieu intérieur est la condition de vie libre et indépendante ». Loin
d ére indifférent au monde extérieur, I’organisme, au contraire, entretient avec lui une
relation précise et informée, de telle sorte que son équilibre résulte des compensations
continues d’'une balance extrémement sensible. Physiologie et pathologie sont en directe
correspondance et la guérison n’'est que le recouvrement de I’ éat physiologique normal. En
continuité avec Claude Bernard, Walter Cannon (1871-1945) développe le concept
d homéostasie (Le Moal, 2003). Toutes les parties de I’ organisme sont en contact intime avec
une matrice liquide. L’homeéostasie est I'état stable de cette matrice, protégée des
changements. Cannon propose que les glandes surrénaes et le systeme sympathique, en
déversant |’ adrénaline dans le sang, assurent I’ équilibre homéostatique. Le systéme nerveux
central participe a cette tache en percevant I’ environnement extérieur par ses récepteurs
sensoriels, en communiquant et régulant I’environnement intérieur via le systeme nerveux

autonome. La pathologie apparait quand les gjustements homéostatiques défaillent.

Les notions de dress e de «syndrome général d adaptation» apparaissent avec
I”endocrinol ogiste canadien Hans Selye (1907-1982). Le syndrome biologique du stress serait
une réaction d alarme de I’ organisme en réponse a des facteurs d’ agression physiologiques ou
psychologiques qui nécessitent une adaptation. Selon Selye, cette réponse est non spécifique :
« Le stress est le résultat non spécifique de toute demande exercée sur |’ organisme, que I’ effet
soit mental ou somatique. » Si |e stress continue, |’ organisme développe un état de résistance
ou d adaptation, caractérise par la secrétion accrue de glucocorticoides par la corticosurrénale.
Un stade d’ épuisement, pouvant conduire a la mort, apparait si le stress devient chronique et
que I’organisme ne peut plus s adapter. Le terme de stress est en rédité assez ambigu
puisqu’il désigne a la fois I'agent causal a I’origine du processus (le facteur de stress ou
stressor en anglais), et la tentative d’ adaptation engagée par |’ organisme en réponse a cette
tension (Selye, The stress of life, 1956).
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Dans les années 70, les travaux de JW.Mason et S.Levine mettent |’ accent sur le fait que les
facteurs psychologiques sont parmi les plus puissants stimuli pouvant affecter |’ activité de
I’axe corticotrope. L’activation du systeme résulte de variables comme la nouveauté,
I"incertitude, les conflits. De larges différences individuelles apparaissent selon I’ analyse de la
situation, les buts et les mécanismes de défense des individus. L’axe corticotrope est alors
présenté comme un index sensible et objectif de I'état émotionnel et psychologique de

Iindividu.

ll.  Laréponse neuroendocrinienne

La réponse a un stress aigu chez un vertébré peut-étre décrite dans le cadre de la situation
suivante : un animal est attaqué par un prédateur par surprise. |l essaie de fuire son agresseur,
mais celui-ci continue a le poursuivre et a lui infliger des blessures. Ce stress met en jeu
différents systémes physiologiques et psychologiques nécessaires a la survie de I’animal.
D’une part, le stress augmente le niveau de vigilance cognitive de I'anima et induit une
perception émotionnelle du danger qui constitue ce que lI'on appelle le «stress
psychologique ». D’autre part, |’organisme doit assurer une activité musculaire intense pour
permettre la fuite ou le combat, étre pré&t a réparer d' éventuelles blessures et a éliminer

rapidement les bactéries envahissant |a blessure.

Cette préparation de I’ organisme est assurée par une forte activation neuroendocrinienne. La
premiere vague, qui survient en quelques secondes, correspond a la libération de
catécholamines (adrénaline et noradrénaline) par les terminaisons du systéme nerveux
sympathique et par les glandes surrénales. Cette premiere réponse est responsable de
I’augmentation de la pression artérielle, du rythme cardiaque et de la concentration
plasmatique en acides gras libres et en glucose. En paralée, I'activation de |” hypothalamus
par les centres supérieurs (systeme mésolimbique, amygdale) conduit a la sécrétion de
corticolibérine (cortico-releasing hormone ou CRH) dans le systeme porte hypothalamo-
hypophysaire. L’hypophyse répond a la libération de CRH pa la sécrétion
d' adénaocorticotropine (adenocorticotropin hormone ou ACTH). L’ activation hypothalamique
conduit aussi a une diminution de la libération de GnRH (gonadotropine releasing hormone),
suivie d'une chute de la secrétion des hormones gonadotropes. L’hypophyse sécréte de la
prolactine, de I’hormone thyréotrope (TSH) et de I’hormone de croissance (GH). La seconde
vague de la réponse implique les hormones stéroidiennes et thyroidiennes. Elle se développe
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en quelques minutes (Fig.1). La libération de glucocorticoides par les surrénales est stimulée

par I’ ACTH, tandis que la sécrétion des stéroides sexuels par les gonades décroit.

.  Modulation hormonale des fonctions immunitaires

La réponse neuroendocrinienne permet de mettre le systéme immunitaire en état d’'aerte. En
effet, les cellules immunitaires disposent de récepteurs pour bon nombre des acteurs
neuroendocriniens cités ci-dessus. Les récepteurs des glucocorticoides, de la prolactine, de
I”hormone de croissance, de I’ osstradiol ou de la testostérone sont exprimés par les cellules
immunitaires. En général, les glucocorticoides, les androgénes, la progestérone et I'ACTH
dépriment les fonctions immunitaires, alors que la GH, la prolactine, la thyroxine et I'insuline
les stimulent (Besedovsky and Del Rey, 1996; Dorshkind and Horseman, 2001). Le systéme
immunitaire intégre aussi des informations nerveuses: les organes lymphoides primaires
(thymus, moelle osseuse) et secondaires (rate et ganglions) sont sous le contréle de
terminaisons nerveuses sympathiques et cholinergiques (Felten and Felten, 1991). Les
leucocytes expriment des récepteurs pour de nombreux neurotransmetteurs et neuropeptides :
récepteurs &adrénergiques, récepteurs aux endorphines, aux enképhalines, a la substance P, a
la somatostatine et au peptide vasointestinal (Blalock, 1989).

L es glucocorticoides sont connus pour leur activité anti-inflammatoire et immunomodulatrice
(Munck et al., 1984). Lors d'une réponse inflammatoire, ils inhibent la production de
cytokines inflammatoires par les macrophages et les lymphocytes T, ils aident a réguler la
réponse de fievre et favorisent la production de proténes de la phase aigué par le foie (Munck
et al., 1984; Wilckens and De Rijk, 1997). IlIs inhibent auss la prolifération des lymphocytes
T, diminuent |’ activité bactéricide des macrophages et suppriment |’ activité cytotoxique des
cellules tueuses naturelles (NK). Cependant, les glucocorticoides peuvent aussi exercer des
propriétés immunostimulantes sur les lymphocytes B (Wilckens and De Rijk, 1997). lIs
favorisent la recirculation des cellules immunitaires (Dhabhar et al., 1995). Le systeme
sympathique exerce également un contrdle sur le trafic des cellules immunitaires, notamment
en favorisant la libération de chémokines qui attirent les neutrophiles sur le lieu de
I"inflammation (Elenkov et al., 2000). Les catécholamines orientent la différenciation des
cellules T, modulent la prolifération lymphocytaire, I’ activité bactéricide des macrophages et
I"activité cytotoxique des NK (Elenkov et al., 2000). Elles peuvent jouer un réle tantét
immunostimulant, tantot immunosuppresseur.

19



STRESS

f Hypothalamus Systéme nerveux sympathique

Y

CRH TRF GnRH

v

Hypophyse antérieur

TN

TSH GH FSH,LH ACTH
Thyroide « Gonades Surrénales
IL-1b  T3,T4 IGF-1, !
TNF-a :
IL-6 Hormones
sexuelles
+| + /

Glucocorticoides
it -

v v

Lymphocytes
M acrophages

w-

Catécholamines <4

——p Sécrétion augmentée par le stress

.............................. ’ Sécrétion inhibée par le stress

Figure 1. Systémes neuroendocriniens activés lors du stress.

Le stress affecte le systeme immunitaire en modifiant la sécrétion des hormones hypophysaires et en
activant le systeme sympathique. En retour, le systeme nerveux central est informé de |’ activation du
systeme immunitaire grace alalibération d’'IL-1b, d'IL-6 et de TNF-a par les cellules immunes.

(ACTH: adénocorticotropine, CRH: corticolibérine, FSH: hormone falliculo-stimulante, GnRH: hormone de libération de laLH, IGF-1:
facteur de croissance 1 analogue al'insuline, IL-1b: interleukine 1b, IL-6: interleukine 6, LH: hormone lutéinisante, TNF-a: facteur de
nécrose tumorale a , TRF: thyrolibérine, TSH: hormone stimulatrice de la thyroide, T3: triiodotyrosine, T4: thyroxine)
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Consequences du stress sur I'immunité

La présentation faite ci-dessous tente de synthétiser les connaissances actuelles sur les effets
du stress sur I'immunité. Les données sur ce sujet sont trés disparates. Elles proviennent
d études réalisées sur des especes et des lignées d'animaux différentes, utilisant divers
facteurs de stress, avec des durées et des fréguences du stress variables. Nous présenterons
d abord les résultats d' études utilisant des techniques in vitro, montrant comment le stress
modifie les fonctions et la réactivité des cellules immunitaires. Dans un second temps, les
résultats d études menées in vivo seront présentés, illustrant les répercussions de ces
atérations au niveau tissulaire. Enfin, les conséquences sur la susceptibilité a une infection
bactérienne ou virale seront présentées. Avant de développer ces différents points, les étapes

fondamentales de la réponse immunitaire a un pathogene seront rappel ées.

l. Rappels d’'immunologie

A. Laréponse inflammatoire

L’ immunité innée est considérée comme la premiere « ligne de défense » lors des interactions
hoéte-pathogéne. Quand un pathogéne pénetre dans I’ organisme, il est rapidement ingéré et
détruit par les phagocytes en place. Si I’arrivée du pathogene est associée a des dommages
tissulaires ou S'il est présent en trop grande quantité, un certain nombre de réponses sont
engagées pour le contenir et I’ @iminer. La réponse inflammatoire est un élément majeur de ce
Processus.

La réaction inflammatoire est une réponse normale, immeédiate et transitoire a toute agression
extérieure, qu'elle soit mécanique ou infectieuse (Cavaillon, 1996). Elle a pour objet de
diriger les molécules sériques et les cellules du systéme immunitaire vers le site de la |ésion
tissulaire. Elle peut se décomposer en trois éléments: augmentation du flux sanguin,
augmentation de la perméabilité des vaisseaux capillaires, migration des cellules immunitaires
depuis les vaisseaux vers les tissus. En réponse a I'agression, les cellules des tissus lésés
produisent des médiateurs moléculaires (histamine, sérotonine, prostaglandines...) qui sont a

I’ origine de la production en cascade d’ autres médiateurs nécessaires a |’ enclenchement et a
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Ientretien d’'un éat inflammatoire. Certaines cytokines ont un réle essentiel dans
I’ orchestration d’ une inflammation d’ origine microbienne. Ce sont notamment |’ interleukine-
1 (IL-1) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a). Les macrophages et les polynucléaires
recrutés éliminent les pathogenes éventuellement présents en les phagocytant et en libérant
des radicaux libres. La réponse inflammatoire initie auss le processus de cicatrisation

tissulaire.

D’ autres facteurs sont produits pour limiter la production de cytokines pro-inflammatoires ou
en contrecarrer les effets. Ces agents anti-inflammatoires sont constitués par des cytokines
(transforming growth factor-b (TGF-b), IL-10, IL-4), des antagonistes de récepteurs
(antagoniste du récepteur de I'lL-1), des formes solubles de récepteurs pour les cytokines, ou
des glucocorticoides. Dés que I'inflammation locale atteint une certaine importance,
I’organisme est «averti» du processus par le passage de cytokines inflammatoires,
notamment de I’interleukine-6 (IL-6), dans la circulation sanguine. L’IL-6 induit la libération
par le foie de protéines de la phase aigué (Protéine C-réactive (CRP), haptoglobine...), dont la
fonction est de terminer la réponse inflammatoire (Tilg et al., 1997). Une réponse
harmonieuse sous-entend un équilibre réuss entre les cytokines pro-inflammatoires et les
facteurs chargés d’en limiter la production et |'action. Dans le cas contraire, par des
meécanismes d’ auto-entretien et d’amplification, la réponse inflammatoire peut s accentuer et

entrainer un état pathol ogique.

B. Laréponse du systéme de I'immunité acquise

Si la progression du pathogéne n’'est pas enrayée par la réponse inflammatoire, I'immunité
acquise congtitue une seconde ligne de défense. Contrairement au systeme de I'immunité

innée, elle est spécifique d’ un pathogene donné.

Lors d' une premiere rencontre avec le pathogeéne, les cellules dendritiques phagocytent des
pathogenes et migrent dans les ganglions lymphatiques les plus proches. Elles exposent alors
a leur membrane des peptides antigéniques issus du pathogene, liés aux molécules du
complexe d’histocompatibilité de type Il (CMH II). La présentation du complexe CMH-
antigene aux lymphocytes T CD4 naifs, en association avec des signaux de co-stimulation,
conduit a I’ activation des lymphocytes spécifiques de cet antigéne (Palucka and Banchereau,

1999). Les lymphocytes actives produisent de I'IL-2, ils proliférent et se différencient en
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cellules T auxiliaires (Th). Les Th activent aors des lymphocytes B, producteurs
d’ immunoglobulines spécifiques de I’ antigéne, et des lymphocytes T CD8 (T8), également
spécifiques des antigenes portés par le pathogéne (Fig. 2). Les cellules activées par les Th
entrent en division. C'est ce qu’'on appelle la prolifération clonale. Puis elles acquiérent un
phénotype de cellule effectrice : plasmocyte dans un cas, lymphocyte T cytotoxique dans
I autre.

L’ activation des lymphocytes T par les cellules dendritiques, puis celle des lymphocytes B et
T8 par les lymphocytes Th sont permises par des contacts cellulaires directs et par la
production de cytokines. Ces cytokines orientent la réponse vers une meédiation
majoritairement cellulaire, dite de type 1 ou bien majoritairement humorale, dite de type 2.
Dans le cas d’'un pathogene de nature intracellulaire, la cellule dendritique libére de I'lL-12,
qui permet la différenciation des lymphocytes Th en cellules de type 1 (Thl) (Maldonado-
Lopez and Moser, 2001). Les Thl produisent principalement de I'lL-2, de I’interferon-g
(IFN-g), et de lalymphotoxine a (LT-a). L’IFN-g favorise |’ activation des lymphocytes T8,
capables de lyser les cellules du soi infectées. Dans le cas d'un pathogene de nature
extracellulaire, la cellule dendritique oriente les lymphocytes Th vers une différenciation de
type 2 (Th2). Les Th2 produisent des cytokines telles que I'lL-4, I'IL-6 et I'IL-10 qui
favorisent la maturation des lymphocytes B en plasmocytes producteurs d’ immunoglobulines
(Fig. 2).

La réponse spécifique met plusieurs jours a se développer dans le cas d une primo-infection,
mais seulement quelques dizaines d heures si I'antigene a déja été rencontré. En effet, lors
d' une deuxiéme rencontre avec le pathogene, |'organisme dispose de cellules T mémoires
pour I'antigene. L’activation des lymphocytes mémoires ne nécessite pas nécessairement la
collaboration avec une cellule dendritique car les macrophages ou les lymphocytes B sont des
cellules présentatrices d’ antigene (CPA) tout a fait acceptables pour les cellules mémoires. La

réponse contre le pathogéne est a ors beaucoup plus rapide que lors d’ une réponse primaire.
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ll.  Consequencesdu stresssur les cellulesimmunitaires

A. Stress et cellules de I'immunité innée

1) Le stress module 'activité anti-microbienne

Les effets du stress sur les macrophages dépendent fortement du compartiment dans lequel ils
se trouvent. Un stress aigu peut inhiber ou favoriser certaines fonctions antimicrobiennes des
macrophages et des neutrophiles. Selon la procédure de stress et le compartiment étudié, le
stress diminue ou augmente la production d' oxyde nitrique (NO) (Fleshner et al., 1998;
Persoons et al., 1997). L’ activité phagocytaire des macrophages spléniques peut étre stimulée
par un stress aigu (Lyte et al., 1990). Si le stress est chronique, |’ activité phagocytaire et la
production de NO sont plutét inhibées (Brown et al., 1993; Palermo-Neto et al., 2003). La
production de superoxide (H.02) semble étre décrue par le stress, que celui-ci soit de nature
aigué ou chronique (De Castro et al., 2000; Oishi et al., 2003).

2) Le stress inhibe la présentation de [l'antigene aux

lymphocytes
Une autre fonction des cellules de I'immunité innée est de présenter les antigénes aux
lymphocytes T. Ce réle est rempli par les CPA (cellules dendritiques et macrophages). Le
stress peut inhiber la fonction de présentation de I'antigéne en diminuant |’ expression des
molécules du CMH 11 par les macrophages et par les cellules dendritiques (Hosoi et al., 1998;
Zwilling et al., 1990). En particulier, la capacité de I'lFN-g a induire |’expression des
molécules du CMH Il par les macrophages péritonéaux est décrue chez les animaux stresses
(Jianget al., 1990; Zwilling et al., 1992). Simultanément, la CPA présente d’ autres molécules
membranaires qui constituent des signaux de co-stimulation nécessaires a une présentation
efficace de I’ antigene. Les glucocorticoides inhibent auss I’ expression des molécules de co-
stimulation par les cellules dendritiques (Moser et al., 1995).
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B. Stress et cellules de I'immunité acquise

1) Stress immunosuppresseur ou immunostimulant

Le stress a longtemps été considéré comme immunosuppresseur parce qu'’il inhibe certaines
fonctions lymphocytaires. Par exemple, il peut diminuer la concentration plasmatique des
anticorps produits en réponse a une vaccination (Moraska et al., 2002; Zalcman et al., 1988).
Invitro, le stress inhibe auss la prolifération lymphocytaire (Fleshner et al., 1995a; Rinner et
al., 1992; Shurin et al., 1994) et la production de cytokines par les lymphocytes (Dobbs et al.,
1996; Fleshner et al., 1995b; Sonnenfeld et al., 1992). Cependant, I'inhibition des
lymphocytes par le stress n'est pas systématique. Le stress peut parfois augmenter la
production d’ anticorps (Cocke et al., 1993; Fujiwara and Orita, 1987; Wood et al., 1993) et la
prolifération des lymphocytes (Lyde et al., 1990; Wood et al., 1993).

Quelques études suggerent qu'il existe une fenétre précise pendant laquelle le dével oppement
de la réponse spécifique peut étre atéré par le stress. Lors d'une réponse primaire,
I’exposition au stress juste avant ou pendant les 24 heures suivant la vaccination serait une
période critiqgue. Un stress survenant plus tardivement n'aurait que peu ou pas d effet
(Kusnecov and Rabin, 1993; Moynihanet al., 1990; Wood et al., 1993; Zalcmanet al., 1988).

2) Les lymphocytes sont inhibés par des macrophages

« suppresseurs »
L’ activation du systéme de I'immunité innée lors du stress pourrait étre responsable de
I’inhibition de certaines fonctions lymphocytaires. En effet, la libération de médiateurs pro-
inflammatoires tels que I'lL-1 semble associée a I’inhibition de la production d anticorps
apres une stimulation antigénique (Moraska et al., 2002). De plus, I'inhibition de la
prolifération des lymphocytes T dans la rate ou dans les ganglions lymphatiques apres un
stress disparait s I’on enleve les macrophages de la culture cellulaire (Coussons-Read et al.,
1994; Fleshner et al., 1995a). Il est probable que les macrophages exercent leur propriété
suppressive via la production de NO (Coussons-Read et al., 1994). Dans la rate, la diminution
de la prolifération lymphocytaire est induite par les catécholamines puisgue I’ utilisation
d antagonistes des récepteurs b-adrénergiques prévient I'effet du stress. Le role des

glucocorticoides serait moins important puisque |’ adrénalectomie ne supprime pas |’ effet
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inhibiteur du stress (Cunnick et al., 1990). En revanche, la suppression de la prolifération des

lymphocytes sanguins serait plutot permise par les glucocorticoides (Cunnick et al., 1990).

C. Influence du stress sur la balance Th1/Th2

Il a éé proposé qu’en conditions de stress aigu, la réponse immunitaire basculerait vers un
profil de type Th2 (Elenkov and Chrousos, 1999). La théorie de la balance Th1/Th2 est
séduisante car elle permet d expliquer nombre de pathologies associées au stress (Fig. 3). En
orientant le systeme immunitaire vers une réponse de type humoral, le stress aurait un effet
immunosuppresseur lorsque I’ organisme doit faire face a une infection virale ou bactérienne
qui nécessite le plus souvent une réponse Thl, mais pourrait en méme temps favoriser une
exacerbation des réponses alergiques ou des maladies autoimmunes, caractérisées par un
profil Th2.

1) Influence du stress sur la balance Th1/Th2
L’ orientation vers le profil Th2 par le stress a éé montrée a plusieurs niveaux. Le rapport
entre les sous-classes d'anticorps produites lors d’ une réponse humorale est un indicateur de
I’orientation Thl/Th2. En effet, s I'lL-4 est nécessaire pour induire la maturation des
lymphocytes B lors d’une réponse primaire, les cytokines de type Thl et Th2 déterminent
ensuite le type de commutation isotypique des immunoglobulines. Un lymphocyte B se
transforme en cellule productrice d’ anticorps de sous-classe 1gG2a s'il a été mis en présence
d’ IFN-g, une cytokine Thl. En présence de cytokines Th2, il se différencie en plasmocyte
producteur d'1gG1 ou d’'IgE (Comoy et al., 1997). Lorsque le stress augmente la production
d’ anticorps en réponse a une vaccination, cet accroissement est di aux IgM et IgG1 mais pas
aux lgG2a (Shanks and Kusnecov, 1998). Inversement, lorsque le stress diminue la
production d anticorps, celle-ci concerne les IgG2a mais pas les IgG1 (Fleshner et al., 1996).

Dans les deux cas, labalance est en faveur des immunoglobulines de type Th2.

Une autre méthode consiste a compter le nombre de clones de type Thl et Th2 dans les
organes lymphatiques en réponse a une vaccination. La présence du marqueur moléculaire
CD45RC sur les lymphocytes Th permet de différencier les cellules de type Thl (CD45RC™)
de celes de type Th2 (CD45RC’). Chez le rat, des chocs éectriqgues empéchent
I’accumulation de lymphocytes CD45RC* en réponse a une immunisation contre la KLH

(protéine antigénique « keyhole lymphet hemocyanin ») dans les ganglions mésentériques et
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dans la rate. Au contraire, le nombre de lymphocytes CD45RC" a tendance a augmenter
(Fleshner et al., 1995D).

Enfin, la balance Th1/Th2 peut étre appréciée en mesurant la quantité de cytokines de type 1
et 2 produites in vitro. Certaines études rapportent effectivement une orientation de la
production de cytokines vers le type Th2 (Iwakabe et al., 1998; Moynihanet al., 1994; Zhang
et al., 1998). Cependant, cette orientation n'est pas observée dans tous les cas puisque
d autres observent une suppression simultanée des deux types de cytokines (Dobbs et al.,
1996) ou au contraire une orientation de type Thl (Bartolomucci et al., 2001; de Groot et al.,
2002; Maes et al., 1998). Ces derniéres études laissent supposer que le stress n’oriente pas

systématiquement le systeme immunitaire vers un profil Th2.

2) Influence des glucocorticoides et des catécholamines sur la

balance Th1/Th2
Le basculement vers un profil Th2 lors du stress sexpliquerait par le fait que les
glucocorticoides favorisent la production de cytokines de type Th2 par les lymphocytes T
CD4 et inhibent la production de cytokines Thl (Daynes and Araneo, 1989; Ramirez et al.,
1996). Le réle des catécholamines dans la régulation de la balance Th1/Th2 est moins clair et
il semble que la sensibilité des lymphocytes T aux catécholamines dépende du moment auquel
ilsy sont exposés (Ramer-Quinn et al., 1997; Ramer-Quinn et al., 2000; Swanson et al.,
2001). Globalement, les catécholamines inhibent les lymphocytes de type 1. Les clones Thl
expriment le récepteur adrénergique b2 et leur exposition in vitro a un agoniste du récepteur
inhibe la production d'IL-2 et d'IFN-g. En revanche, le récepteur b2-adrénergique est
indétectable sur les clones Th2 et leur production de cytokines n'est pas atérée par les

catécholamines (Ramer-Quinnet al., 1997).
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D. Production de cytokines inflammatoires et résistance aux

glucocorticoides

1) Le stress augmente la production de cytokines

inflammatoires
La plupart des études concernant la production de cytokines par les cellules immunes aprés
stress utilisent des mitogénes spécifiques des lymphocytes T ou B (phytohémagglutinine,
concanavaline A, pokeweed) ou des antigénes contre lesquels I’ animal avait été préalablement
vacciné (globules rouges de mouton, KLH...). Des études récentes se sont intéressées a la
capacité de ces cellules a produire une réponse de type inflammatoire, en utilisant par
exemple du lipopolysaccharide (LPS). Le LPS est une macromolécule de la paroi des
bactéries a Gram négatif qui stimule préférentiellement les lymphocytes B, les monocytes et
les macrophages. Il semble que le stress puisse accroitre la production de cytokines
inflammatoires telles que I'lL-1 ou I'lL-6 par les cellules spléniques en réponse au LPS
(Moraska et al., 2002; Stark et al., 2001). De méme, les macrophages péritonéaux ou
alvéolaires issus de souris stressées présentent une production accrue d'IL-1 et d’'IL-6 de
fagon spontanée (Jiang et al., 1990) ou en réponse a une stimulation par du LPS (Persoons et
al., 1997; Zhuet al., 1996).

Il est vraisemblable que les catécholamines soient impliquées dans cette production de
cytokines inflammatoires. En effet, le blocage des récepteurs b-adrénergiques avant
I’administration de chocs électriques empéche I’ augmentation de la production d’'IL-1b par
les macrophages avéolaires (Broug-Holub et al., 1998). D’autre part, il a é&é proposé que le
stress pourrait exacerber les réponses de type inflammatoire en induisant la libération locale
de CRH par les terminaisons nerveuses périphériques (Elenkov and Chrousos, 1999). En
effet, le CRH potentialise la libération de TNF-a, d’'IL-1b et d'IL-6 par les macrophages
(Agelaki et al., 2002). Il augmente la perméabilité vasculaire et induit la dégranulation des
mastocytes qui libérent de I” histamine (Theoharides, 1998).

Un mécanisme moléculaire permettant de convertir le stress en réponse inflammatoire a
récemment été proposé. La voie de transcription du facteur nucléaire kB (NF-kB) est |'une
des principales voies de signalisation intracellulaire responsables de |’ expression de cytokines
inflammatoires (Muzio and Mantovani, 2000; O'Neill and Dinarello, 2000). Chez |I"homme,

un stress aigu active la voie NF-kB dans les cellules mononucléées sanguines et induit
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I’ expression des genes qui en dépendent (Bierhaus et al., 2003). La noradrénaline pourrait étre
responsable de cette activation puisqu' elle est en mesure d'activer la voie NF-kB des

monocytes sanguins via les récepteurs a 1- et b-adrénergiques (Bierhaus et al., 2003).

2) Le stress induit un état de résistance aux glucocorticoides

Aprés une session de chocs électriques ou un stress socia chronique, la sensibilité des cellules
immunitaires a I’ effet anti-inflammatoire des glucocorticoides est diminuée (O'Connor et al.,
2003; Stark et al., 2001). Cela se traduit par un moindre effet inhibiteur de |I’hormone sur la
prolifération des cellules immunitaires et sur leur production de cytokines inflammatoires
(Stark et al., 2001). Chez la souris, il a pu ére montré que cette modification de sensibilité
concerne les macrophages mais pas les lymphocytes B (Stark et al., 2001). De facon
intéressante, la résistance aux glucocorticoides n’ apparait pas dans tous les compartiments ;
elle est observée dans la rate mais pas dans la cavité péritonéale (Avitsur et al., 2002a). Ce
phénomeéne s atténue progressivement apres |’ arrét du stress. Ainsi, la résistance induite par le
stress socia chez la souris est toujours visible dix jours aprés la fin du stress mais a
totalement disparu au bout d’ un mois (Avitsur et al., 2002a).

Les mécanismes moléculaires responsables de I'induction de la résistance aux
glucocorticoides par le stress ne sont pas entierement éucidés. Le stress ne modifie pas
I’ expression du récepteur aux glucocorticoides (GR). En revanche, il empéche la migration du
GR du cytoplasme vers le noyau (Quan et al., 2003). Le stress empéche donc le complexe
GR-hormone d'inhiber la transcription des genes de la voie NFKB tels que ceux des cytokines
pro-inflammatoires. Les mécanismes par lesquels le stress affecte la trandocation des GR sont

en revanche inconnus.

Tous les stress ne sont pas en mesure d'induire un phénomene de résistance aux
glucocorticoides. Par exemple, la contention augmente au contraire de fagon transitoire la
sensibilité des splénocytes aux glucocorticoides (Bauer et al., 2001). Il est possible que
I’ activité physique associée au stress soit pour partie impliquée puisque |’ exercice physique
chez I"humain diminue aussi la sensibilité des lymphocytes sanguins a la dexaméthasone, un
stéroide de synthese (Derijk et al., 1996). Stress et activité physique induisant une libération
d'IL-6 plasmatique, son réle potentiel dans I'induction de la résistance a été testé in vitro
(Stark et al., 2002). L’IL-6 ne semble pas moduler pas la sensibilité des splénocytes. 1l est

tout de méme possible que la production de certaines cytokines pendant le stress soit
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responsable de |’ apparition de la résistance. En effet, chez I’homme, la culture de cellules
mononucléées sanguines en présence d'IL-4 et d'IL-2 entraine un état de résistance aux
glucocorticoides (Kam et al., 1993). Cependant, dans cette situation, la résistance apparait

chez les lymphocytes T et non chez les macrophages.

ll.  Conséquences du stress au niveau tissulaire

A. Redistribution spatiale des leucocytes

Les cellules du systéme immunitaire circulent en permanence. Elles quittent le sang vers les
organes, passent ensuite par les vaisseaux et les ganglions lymphatiques avant de regjoindre la
circulation générale (Jalkanen and Salmi, 2001). Lors de la réponse de stress, |’ activation du
systéme nerveux sympathique permet le recrutement des leucocytes en les faisant sortir de
réservoirs tels que la rate, le thymus ou les poumons et en les déversant dans le sang (Dhabhar
and McEwen, 2001). Dans un second temps, sous |'effet des glucocorticoides, les
lymphocytes et les monocytes migrent vers les ganglions lymphatiques et les muqueuses (de
la peau, du tube gastro-intestinal, etc). Cette migration conduit a une diminution du nombre
de lymphocytes et de monocytes et a une augmentation des polynucléaires dans le
compartiment sanguin. Ce phénomeéne est transitoire et disparait rapidement apres la fin du
stress (Dhabhar et al., 1995). Cette redistribution des leucocytes leur permettrait d' étre au bon
endroit au bon moment pour faire face a une éventuelle agression microbienne associée au
stress, par exemple au niveau de blessures cutanées. Cette mobilisation se fait évidement au
détriment des compartiments désaffectés par les cellules immunitaires et est probablement en
partie responsable de bon nombre de contradictions rapportées dans la littérature sur les effets
tantét immunosuppresseurs, tantdt immunostimulants du stress (Dhabhar and McEwen,
2001).

En situation de stress chronique, il est possible d’ observer des altérations a long terme de la
formule leucocytaire du sang ou de larate. Aingl, le stress socia chronique accroit le poids de
la rate, augmente son contenu en monocytes et neutrophiles et diminue le nombre de
lymphocytes (Avitsur et al., 2002b). Dans le sang, le stress social chronique augmente la
proportion de granulocytes et diminue celle de lymphocytes (Stefanski, 1998). 1l est possible

gue les lymphocytes s accumulent dans la moelle osseuse (Stefanski et al., 2003).
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B. Augmentation de I'immunité acquise au niveau des

muqueuses

Chez le rat, un stress aigu augmente I'immunité spécifique au niveau de la peau. Ceci a été
montré pour la réponse cutanée d’ hypersensibilité retardée (Dhabhar and McEwen, 1998). Le
principe de |’hypersensibilité retardée consiste a sensibiliser un animal a un antigene lors
d une premiéere injection, puis a effectuer une seconde injection par la voie sous-cutané
environ une semaine plus tard. Cette seconde injection induit une forte réponse locale, appelée
réponse d hypersensibilité retardée (DTH). La DTH nécessite a la fois un processus
inflammatoire et une réponse spécifique d’ antigene impliquant des lymphocytes T mémoires.
C’est une réponse de type Thl. Chez des rats préalablement sensibilisés pour un antigene, s
I’on applique une contention de deux heures juste avant I’injection cutanée, on observe une
induration cutanée et une infiltration leucocytaire accrues par apport aux animatx non stresses
(Dhabhar and McEwen, 1998).

Dans le cas d’' une sensibilisation a un produit irritant qui ' implique pas de réponse spécifique
d antigene, le stress n’ augmente pas la réponse lors de la deuxiéme exposition (Dhabhar and
McEwen, 1998). Cela signifie que le stress n’accroit pas la DTH en augmentant la réponse
inflammatoire non-spécifique, mais en stimulant les lymphocytes mémoires pour I’ antigéne.
Si I’on utilise des souris déficientes pour le géne de I’ lFN-g ou que I’ on inhibe la cytokine par
des anticorps, le stress n'a plus deffet immunostimulant (Dhabhar et al., 2000). La
stimulation de la DTH par le stress est donc permise par une modulation de la production
locale d'IFN-g. Les catécholamines et les glucocorticoides sont impliqués puisque
I’ adrénalectomie supprime I’ effet stimulant du stress sur la DTH et I’administration de faibles
doses de catécholamines ou de glucocorticoides a le méme effet stimulant que le stress
(Dhabhar and McEwen, 1999). Un stress appliqué non plus au moment de la stimulation
cutanée mais au moment de la sensibilisation augmente également la DTH (Wood et al.,
1993). En revanche, I’administration chronique de corticostérone a des rats, mimant un stress
chronique, diminue laDTH (Dhabhar and McEwen, 1999).

Dhabhar et coll. ont rapporté un effet immunostimulant du stress sur la DTH chez le rat et
chez la souris (Dhabhar and McEwen, 1998; Dhabhar et al., 2000). Chez la souris, certains
auteurs ont confirmé gu’un stress de contention juste avant I’injection cutanée augmente la
DTH (Flint et al., 2001). Au contraire, d’ autres ont rapporté une inhibition de la DTH (Hosoi
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et al., 1998). Une diminution delaDTH a été auss décrite si la contention est appliquée avant
I’ étape de sensibilisation (Flint et al., 2001; Kawaguchi et al., 1997). La diminution de la
réponse d hypersensibilité est alors accompagnée dun changement morphologique des
cellules de Langerhans (les cellules dendritiques de la peau). Elles sont plus rondes, plus
petites, ont des dendrites plus courts et présentent moins de molécules du CMH |1 que celles
des animaux témoins (Hosoi et al., 1998; Kawaguchi et al., 1997). Apres le stress, elles
reprennent une morphologie normale en 24 heures et la DTH est restaurée dans le méme
déai.

Le stress aigu n'augmente pas la réponse a médiation cellulaire (de type Thl) au niveau de
toutes les muqgueuses. Dans les poumons, le stress semble plutét favoriser la réponse
humorale (de type Th2). Chez un individu normal, la réponse de la muqueuse pulmonaire a
une stimulation antigénique est fortement inhibée afin d éviter une obstruction pulmonaire.
Chez le rat, s une session unique de chocs éectriques est appliquée au moment d'une
immunisation par la voie respiratoire, la production de toutes les classes d'immunoglobulines
se trouve augmentée par rapport a des animaux non stresses (IgM, 1gG, IgA et IgE). La
réponse humorale est également augmentée lors d'une réponse de type secondaire (Persoons et
al., 1995).

C. Modulation de la réponse inflammatoire au niveau des
différents tissus

1) Le stress induit la libération systémique de cytokines

inflammatoires d’origine non-immune
Un stress aigu peut induire la production de médiateurs de I'inflammation et ce, en |’ absence
de stimulation immune. Ainsi, chez les rongeurs, des niveaux relativement élevés d'IL-6
peuvent étre détectés dans la circulation sanguine a la suite d'un stress aigu (LeMay et al.,
1990; Nukina et al., 1998; Zhou et al., 1993). Chez |I’homme, un stress psychologique ou un
exercice physique aigu sont en mesure d’ augmenter les concentrations plasmatiques de |’ IL-6
mais auss du TNF-a et de |’antagoniste du récepteur de I'lL-1 (Drenth et al., 1995; Owen
and Steptoe, 2003; Steptoe et al., 2001). Chez le rat, d autres protéines de la phase aigué telles

gue la protéine de transport des glucocorticoides (CBG), la glycoprotéine acide al,
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I” haptoglobine ou I’abumine sont auss augmentées apres une session de chocs éectriques
(Deak et al., 1997).

La majorité des études se sont concentrées sur la production plasmatique d'IL-6. Son origine
est encore mal déterminée. L'hypothese selon laquelle I'lL-6 serait produite suite a une
trandocation bactérienne au niveau de la mugueuse intestinale (Ando et al., 2000) est mise a
mal par le fait que cette augmentation est aussi observée chez des animaux axéniques (Nukina
et al., 2001). L’ hypophyse, les surrénales, la rate et les reins ne semblent pas étre des sources
significatives d’'IL-6 en réponse au stress (Nukina et al., 2001; Takaki et al., 1994). Il a été
propose que la cytokine serait libérée par les cellules de Kuppfer situées au niveau du foie, en
réponse a une stimulation sympathique (Kitamura et al., 1997; Nukina et al., 2001; Sheridan
et al., 1991; Takaki et al., 1996). En réalité, il est probable que les sources soient multiples.
Par exemple, les mastocytes sont auss producteurs d’'IL-6 lors du stress. Apres un stress de
contention, des souris déficientes en mastocytes ne présentent pas d’augmentation d'IL-6
plasmatique (Huang et al., 2003). In vitro, les cellules endothéliales humaines libéerent de I IL-
6 en réponse a une stimulation par la noradrénaline ou I’adrénaline (Gornikiewicz et al.,
2000). Enfin, la masse musculaire est une source importante d'IL-6 lors d'un exercice
physique et les cellules musculaires sont capables de libérer de I'lL-6 en réponse a une
stimulation par le LPS (Febbraio and Pedersen, 2002; Frost et al., 2002).

Les conséquences de la libération de cytokines inflammatoires lors du stress sont inconnues.
Avec I'lL-1 et le TNF-a, I'lL-6 est I une des principales cytokines responsables de la réponse
de fievre lors d'un processus inflammatoire (Lenczowski et al., 1999; Netea et al., 2000). Le
stress induit une hyperthermie (Hashimoto et al., 2001) et il est possible que I'lL-6 soit
impliquée (Oka et al., 2001). L’'IL-6 pourrait aussi contribuer & maintenir la production
hépatique de glucose, nécessaire a une activité musculaire prolongée (Febbraio and Pedersen,

2002). De ce point de vue, elle agirait donc en synergie avec les glucocorticoides.

2) Le stress augmente la réactivité inflammatoire des cellules

immunitaires au niveau systémique
Stress aigu et chronique potentialisent fortement la libération de cytokines inflammatoires
tellesque I'lL-1, I'IL-6 et le TNF-a en réponse a une injection de LPS (Johnson et al., 2002;
Mekaouche et al., 1994; Quanet al., 2001). Cette hyper-réactivité inflammatoire est observée
dans le compartiment sanguin, dans la rate et dans le foie. Elle est favorisée par |’ apparition
£7)
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de résistance aux glucocorticoides chez certaines cellules immunitaires (voir partie 1.4.). La
résolution de la réponse inflammatoire est alors plus difficile et la susceptibilité au choc
septique s en trouve accrue (Quanet al., 2001).

3) Le stress diminue I'inflammation au niveau de la peau

Le stress module aussi 1a réponse inflammatoire au niveau des muqueuses. Il est notamment
soupgonné d’'augmenter les pathologies inflammatoires du tube digestif (Hart and Kamm,
2002). En revanche, le stress diminue la réponse inflammatoire de la peau (Campisi et al.,
2002; Mercado et al., 2002a). Cet effet semble étre a double tranchant. En réponse a une
injection sous-cutanée d Escherichia coli, des rats stressés par une session de chocs
électriques atteignent plus rapidement le pic de la réponse inflammatoire locale. Ce pic est de
plus faible amplitude que chez les animaux témoins et I'inflammation est plus rapidement
résolue, sans que I’ efficacité de la réponse contre la bactérie ne soit détériorée (Campisi et al.,
2002; Deak et al., 1999). Il est possible que la résolution plus rapide de I'inflammation soit
permise par élimination accélérée des bactéries, grace a une stimulation des fonctions

antimicrobiennes des cellules phagocytaires par le stress (voir paragraphe 11.A).

En revanche, dans le cas d'une blessure ouverte, le stress retarde le phénoméne de
cicatrisation cutanée. Chez des souris soumises a un stress de contention chronique, les
cinétiques de production d’'IL-1b et du facteur de croissance des kératinocytes sont modifiées
par rapport aux animaux témoins, avec un pic moins important le jour qui suit la blessure,
mais une production plus longue dans le temps (Mercado et al., 2002a). Ceci résulte en une
cicatrisation plus lente (Mercado et al., 2002b) et favorise donc le développement de bactéries
opportunistes sur la plaie (Rojas et al., 2002). La production accrue de NO au site
dinflammation chez les animaux stressés est peut-étre responsable de I'inhibition de la
réponse inflammatoire (Campisi et al., 2002). En effet, le NO exerce des propriétés
inhibitrices sur I activité de cellules immunitaires, notamment sur les lymphocytes (Coussons-
Read et al., 1994).

L es conséguences du stress dépendent donc du compartiment auquel on s intéresse (immunité
systémique ou des muqueuses cutanée, pulmonaire ou digestive), et de la nature aigué ou

chronique du stress étudié (Fig. 4).
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Figure 4. Effets du stress sur I'immunité innée et acquise.

Les données de la littérature sont trés disparates. Les conségquences du stress sur le systeme
immunitaire dépendent de I’ espece, du compartiment et de la chronicité du stress.
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IV. Consequences du stresssur la susceptibilité aux infections

Il est légitime de se demander s les effets du stress sur le systéme immunitaire sont
adaptatifs. Dans le cas d'un stress aigu, |’augmentation de la réponse immunitaire au niveau
de la peau semble effectivement adaptative face a une éventuelle infection cutanée.
Cependant, nous avons vu que certains stress générent simultanément un état pro-
inflammatoire au niveau systémique. Ceci peut étre délétére s une infection survient par une
autre voie que cutanée. De son cOté, le stress chronique semble étre a I'origine de

dysfonctionnements du systeme immunitaire.

Plusieurs études ont tenté de relier les atérations immunologiques décrites ci-dessus avec la
physiopathol ogie de maladies infectieuses. Le stress chronique a un effet immunosuppresseur
sur la réponse immunitaire aux virus de la grippe et de I'herpes (Bonneau et al., 1998;
Brenner and Moynihan, 1997), a Listeria Monocytogenes (Cao et al., 2002; Zhang et al.,
1998) et aux mycobactéries (Brown and Zwilling, 1994). La mgjorité de ces études ont utilisé
des chocs éectriques ou une contention de 12 a 16 heures par jour pendant au moins 8 jours
(Bonneau et al., 1993; Brenner and Moynihan, 1997; Hermann et al., 1993; Sheridan et al.,
1991; Zhang et al., 1998).

Le stress accroit la susceptibilité aux infections en affectant a la fois la réponse non spécifique
et la réponse spécifiqgue au pathogene. Dans la mgjorité des cas, le stress supprime la
migration des leucocytes vers le site d’infection (Bonneau et al., 1993; Hermann et al., 1995;
Zhang et al., 1998). Une conséguence directe est I'inhibition de la réponse inflammatoire au
lieu d’infection (Konstantinos and Sheridan, 2001; Sheridan et al., 1991). Le stress inhibe
auss I'expresson de molécules du CMH Il par les macrophages en réponse a L.
Monocytogenes ou a Mycobacterium bovis (Zhang et al., 1998; Zwilling et al., 1992) ainsi
gue I’ activité bactéricide des macrophages (Brown and Zwilling, 1994). L’immunité acquise
est egalement atérée. La génération de lymphocytes cytotoxiques spécifiques du virus de
I” herpes est inhibée (Bonneau et al., 1993). Une production de cytokines en faveur d’un profil
Th2 a été observé en réponse a L. Monocytogenes (Zhang et al., 1998), mais on observe le
plus souvent une inhibition globale de la production de cytokines en réponse au pathogéne,
affectant a la fois les cytokines de type 1 et 2 (Brenner and Moynihan, 1997; Dobbs et al.,
1996).
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Les consequences de cette immunosuppression ne sont pas toujours déléteres pour
I’organisme. Le stress de contention est capable d augmenter la charge virale ou bactérienne
(Brenner and Moynihan, 1997; Brown et al., 1993; Lawrence et al., 2002; Zhang et al., 1998)
et de réactiver une infection latente virale ou mycobactérienne (Brown et al., 1995b; Padgett
et al., 1998), mais il peut auss améliorer les chances de survie en réponse a une forte dose
infectieuse (Hermann et al., 1993). Il est probable que dans ce dernier cas, le stress protége

I’ organisme en empéchant la réponse inflammatoire de s emballer.
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Sources de variabilité de la réponse au stress

Les conséquences du stress sur I'immunité semblent variables et parfois contradictoires. Ces
contradictions peuvent parfois venir du fait que la notion de stress est beaucoup trop large et
recouvre des situations extrémement diverses. Le caractére potentiellement stressant d’ un
stimulus résulte de plusieurs facteurs. 11 dépend de la nature de ce stress, mais auss de la
capacité de I’organisme a répondre de fagon adaptée a ce stress. Cette aptitude dépend
vraisemblablement de caractéristiques stables de I’animal (sa réactivité émotionnelle, la facon
dont il percoit et interpréte les stimuli environnementaux) et de caractéristiques transitoires,

liées al’ état de sensibilisation de I’ organisme au moment ou survient le stress.

l. Différencesliées a la nature du stress

Hans Selye pensait que la réponse au stress est non specifique. En effet, tout stress entraine
une activation de I’axe corticotrope et du systeme sympathique. Cependant, Pacak et
Palkovits (2001) ont montré que |’ activation endocrinienne et |’ expression de la protéine Fos
dans le cerveau sont trés différentes selon qu'il Sagit d'un stress de contention, d une
hémorragie, d'une hypoglycémie, d’'une exposition au froid ou a la douleur (Pacdk and
Palkovits, 2001). Il nest pas surprenant que des agressions visant des variables
physiologiques aussi importantes que la glycémie, la pression artérielle ou la température
corporelle présentent des signatures neuroendocriniennes différentes

Des stress essentiellement de nature psychologique (chocs électriques, contention, stress
socia) semblent également entrainer des réponses physiologiques différentes. Plusieurs
critéres de classification des facteurs de stress ont été dégagés, permettant d’ expliquer cette
variabilité Fig. 5. Ains, les réponses comportementales et immunologiques a des chocs
électriques sont beaucoup plus importantes si ces chocs sont inévitables que s I’animal a la
possibilité de se mettre a I'abri (Mormede et al., 1988; Palermo-Neto et al., 2003).
L’amplitude de la réponse de stress dépend aussi de la prédictibilité du facteur de stress
(Mormedeet al., 1988; Pitmanet al., 1995).

L’ exposition intermittente a un méme type de facteur de stress (un stress homotypique) peut

conduire & une diminution progressive des réponses comportementales, neuroendocrines et
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Figure 5: Sources de variabilité de la réponse au stress.

Lavariabilité peut étre due a des caractéristiques propres al’ animal ou au facteur de stress.
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immunologiques de I’ organisme. Ce phénoméne, communément appelé «habituation », peut
étre comparé au processus d habituation a un stimulus sensoriel. Bien que |” habituation a un
stress homotypique ne soit pas une régle (la réponse peut parfois ne pas changer ou méme étre
augmentée), elle a éé rapportée dans de nombreuses situations de stress et pour diverses
variables physiologiques. Par exemple, I’ activité cardiague autonome en réponse a un conflit
socia diminue a chaque nouvelle rencontre chez les rats victorieux (Sgoifo et al., 2001).
L"augmentation des catécholamines plasmatiques en réponse a un stimulus sonore décroit
avec les répétitions du stimulus (de Boer et al., 1989). L’atération de la prolifération
lymphocytaire induite par I’ exposition a un bruit intense ou a des chocs éectriques diminue a
chague répétition, et finit par disparaitre (Lysle et al., 1990; Sandi et al., 1992).

. Différencesliéesal’individu

A. Traits de personnalité

Au sein d'une espéce, les individus difféerent dans leur fagon de répondre au stress. L’ éude
des différences interindividuelles est souvent abordée par une tentative de classification en
différents « styles adaptatifs », incluant des paramétres psychologiques, comportementaux et
plus rarement physiologiques. En psychologie humaine, des études épidémiologiques ont
permis d’ établir des corrélations entre le « style adaptatif » des individus, le niveau de stress
percu et gquelques mesures immunitaires (Stowell et al., 2001). D’aprés les criteres de
Rosenman et Friedman, il est possible de définir deux profils de réactivité comportementae
dits A et B (Consoli, 1993). Les individu de type A (hyperactivité, impatience, précipitation)
ont une réponse sympathique supérieure aux B lors d’'un stress physique ou psychologique et

présentent un risque de maladies cardiovasculaires supérieur aux B (Schroeder et al., 2003).

Les travaux réalisés chez I’anima montrent que le « style adaptatif » n’est pas uniquement
comportemental et psychologique, mais aussi physiologique (Koolhaas et al., 1999). Chez le
rat, les individus peuvent opter pour deux types de stratégie comportementale face a une
Situation stressante. L’attitude « proactive » correspond a des animaux qui présentent un
comportement actif en essayant d’éliminer le facteur de stress. Les animaux proactifs sont
agressifs. L’autre stratégie, dite «réactive », consiste a subir le stress de facon passive et
correspond a des individus peu agressifs. Le choix de I’ une de ces deux stratégies par I’animal

est une caractéristique stable dans le temps et elle est trés bien corrélée avec des criteres
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neuroendocriniens (tableau 1). Cependant, aucun des deux styles ne peut étre quaifié de
mieux adapté que I'autre a I’environnement : ils correspondent seulement a des stratégies
différentes et, en fonction de la situation (stress évitable ou non, prévisible ou non), un style

ou I’autre sera plus efficace (Koolhaaset al., 1999).

Tableau 1 : profils de réactivité chez le rat, d’ aprés les travaux de Koolhaas et al. (1999).
HHS : axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.

Style Style Réactif

Proactif
Caractéristiques comportementales
Latence d’ attague faible élevée
Evitement actif élevé faible
Développement de comportementsroutiniers  élevée faible
Immobilité conditionnée faible élevée
Flexibilité fable €levée
Caractéristiques endocriniennes
Activité de|’axe HHS fable €levée
Réactivité de |’ axe HHS au stress fable élevée
Réactivité sympathique élevée fable
Réactivité parasympathique fable élevée
Testostérone plasmatique élevée faible

Une classification assez similaire a été développée chez le porc (tableau 2). Le principe
consiste a maitenir le porcelet sur le dos. L'animal est classé comme «résistant » (R) ou
«non-résistant » (NR) selon le nombre de tentatives que I’animal fait pour s échapper. Les
porcs classés R produisent plus de vocalisations et ont une activité cardiaque plus élevée lors
d'un stress (Geverink et al., 2002; Hessing et al., 1993). |Is sont aussi plus agressifs que les
NR (Hessing et al., 1993). Une étude suggere que les styles NR et R sont associés a une
réactivité immunitaire différente lors d’un stress (Hessing et al., 1995). Le stress diminuerait
d avantage la prolifération lymphocytaire et la réponse humorale a un chalenge antigénique

chez les porcs R que chez les porcs NR.

Chez la souris, une classification basée sur des critéres comportementaux complétement
différents a été éudiée. La latéralisation cérébrale est corrélée a I'activité de différents
systemes physiologiques impliqués dans la réponse de stress (Neveu, 2003). La latéralisation
est mesurée par I’ utilisation préférentielle d’ une patte pour la préhension de nourriture. Les
souris de préférence « patuelle » droitiére présentent un syndrome de maladie plus élevé que
les gaucheres en réponse a une injection d’'IL-1. Elles montrent également une activité de
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I"axe corticotrope et une réduction de la prolifération des lymphocytes T plus importantes

aprés un stress (Neveu, 1996; Neveu, 2003).

Tableau 2 : profils de réactivité chez le porc, d’ aprés les travaux (Geverink et al., 2002;
Hessing et al., 1993; Hessing et al., 1995; Ruis et al., 2000).

Style Style
Non Résistant

Résistant
Caractéristiques comportementales
Agressivité élevée faible
Evitement actif élevé faible
Latence d'exploration faible élevée
Activitélocomotrice = =
Vocalisationslorsd un stress élevées faibles
Mamelles occupées par le porcelet antérieures postérieures
Caractéristiques endocriniennes
Réactivité de |’ axe HHS au stress fable élevée
Réactivité cardiaque au stress fable élevée
Caractéristiquesimmunitaires
Réponse humorale fable élevée
Hypersensihilité retardée (DTH) élevée faible
Réduction delaDTH aprés stress élevée faible
Réduction de la prolifération des
lymphocytes lors du stress élevée faible

L’ ensemble de ces études permet de montrer que tous les individus ne sont pas égaux face au
stress en terme de réponses comportementales et neuroendocriniennes. Ces inégalités sont en
partie dues a des traits de personnalité stables dans le temps et repérables au moyen de tests
comportementaux simples. Les études sur la latéralisation cérébrale montrent que ces styles

comportementaux peuvent aussi permettre de prédire la réactivité a des stimuli immuns.

B. Statut social

Des caractéristiques environnementales telles que les liens sociaux au sein d’'un groupe
peuvent auss influencer le type de réponse a une situation stressante (Ruis et al., 2001;
Sachser et al., 1998). Dans ce cas, la classification n’est valable que dans le contexte social
étudié et peut varier s I'anima est changé d environnement. Le statut socia résulte de
I"interaction entre des caractéristiques propres a I'individu et les caractéristiques des autres
membres du groupe dans lequel il se trouve (Drews, 1993). L’hypothese selon laquelle le
statut social d’un animal placé dans un groupe stable peut étre utilise comme prédicteur de sa
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réponse a une modification de I’ environnement a été testée chez les rongeurs comme chez le

porc.

Chez les rongeurs, le statut social est corréé a I’ activité locomotrice (Vekovishcheva et al.,
2000), a I'agressivité (Blanchard et al., 1988; Koolhaas et al., 1997), a la réactivité
émotionnelle (Aubert, 2001) et a des caractéristiques cognitives (Aubert, 2001; Barnard and
Luo, 2002). En conditions stressantes, les dominants présenteraient une réponse
majoritairement sympathique aors que les dominés auraient une réponse plutdt de nature
corticotrope (Ely and Henry, 1978; Fokkema et al., 1988; Fokkema et al., 1995). Chez le
porc, en situation de confrontation sociale, I’ augmentation du rythme cardiaque et de I’ activité
de I’ axe corticotrope est influencée par le rang socia, mais le sens varie d' une éude a I’ autre
(de Jonget al., 2001; Ottenet al., 1997).

Peu de données sont disponibles en ce qui concerne I’ influence du rang social sur la réactivité
immunitaire. Chez la souris, le rang social semble affecter la croissance de tumeurs (Grimm et
al., 1996). Les dominés seraient plus susceptibles aux infections virales (Ebbesen et al., 1991)
et parasitaires (Schuster and Schaub, 2001). Chez le porc, une éude a montré gque les dominés
étaient plus susceptibles & une infection virale que les dominants (Hessing et al., 1994). La
résistance accrue des dominants était alors associée a une plus forte prolifération des
lymphocytes en réponse aux antigenes viraux. Le rang social peut donc étre une variable

pertinente, surtout pour I’ éude des répercussions d’ un stress de nature sociale.

C. Origine des différences individuelles

1) Différences génétiques
Les différents profils de réactivité observés au sein d'une espéce ou au sein d’'un groupe
résultent de I’ interaction entre des déterminismes d’ origines genétique et épigénétique (Fig.5).
L’implication de facteurs génétiques dans la variabilité individuelle est facilement mise en
évidence en comparant entre eux différents groupes génétiquement homogenes. L’ obtention
de lignées consanguines chez les rongeurs est obtenue en effectuant des croisements entre
fréres et soaurs sur de nombreuses générations. Les lignées ainsi obtenues différent trés
nettement dans leur réponse a de nombreux tests comportementaux, méme s elles ont été
élevées dans |le méme environnement (Mormede et al., 2002). Des différences entre lignées

ont auss été observées au niveau de |'augmentation des glucocorticoides et des
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catécholamines plasmatiques aprés divers stress chez la souris, le rat ou les oiseaux (Morméde
et al., 2002).

Les variations entre lignées se manifestent également au niveau de la susceptibilité a certaines
infections. Par exemple, il existe des lignées de souris résistantes aux mycobactéries, dites
BCG-résistantes (C3H/HeCr, A/J et DBA/2), et d'autres BCG-sensibles (B10.A, C57BL/6,
BALB/c) chez qui la croissance bactérienne est beaucoup plus importante (Forget et al.,
1981). Ces différences immunitaires et neuroendocriniennes conduisent & une forte variabilité
des conséguences que le stress peut avoir sur le systéme immunitaire. Aing, le stress de
contention est capable de diminuer la résistance a une infection par des mycobactéries chez
les souches BCG-sensibles, mais pas chez les BCG-résistantes (Brown et al., 1993). Ou
encore, I’augmentation de la réponse humorale par le stress est observée chez les souris
BALB/cByJ mais pas chez les C57BL /6J (Shanks and Kusnecov, 1998).

Il est possible de sélectionner spécifiqguement des lignées pour un critere comportemental
donné. Ainsi, Benus et coll. ont créé des lignées de rongeurs agressifs et non agressifs en
sdlectionnant les méles selon la durée de la latence d attague lorsqu’un animal étranger est
introduit sur leur territoire (Benus et al., 1991). Les souris et les rats SAL (latence d attaque
courte) présentent un profil de réactivité proactif, alors que les LAL (latence d attaque
longue) montrent un profil de type réactif (Koolhaas et al., 1999). La réactivité et la

vulnérabilité au stress sont donc sous le contrdle de facteurs genétiques.

Une autre source de variabilité génétique est liée au sexe. Ces différences s expriment
notamment au niveau de la réactivité comportementale dans différentes situations anxiogenes
utilisées pour mettre au point des modéles animaux d anxiété ou de dépression (Palanza,
2001). Par exemple, la réponse comportementale de rats a une session de chocs électriques
dépend de leur sexe : les femelles semblent moins affectées que les méales (Steenbergenet al.,
1989). Le sens de ces différences varie selon le modéle utilisé. Notons cependant que les
modeles de stress socia chronique sont obtenus a partir d’animaux males, alors qu'il est tres
difficile d obtenir de fortes relations de dominance ou de hauts niveaux d agressivité chez les
femelles (Palanza, 2001).
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2) Histoire de I'individu

Stress périnatal

Les facteurs épigénétiques pouvant intervenir dans |’ontogenese de la personnalité sont
multiples. Un nombre croissant d’ études témoigne de I'importance de |’ environnement
périnatal sur le développement du fodus et ou du nouveau-né dans les especes mammiferes.
Les agressions subies par I'animal lors de la période périnatale peuvent avoir des
conséquences a long terme sur son développement endocrinien, immunitaire ou
comportemental. Le stress prénatal entraine des retards moteurs chez le jeune, réduit le
comportement exploratoire, affecte les capacités d’ apprentissage et augmente |’ émotivité des
animaux (Braastad, 1998). L’exposition a des doses élevées de glucocorticoides d’ origines
maternelle ou pharmacologique est associée a une réactivité accrue de I’ axe corticotrope chez
le jeune mais auss chez I’ adulte (Maccari et al., 2003; Matthews, 2002). Chez ces individus,
la réponse endocrinienne a un stress est plus importante (en amplitude et /ou en durée) que
celle développée par des individus n’ayant pas été exposés a des glucocorticoides pendant leur
développement fodal. Cette réactivité accrue est en partie due a une atération du rétrocontrole
négatif des glucocorticoides sur I'axe corticotrope. Les fodus femelles semblent plus
susceptibles au stress prénatal que les méales (Matthews, 2002). Des études chez les rongeurs
et chez les primates ont également montré que le stress périnatal affecte le fonctionnement du
systéme immunitaire en conditions basales et en situation de stress (Fonseca et al., 2002; Kay
et al., 1998).

L’état d’activation des systemes neuroendocrinien et immunitaire

Quand I’ontogenése des systémes neuroendocrinien et immunitaire est achevée, certains
événements peuvent encore modifier la réactivité au stress. Contrairement aux stress pré- et
péri- nataaux, ces effets sont généralement transitoires. L’ influence réciprogue entre stress et
réactivité inflammatoire est sujette a un nombre croissant d’ études. Par exemple, chez le rat
un challenge inflammatoire (injection de LPS ou d’'IL-1) peut sensibiliser pour plusieurs
semaines |’axe corticotrope. Lorsque I’on stimule a nouveau I’animal avec un stimulus de
nature inflammatoire (IL-1) ou non inflammatoire (flash lumineux), les réponses de I'ACTH
et de |la corticostérone sont augmentées par rapport aux animaux n’ayant pas subi de challenge
inflammatoire (Schmidt et al., 1995; Weidenfeld and Yirmiya, 1996). Cette sensibilisation de

I” axe corticotrope est en partie permise par un accroissement de la synthése et du stockage de
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la vasopressine dans les neurones producteurs de CRH de I” hypothalamus. Lors d’un nouveau
stress, la vasopressine et libérée en méme temps que le CRH et agit en synergie sur la
libération d’ ACTH (Schmidt et al., 1996; Tilders and Schmidt, 1999). De plus, le stimulus
inflammatoire réduit la sensbilité de I’axe corticotrope au rétrocontréle négatif des
glucocorticoides, accentuant d’ autant plus le phénomene de sensibilisation (Weidenfeld and
Yirmiya, 1996).

De facon réciproque, les chocs électriques ou la défaite sociae augmentent la sensibilité du
systéme immunitaire a un challenge inflammatoire ultérieur (Johnson et al., 2002; O'Connor
et al., 2003; Quanet al., 2001). Cet accroissement de la réponse inflammatoire est permis par
une diminution de la senshbilité des cellules immunitaires a I'inhibition par les
glucocorticoides (Stark et al., 2001). Ici encore, le rétrocontrdle des glucocorticoides sur |’ axe

corticotrope est altéré (O'Connor et al., 2003).

En revanche, |’interaction entre stress psychologique et immunité spécifique d antigene a été
trés peu éudiée. Par exemple, on ne sait pas s |I’engagement dans une réponse spécifique
d’ antigéne modifie la réactivité ultérieure a un stress de nature psychologique. De méme, on
ne sait pas s un stress psychologique antérieur peut sensibiliser ou désensibiliser le systéme
immunitaire a une future stimulation antigénique puisque la plupart des études sur la réponse
spécifique d antigéne utilisent soit un stress aigu appliqué dans une fenétre de temps tres
étroite autour de la date de vaccination (Kusnecov and Rabin, 1993; Lawrence et al., 2002;
Moynihan et al., 1990; Zalcman et al., 1988), soit des stress de nature chronique débutant
également au méme moment que le chalenge immunitaire (Brenner and Moynihan, 1997,
Sheridanet al., 1991; Weatherby et al., 2003).
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Justification des objectifs

De plus en plus de données expérimentales et épidémiologiques soutiennent I'idée que
I’ environnement social contribue largement au développement et a I’ expression de maladies
chez I"'homme comme chez I’animal (pour revue, Bohus and Koolhaas, 1991). Ces maladies
peuvent concerner le systéme cardiovasculaire (hypertension, arythmies), I'humeur et la
motivation (dépression, anxiété) et le systeme immunitaire (maladies autoimmunes, infections
virales ou bactériennes, ulcéres, croissance tumorale). Alors que nombre de stress utilisés en
laboratoire (chocs électriques, rotation, bruit, immersion dans I'eau froide, contention,
immobilisation) ont peu de rapport avec les agressions gqu'un animal peut rencontrer
« naturellement », les stress associés a |’ environnement social sont des événements frégquents

auss bien dans la nature qu’ en laboratoire ou en élevage.

P L’objectif général de cette thése est de préciser dans quelle mesure I’ environnement social

influence le fonctionnement du systéme immunitaire.

Les travaux ont été réalisés chez le porc, puis la souris, avec des animaux sevrés et |ogés en
groupe. L’ environnement social étudié est donc celui formé par les relations entre congénéres

d &ge similaire et ne concerne pas la relation mere jeune.

l. Environnement social stable

Dans les especes sociales, la composition du groupe et sa structure déterminent le mode de vie
de chacun tant au niveau de I’occupation du territoire que de |'accés aux ressources
alimentaires ou a la reproduction (Koyama and Kamimura, 2000; Oakeshott, 1974). La taille
du groupe, la surface du territoire et sa diversité déterminent fortement le type de structure
sociae adoptée (Haemisch et al., 1994; Van Loo et al., 2001). La structure sociale confére
une prédictibilité aux interactions sociales. Lorsque deux individus du groupe se rencontrent,
le type d’'interaction pouvant avoir lieu est prédéterminé par le rang de chacun. De plus, un
environnement stable peut temporiser e stress associé a de nombreux événements perturbants
en fournissant ce que I’on appelle un « soutient social ». Le role bénéfique de la présence de
congéneres connus pendant ou juste aprés la survenue d'un événement stressant a été

démontré dans de nombreuses especes (Bartolomucci et al., 2003; Ruis et al., 2001).
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Selon I’ espece et le type de structure sociale, il semble qu’ occuper un rang de dominé ne soit
pas nécessairement une situation stressante (Abbott et al., 2003; Creel, 2001). Chez les
rongeurs, les primates ou le porc, le fonctionnement du systéme neuroendocrinien est
influencé par le statut social (voir Introduction Générale). Il est probable que ces différences
influencent le fonctionnement du systéme immunitaire. Les différences de susceptibilité entre
dominants et dominés relevées pour certaines maladies renforcent cette hypothese (Ebbesen et
al., 1991; Grimm et al., 1996; Hessing et al., 1994; Schuster and Schaub, 2001), mais les
bases immunitaires de ces observations n’ont pas éé explorées. Pour comprendre comment
I’environnement social affecte la résistance aux maladies, il est nécessaire de déterminer au
niveau de quelles variables immunitaires s expriment d éventuelles différences entre
catégories sociales.

Il. Environnement social instable

La perturbation de la structure sociadle est une source de stress importante.
Expérimentalement, I'instabilité sociale peut étre créée par une situation de surpeuplement
dans un espace limité. Mais le plus souvent, |e stress est provoqué en regroupant des individus
étrangers sur un méme territoire. L’échange d actes agressifs permet aux nouveaux
partenaires de définir leur position hiérarchigue les uns par rapport aux autres. L’ensemble
des procédures induisant de I’ instabilité sociale en regroupant des individus étrangers sera par

la suite désigné sous le terme général de « stress social ».
A. Conséquences endocriniennes

Koolhaas et a (1997) ont mis |’accent sur le fait que la défaite sociale entraine une réponse
neuroendocrinienne particulierement forte par rapport a dautres stress, que ce soit en
conditions aigués ou chroniques. La comparaison des réponses a différents types de stress
aigus (nage forcée, contention, chocs électriques de différentes intensités, changement de
cage, bruit, etc) a montré que la défaite sociale apparait comme étant le stress augmentant le
plus I’ adrénaline et le cortisol plasmatiques (Koolhaaset al., 1997). De plus, €lle entraine une
réponse cardiovasculaire différente des autres stress. Un stress de contention augmente de
fagon similaire I’ activité des branches sympathique et parasympathique du systéme autonome
et mene a une smple augmentation du rythme cardiague. Il semble en aler de méme

lorsgu’ un rat dominant est confronté a un animal de rang inférieur. En revanche, lorsque deux
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animaux de méme rang social se confrontent, |’ activité sympathique augmente beaucoup plus

fortement que I’ activité parasympathique, ce qui conduit a des arythmies (Sgoifo et al., 1999).

En conditions chroniques, la corticostérone peut cesser de répondre ou au contraire augmenter
au cours du temps selon le modele de stress et I'espece utilisés (Keeney et al., 2001;
Stefanski, 2000). Chez le rat, les réponses de la noradrénaine et de I’ adrénaline plasmatiques
restent élevées (Stefanski, 2000). La réactivité autonome cardiague présente un phénomeéne
d habituation chez les dominants mais pas chez les dominés (Sgoifo et al., 2001). Enfin,
I’ atténuation de la rythmicité circadienne de |’ activité cardiaque et de la température est plus

marguée en réponse a un stress social qu’a un stress non-social (Sgoifo et al., 2002).

B. Conséquences immunitaires

Le stress socidl, et plus particulierement |a défaite sociale, modifient la réactivité du systeme
immunitaire. Que ce soit chez les rongeurs ou chez le porc, le sens de ces modifications est

variable.

Chez le rat, I’ atération de la formule sanguine en réponse a la défaite sociale chronique a été
largement décrite. Alors que les proportions de lymphocytes B et de NK restent relativement
constantes, on observe une augmentation des granulocytes et une chute du pourcentage de
lymphocytes T CD4 et CD8 (Stefanski, 1998; Stefanski and Engler, 1999). Une involution
thymique est également observée (Klein et al., 1992; Raab et al., 1986). Les effets de la
défaite sociale sur la prolifération lymphocytaire sont contradictoires. Selon les éudes, la
prolifération en réponse a des mitogénes lymphocytaires est diminuée (Ragb et al., 1986),
inchangée (Klein et al., 1992) ou augmentée (Bohus et al., 1993).

Chez la souris, les conséquences d'un stress social chronique sur la prolifération des
lymphocytes sont également controverseées. |l a été rapporté que la prolifération des
lymphocytes spléniques en réponse a la concanavaline A ou au LPS peut étre soit inhibée
(Bartolomucci et al., 2001; Dréauet al., 1999; Hardy et al., 1990), soit stimulée (Cacho et al.,
2003). Certaines procédures de stress social stimulent la réactivité inflammatoire. Ainsi, le
modele de défaite sociae répétée utilise par I’ équipe de Sheridan exacerbe la production de
cytokines inflammatoires en réponse a une injection de LPS par les celules du foie, des
poumons et de larate (Quan et al., 2001; Stark et al., 2001). Enfin, le stress socid inhibe la
réponse spécifique d antigene (de Groot et al., 1999; de Groot et al., 2002). Généralement, les
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effets du stress sont plus marqués chez les souris qui ont été blessées ou ont perdu leur statut
de dominantes pendant le stress (Bartolomucci et al., 2001; de Groot et al., 2002; Hardy et al .,
1990).

Chez le porc, I’ dtération de la formule sanguine en réponse a un regroupement d’ animaux est
similaire a ce qui est observé chez le rat. Le pourcentage de granulocytes augmente et celui
des lymphocytes diminue (Ruis et al., 2001). La prolifération des cellules mononucléées
sanguines en réponse ala Con A, ala PHA et au PWM est diminuée pendant au moins trois
semaines (Deguchi and Akuzawa, 1998). || semble en fait que la prolifération ait tendance a
augmenter chez les vainqueurs et a diminuer chez les perdants (Tuchscherer et al., 1998). Le
stress socia inhibe enfin la réponse spécifique d antigéne. Chez des porcs males, un
changement de groupe trois jours apres une vaccination intramusculaire contre le virus de la
rage diminue le développement de I'immunité spécifique parmi les lymphocytes sanguins
mais n’'a pas de conséguences a long terme sur la susceptibilité a I’infection (de Groot et al.,
2001).

C. Importance de la défaite ou de la victoire

Il ressort de ces études que le stress n'est pas le méme selon que I’animal sort vainqueur ou
perdant de la confrontation sociale. Les répercussions physiologiques de ces deux situations
sont différentes et durent plus longtemps chez les perdants. Chez le rat, I’anima dominé perd
du poids et présente une activité des glandes surrénales accrue par rapport au dominant (Raab
et al., 1986; Stefanski, 2000; Stefanski, 2001). En situation de stress chronique, la réponse
cardiaque du dominé reste similaire a chaque rencontre, alors que celle du dominant diminue
au fur et a mesure des rencontres (Sgoifo et al., 2001). La formule sanguine du dominant n’ est
altérée que de fagon transitoire, mais le dominé continue de présenter un pourcentage de
granulocytes sanguins supérieur a la normale apres 7 jours de cohabitation (Stefanski and
Engler, 1999). De plus, la prolifération des lymphocytes spléniques en réponse a la
concanavaline A est diminuée chez les dominés en comparaison des dominants (Hardy et al.,
1990; Raab et al., 1986). Chez le porc, les dominants présentent également une réponse
proliférative supérieure (Tuchscherer et al., 1998). En revanche, la réponse humorale de
souris immunisées un jour aprés un regroupement semble plus importante chez les dominés
gue chez les dominants (Fauman, 1987). D’ apres ces études, il est difficile de dire s défaite et

victoire représentent différents niveaux d'intensité d’'un méme et unique stress ou bien des
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stimulations de nature différente, la victoire étant plutét considérée comme une récompense

alors que seule la défaite serait un « vrai » stress.
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Objectifs de lathese

l. Influence du statut social sur les systémes neuroendocrinien

et immunitaire

Nous venons de voir que |’ environnement social est en mesure d’ affecter le fonctionnement
des systémes neuroendocrinien et immunitaire en conditions sociales stables et en situation
d’instabilité. Cette influence semble dépendre du statut social occupé par I'individu. Nous
avons tenté de dissocier I'influence du statut social dans un environnement stable de celle
dans une situation de confrontation sociale, mais dans la littérature, cette distinction n’est
généralement pas clairement faite. Pourtant la signification du statut est assez différente dans
ces deux situations. Le statut a I’ issue d’ une confrontation sociale sépare les individus en deux
catégories pour lesquelles la signification du regroupement aura été différente. Dans un
groupe stable, le statut social est un état chronique et I’ existence d’'un stress pour |’une ou
I’ autre des catégories sociale n'est pas évidente. La confusion entre le statut social —état et le
statut social —stress contribue probablement a |’absence de conclusions claires quant a
I"influence du statut social sur les réactivités neuroendocrinienne et immunitaire. La
signification du statut social en terme de stress (étre dominé ou dominant est-il stressant ?) et
en terme de réactivité immunitaire (dominants et dominés ont-ils une réactivité différente aux

agressions environnementales ?) est donc a préciser.

» Q1 : Comment le fonctionnement des systémes neuroendocrinien et immunitaire

est-il influencé par le statut social
- dans un groupe hiérarchiguement stable ?

- en condition d’'instabilité sociale ?
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ll.  Conséquences neuroendocriniennes et immunitaires de
I”instabilité sociale

Apres avoir répondu a cette premiéere question, nous tenterons de préciser de quelle maniere
I’ environnement socia influence le systéme immunitaire et quelles en sont les consequences.
Pour cela, nous nous intéresserons a une situation ou, d apres la littérature, les effets de
I’ environnement social sont les plus marqués, c'est-a-dire une situation de défaite sociale. Le
stress de défaite sociale est capable d augmenter la réactivité inflammatoire des cellules
immunitaires (Quan et al., 2001). En revanche, I'effet de la défaite sociadle sur la balance
Th1/Th2 n’'a pas été clairement éudié. Dans la littérature, aucune donnée ne permet de savoir

s I effet pro-inflammatoire d’ un stress est associé a une déviation de la balance ThL/Th2.

Les conséquences d'un stress social sur la susceptibilité aux infections sont également mal
connues. Des modéles de stress social chronique débutant avec I'infection augmentent la
croissance virale chez le poulet (Mohamed and Hanson, 1980) et chez la souris (Sheridan et
al., 2000). Le stress social semble également en mesure de réactiver une infection latente par
le virus de I'herpes (Padgett et al., 1998). D’'apres la théorie de la balance Thl/Th2,
I” accroissement de la susceptibilité aux infections par le stress devrait étre associé a un profil

de type Th2, mais celan’a pas été vérifié dans ces études-ci.

» Q2: Comment l'instabilité sociale influence-t-elle la production de cytokines de type
inflammatoire, Thl et Th2 ? Quelles en sont les conséquences en terme de

développement de I'immunité spécifique et de résistance a une infection ?

. Sourcesdevariabilité danslaréponse au stress social

Dans la littérature, les effets immunitaires du stress social sont disparates. De plus, la
variabilité individuelle est trés importante en réponse a des situations de stress social. |l
semblait donc pertinent de rechercher quels facteurs, propres a I’individu ou au stress, sont
capables de moduler les conséquences immunitaires du stress social. Etant donné le temps
imparti a la thése, nous nous sommes donné pour objectif de mettre en évidence certains

facteurs potentiellement importants sans chercher a approfondir les mécanismes sous-jacents.
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Les différences d’ origine génétique ou liées aux « styles adaptatifs » comme source possible
de variahilité interindividuelle lors du stress ont été largement étudiées (voir introduction
générae). En revanche, I'influence de facteurs qui ne sont pas liés a des caractéristiques
stables de I’'individu mais liés a son histoire récente |I'ont éé beaucoup moins. Or il est
probable que I’ histoire sociale de I’ individu module sa réactivité a un challenge social. Peu de
données concernent également I’ effet d’ interaction entre une stimulation préalable du systéme
immunitaire et la survenue ultérieure d' un stress psychologique sur la réactivité immune
(voire introduction générale). Or, le stress ne survient pas toujours sur un animal dont le
systéme immunitaire est « au repos ». C'est par exemple le cas lorsque |’on étudie I’ effet du
stress chez un animal préalablement infecté par un virus ou une bactérie ou lorsque I’ on étudie
les conséquences d'un stress social chronique : a chague nouvelle confrontation sociale, le
stress psychologique se surgjoute au stress immun causé par les blessures des sessions de
stress précédentes. Ceci introduit une autre source de variabilité trés peu étudiée jusqu’ici que
sont les effets somatiques liés a la composante physique de certains stress. Or dans le cas du
stress social, ces effets «collatéraux » sont probablement trés importants : ils sont liés aux

blessures et a I’ activité physique intense fournie pendant les combats.

> Q3: Quelles sont les caractéristigues de l'individu ou du facteur de stress
capables d'influencer la nature et 'amplitude des altérations immunes observées

apres une défaite sociale ?
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Présentation des modéles utilisés

La premiére étape de cette thése a é&é de choisir les modéles de stress et d'infection
permettant de répondre aux objectifs posés. Il a ensuite été nécessaire de valider ces modéles.
Dans le cas du modéle de stress social choig, il s agissait de vérifier que nous retrouvions les
effets rapportés dans la littérature. Dans le cas du modéle infectieux, il a falu décrire les
cinétigues dinfection et de développement de la réponse immunitaire spécifique du

pathogéne.

l. L e modele de défaite sociale chronique

Chez la souris, un modéle de défaite sociale chronique a éé utilisé. La procédure de stress,
nommee « social disruption» (SDR), a été décrite précisement dans la littérature (Quan et al.,
2001; Stark et al., 2001). Le stress consiste en six sessions réparties sur une semaine (3 jours
avec stress, un jour sans, puis trois nouveaux jours de stress). Lors d'une session, un male
agressif (dit «intrus ») est introduit dans la cage d’ un groupe de souris (dites «résidentes»)
pendant deux heures. Les intrus sont des souris plus égées (4 a 6 mois), donc beaucoup plus
lourdes, rendues agressives par un logement individuel depuis au moins un mois.
Typiquement, un intrus attague et soumet rapidement tous les résidents puis continue a les
menacer et ales mordre jusqu’alafin de lasession. Si I’intrus ne parvient pas a soumettre les
résidents rapidement, il est remplacé par un nouvel animal. Afin que I’ agressivité de I’intrus
ne décroisse pas au fur et & mesure des sessions, celui-ci est renouvelé chague jour. Ce stress

provoque des blessures cutanées nombreuses et de sévérite trés variable selon les individus.

Cette procédure présente plusieurs avantages. Tout d’ abord, elle diminue la variabilité de la
réponse au stress en induisant systématiquement une défaite chez tous les sujets
expérimentaux (I’intrus n’est pas éudi€). Ensuite, ses effets sur le systeme immunitaire sont
marqués et favorisent clairement un éat pro-inflammatoire. La stimulation des splénocytes
issus de ces souris révéle une production accrue d’'IL-6 (Stark et al., 2001). Les animaux
recevant une injection de LPS a la fin d'une semaine de SDR présentent une réponse
inflammatoire exacerbée dans le foie, les poumons et larate. Leur pourcentage de survie apres
I"injection de LPS est réduit par rapport aux animaux qui n’ont pas subi le stress socia (Quan

et al., 2001). C'est avec ce modéle qu'il a éé montré pour la premiére fois qu'un stress
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pouvait induire un phénomene de résistance aux glucocorticoides des cellules spléniques
(Stark et al., 2001).

L’ équipe ayant décrit le SDR s est concentrée sur |’ étude des mécanismes d'induction de la
résistance aux glucocorticoides dans les macrophages mais n’a pas du tout étudié les effets de
ce stress sur les lymphocytes et sur I'immunité acquise. Les données de la littérature ne
permettent pas de déterminer si le SDR induit bien une modification de la balance Th1/Th2 :
les cytokines responsables de I'inflammation de type allergique, favorisant une orientation
Th2 (IL-4 ou I'lL-13) ou de type bactérien, favorisant un profil Thl (IFN-g), n'ont pas été
recherchées dans ce modéle. L’ utilisation du modéle SDR devrait permettre de déterminer s
un stress ayant un effet pro-inflammatoire modifie aussi la balance Thl/Th2 et affecte la

résistance a une infection virale ou bactérienne.

Il. Lemodeeinfectieux BCG

A. Présentation du modeéle

Pour étudier les conséquences du stress social sur la susceptibilité a une infection de type vira
ou microbien, nous avions besoin d’un modele présentant plusieurs caractéristiques preécises.
Le modéele infectieux devait avoir éé bien décrit au niveau immunitaire et nécessiter
clairement une réponse Thl. De plus, il devait étre d'utilisation sre pour I"’homme et non
transmissible par voie naturelle d’'un anima a |’autre, pour pouvoir ére utilisé dans un

laboratoire disposant d’ animaleries et d’ un équipement de laboratoire conventionnels.

Les mycobactéries, dont le bacille de Camette et Guérin (BCG) fait partie, sont des
pathogénes intracellulaires qui se développent dans les macrophages. L’ acquisition d une
immunité spécifique est permise par le développement de lymphocytes Thl, dont I'importante
production d' IFN-g permet I’ activation des macrophages (Flynn and Chan, 2001; Orme et al.,
1993). Ceux-ci éliminent la bactérie en libérant des produits bactéricides tels que le NO
(Flesch and Kaufmann, 1991). Certaines lignées de souris sont dites BCG-sensibles (Balb/c),
C57Bl/6, B10.A), parce qu'elles ont plus de difficultés a enrayer la croissance de la bactérie
que les lignées dites BCG-résistantes (Forget et al., 1981). Cette différence de susceptibilité
entre lignées se retrouve pour les infections par Salmonella typhimurium, Mycobacterium
lepraemurium ou Leishmania donovani et et due a la présence du gene de résistance
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Nrampl. Ce gene code pour une protéine de membrane exprimée dans le lysosome des
macrophages et s oppose a la multiplication intracellulaire des bactéries (Gruenheid and Gros,
2000). Les macrophages des lignées résistantes au BCG (C3H/HeCr, A/J, DBA/2) diminent
rapidement la mycobactérie et le développement d'une forte réponse spécifique n'est pas
nécessaire. Au contraire, les lignées sensibles développent lentement une réponse spécifique
qui samplifie au fur et a mesure que la charge bactérienne augmente (Pelletier et al., 1982).
Lignées résistantes et sensibles difféerent par leur production de cytokines en réponse a la
bactérie. Alors que les souches résistantes produisent rapidement de I'lFN-g, de I'lL-6, de
I"IL-2 et du TNF-a, les souches sensibles produisent ces cytokines en faibles quantités, mais
liberent parfois aussi del’IL-4 (Huygenet al., 1992; Roch and Bach, 1991).

L’utilisation du modéle infectieux BCG présente les avantages requis. Tout d abord, en
nécessitant une réponse de type Thl, ce peut-ére un bon modele pour étudier I'influence du
stress sur la balance Th1/Th2. De plus, il a été montré qu’ un stress de contention chronique
est capable d'atérer la résistances aux mycobactéries chez des lignées de souris BCG-
sensibles, mais pas chez les BCG-résistantes (Brown et al., 1995b). L’ équipe de Brown s est
attachée a déterminer s la contention chronique augmente la susceptibilité aux mycobactéries
en affectant I’ activité antimicrobienne des macrophages. La contention diminue I’ expression
des molécules la du CMH et la production de TNF-a et de NO par les macrophages a la fois
chez les lignées de souris résistantes et sensibles. Malgré la similitude des effets du stress sur
les macrophages dans les deux lignées, seules les souches BCG-sensibles présentent au final
des macrophages dont |’ activité anti-mycobactérienne est affectée par le stress (Brown et al.,
1993). La corticostérone joue probablement un role prépondérant dans la sensibilité a la
bactérie puisque seuls les macrophages issus de souris sensibles sont affectés par les
glucocorticoidesin vitro (Brown et al., 1995a) et que I’administration in vivo de |’ antagoniste
des glucocorticoides RU486 bloque les effets du stress de contention sur les macrophages des
souris BCG-sensibles (Brown and Zwilling, 1994). Le stress de contention est aussi capable
de réactiver une infection mycobactérienne latente (Brown et al., 1995b). L’ implication des

lymphocytes et de I'immunité acquise n’a pas été étudiée dans ce modéle.

B. Etudes préliminaires

Les bactéries BCG viables ont été obtenues a partir de la reconstitution de vaccin BCG
Aventis Pasteur intradermique. Une dose infectieuse faible a été choisie (1000 CFU par
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animal) afin d obtenir une cinétique d’'infection la plus courte possible. L’injection a été

réalisée par voie intraveineuse. Les cinétiques de croissance de la bactérie dans la rate, les
poumons et le foie sont présentées Fig. 6. Le développement de la réponse spécifique contre
la bactérie a été évalué en mesurant la production d’IFN-g et d’'IL-10 par les splénocytes mis
en culture en présence ou non de tuberculine (Fig.6). Une réponse spécifique anti-tuberculine
est nettement observable des 3 semaines apres I'infection et atteint un maximum en fin de

cinétique.
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Nous avons tenté de répondre aux objectifs fixés en réalisant les travaux suivants (Fig.7) :

» Q1 : Comment le fonctionnement des systémes neuroendocrinien et immunitaire

est-il influencé par le statut social
- dans un groupe hiérarchiquement stable ?
- en condition d’instabilité sociale ?

L’influence de la victoire ou de la défaite sur réponse au stress socia a été étudiée chez le

porc al’issue d’un unique regroupement (1% chapitre).

Dans un environnement social stable, nous avons tenté de déterminer si le statut social d' un
animal influence sa réactivité endocrinienne et immunitaire. L’ effet du statut a été testé chez
la souris, en conditions basales ainsi que dans le contexte d’une infection par le BCG (4°™

chapitre).

» Q2: Comment l'instabilité sociale influence-t-elle la production de cytokines de type
inflammatoire, Thl et Th2 ? Quelles en sont les conséquences en terme de

développement de I'immunité spécifique et de résistance a une infection ?

Les effets de la défaite socide sur la capacité du systeme immunitaire a produire des
cytokines de type Thl, Th2, anti- et pro-inflammatoires ont été éudiés chez la souris en

utilisant la procédure de SDR (2°™ chapitre).

L’ aptitude du SDR a influencer le cours d'une infection de type Thl a é&é évauée chez la

souris au moyen d une infection par le BCG (3°™ chapitre).

» Q3: Quelles sont les caractéristiques de lindividu ou du facteur de stress
capables d'influencer la nature et 'amplitude des altérations immunes observées

apres une défaite sociale ?



Environnement social
- Statut social (chap.1et4)
- Stress social (chap. 2a5)

Stress « psychologique »

Sensibilisation du
systéme immunitaire
(chap. 6)

Pro-infl. 2 Thiw

(chap. 2)

Résistance a la bactérie BCG
(chap. 3)

Stress « physique »
(chap. 5)

+/-

+/-

| Th2 #

Figure 7: Objectifs de la these.




L’ importance du rang social occupé par |I’animal avant le stress a été testée en réponse au

SDR chez la souris (4°™ chapitre).

L’ importance des combats a été étudiée chez la souris en comparant la réponse immunitaire
dans deux situations de défaite sociale, I’une permettant les combats et les blessures, |’ autre

non (5°™ chapitre).

L’ hypothése selon laquelle une stimulation immunitaire récente peut modifier la sensibilité du

systéme immunitaire au stress a été testée en étudiant I’ influence d'une injection préalable de

LPS sur la réponse ultérieure & un stress de contention chez |a souris (6% chapitre).
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1% chapitre : Conséquences comportemental es, endocriniennes

et immunitaires d’ un challenge social chez le porc.

Objectifs: Le but de ce travail était d évaluer les conséquences du stress associé a un
changement de groupe social chez le porcelet sevré. Les effets du stress ont été appréciés au

moyen de mesures comportementales, endocriniennes et immunitaires.

Matériel et méthodes: Des porcs ont été gardés avec leurs fréres et soaurs de portée au
moment du sevrage. Une paire de soaurs a été choisie par portée. Ces paires ont été réparties
soit dans le groupe «stress social » et ont été changées de groupe a JO (cing jours aprées le
sevrage), soit dans le groupe «témoin » et sont restées dans leur groupe d'origine. Dans le
groupe « stress social », les combats ont été observés pendant les trente premiéres minutes
afin de déterminer s le regroupement se soldait par une «victoire » ou une «défaite » des
animaux expéimentaux sur leur groupe d'accueil. Le cortisol sdivaire et I'activité
comportementale ont été suivis de J-1 a J3. Des prélévements sanguins ont été effectués trois
heures aprés le regroupement ains qu’'a J3 pour mesurer la prolifération lymphocytaire et la

production d' IFN-g par les cellules sanguines en réponse a la phytohémaglutinine.

Résultats: Le cortisol sdivaire augmente aprés le regroupement et revient a des

concentrations basales en 24 heures (Fig. 1 de |'article). Les concentrations de cortisol une et

trois heures apres le regroupement sont corréées avec le statut social : les animaux obtenant

un rang social élevé ont une éévation de cortisol moins importante gableau 1 de |’ article).

Aucune des mesures immunitaires n’a été affectée par le regroupement (Fig. 2 de I’ article).

En revanche, le stress induit des modifications comportementales. La fréquence de I’ activité

de repos est supérieure chez les animaux stressés Fig. 3A de I'article). Le statut social est

corrélé avec |'activité de repos, les animaux «vainqueurs » passant plus de temps couchés

gue les « perdants » (tableau 2 de |’ article). La fréquence du comportement alimentaire n’est

pas affectée par le stress. De JO a J3, les animaux du groupe « stress social » présentent plus
souvent que les témoins des activités comportementales décalées dans le temps par rapport a

I’ activité du reste du groupe (Fig. 3B de I’ article). La fréquence des actes désynchronisés est

laméme quel que soit le statut social de I’animal.
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Discussion et conclusion:

(1) Le regroupement pendant la période de post-sevrage est un événement stressant pour les
porcs, induisant une réponse transitoire du cortisol salivaire et nécessitant des adaptations

comportemental es pendant plusieursjours.

(2) Habituellement, chez des porcs plus agés, le stress social inhibe la prolifération des
leucocytes sanguins. Dans le cas présent, il est possible que les atérations immunitaires

induites par e sevrage masquent d éventuels effets du regroupement.

(3) L’augmentation des comportements désynchronisés peut étre interprétée comme un

moyen d’ éviter des rencontres conflictuelles avec les résidents a1’ auge ou al’ abreuvoir.

(4) Laréponse comportementale et endocrinienne dépend du statut obtenu.

P L’amplitude delaréponse au stress de regroupement est modulée différemment selon

quel’animal acquiert un statut de vainqueur ou de perdant a I’'issue des combats.
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ABSTRACT

Mixing piglets at weaning increases plasma cortisol concentrations and agonistic behaviour.
In contrast to what is observed in older pigs, studies failed to show any effect of social
environment on other behavioura variables or on immune function. The lack of effect of
mixing may not reflect an absence of stress, but rather the fact that the physiological effects of
social reorganisation are masked by the much more important effects of diet change. The am
of this experiment was to evaluate the reactivity of piglets to mixing by dissociating social
reorganisation from weaning in itself. For this purpose, the influence of socia stress was
investigated five days after weaning (day 0) in eight control (C) and eight mixed (M) female
pigs. Salivary cortisol and behavioura activity were measured from day —1 to day 3. Blood
lymphocyte proliferation was measured on day 0 and 3. Cortisol levels were increased after
mixing and returned to basal values within 24 hours. Blood lymphocyte proliferation was not
affected. Mixing increased resting behaviour. Cortisol and behavioural responses were
influenced by the social position of individuals in their new group. Piglets seemed to avoid
conflicting encounters by diminishing the synchronisation of their activities with their new
group. These results suggest that socia reorganisation could be stressful for weaned pigs.
However, piglets seem to develop behavioural strategies, which could explain the absence of

long term endocrine and immune consequences of mixing.

Key words. mixing, piglet, cortisol, behaviour, immunity.
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1. INTRODUCTION

Several practices occurring in modern pig husbandry can affect the animal’s health and
welfare. In growing or adult pigs, mixing of unfamiliar animals induces fighting (Rushen and
Pgjor, 1987; Moore et al., 1994; Otten et a., 1997), elevates heart rate (Otten et a., 1997; de
Jong et a., 2001), plasma catecholamines (Otten et al., 1997; Ruis et al., 2001), body
temperature (de Jong et al., 1999) and plasma cortisol (Moore et al., 1994; Deguchi and
Akuzawa, 1998; Ruis et al., 2001) and reduces growth rate (Rundgren and Lofquist, 1989).
Social reorganisation can also have immune consegquences. It affects skin response to antigens
(Mooreet a., 1994), increases neutrophils / lymphocytes blood ratio (Moore et a., 1994; Ruis
et al., 2001) and suppresses peripheral blood mononuclear cell proliferation (Hessing et al.,
1995; Deguchi and Akuzawa, 1998; de Groot et al., 2001). Physiological consequences are
usually transient, but there could be long-lasting behavioural alterations in defeated animals
(Ruiset al., 2001).

In commercia piggeries, weaning often combines severa stressful events such as a sudden
change of diet, a move to a new housing environment, the mother-young link disruption and
mixing with unfamiliar piglets. These sudden changes induce behavioural, endocrine and
immune alterations (Blecha et al., 1985; Puppe et al., 1997; Carroll et al., 1998; Worobec et
al., 1999) and are followed by atransient reduction of growth and digestive disorders (Madec
et al., 1998; Carroll et al., 1998). Different stress factors involved in weaning including new
housing environment (Metz and Gonyou, 1990; Puppe et a., 1997; Patience et al., 2000) and
socia reorganisation (Friend et a., 1983; Blecha et a., 1985; Puppe et a., 1997) have been
studied. Studies showed that mixing piglets a weaning increases plasma cortisol
concentrations and agonistic behaviour (Friend et al., 1983; Blecha et al., 1985; Puppe et dl.,
1997), but they failed to show any effect of social environment on other behavioural variables
or on immune function (Blecha et a., 1985; Puppe et a., 1997). At weaning, the
physiological effects of social reorganisation could be masked by the much more important
effects of the diet change. In other words, the lack of effect of mixing would not mean that it
is not perceived as a stressful event. The aim of this experiment was to evaluate the reactivity
of piglets to mixing by dissociating social reorganisation from weaning in itself. For this
purpose, we investigated the influence of mixing five days after weaning, when most of the

acute physiological adjustments of weaning have disappeared (Metz and Gonyou, 1990;
64



RESULTATS - CHAPITRE 1

Puppe et a., 1997; Carroll et a., 1998). The response to mixing was assessed by measuring
sdivary cortisol, blood lymphocyte proliferation, interferon-g production and behavioural
activity.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Experimental housing and animals

Eight sows (Large White x Landrace) were chosen at farrowing and piglets were weaned at 28
days of age. Six healthy female pigs per litter were chosen at weaning according to weight
(8.9 = 0.6 kg). Littermates were moved to a post-weaning experimental room and housed
together in the same pen. The room consisted of twelve 1,2 x 1,3 mpens, with 90 cm- high
wooden partitions between the pens, preventing visual and physical contact with other pigs.
Artificial light was provided between 08:00 and 18:00. Piglets had free access to water and
food. A commercia pellet diet (containing 3.43 Mcal digestible energy/kg and 20% crude
protein) was given throughout the experiment. Each pig could be recognised by a tattoo
number in the ear and a number painted on the back. During three days, pigs were accustomed
to handling by experimenters. Observations started four days (d —1) and social reorganisation

occurred five days (d 0) after weaning.
2.2. General procedure

Two females per pen were chosen as experimental animals and other litter-mates acted as
companion animals. Pairs of sisters from four of the eight litters were assigned to the mixing
group (M, n=8) and the four other pairs to the control group (C, n=8). At 08:00 on day O, each
par of the M group was removed from its pen and was introduced in the pen of four
unfamiliar litter-mates. They remained in their new pen until the end of the experiment on day
3. This protocol was chosen to create the optimum environment for overt aggression, since the
two pigs were introduced on the territory of four resident and socialy stable animals. The
ethical endpoint of the procedure (presence of severe injuries or exclusion of piglets from the
feeder) was not reached during the experiment. Control animals were left undisturbed in their

litter-mate pen. This overall design was carried out in two repetitions.
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Pigs were weighed on day —1 and day 3. Blood samples of approximately 10 ml were
collected in plastic heparinized vacuutainer tubes in a separate room at 11:00 on days 0 and 3.
Venipuncture usually required less than two minutes per animal. Three millilitres of blood
were kept at 4°C for cell culture. Saliva samples were taken for determination of cortisol
concentrations at 11:00 on day —1 (21 hours before mixing), at 8:00, 9:00, 11:00 and 16:00 on
day 0 (0, 1, 3 and 8 hours after the beginning of the challenge), and at 11:00 on days 1, 2 and
3 (27, 51 and 75 hours post challenge). Samples were collected by giving animals a cotton
bud to chew. The buds were placed in special centrifuge tubes and kept on ice until
centrifuged for 10 minutes at 2000 gto remove the saliva. Saliva was stored at — 20°C until
assayed for cortisol.

2.3. Physiological measures

Cortisol assay. Cortisol was measured in 200 m saliva using a gamma coat cortisol 2°| RIA
kit (Diasorin, 92182 Antony, France). The detection limit of the assay was 0.4 ng/ml sdiva
and a intrarassay coefficient of variation was 5.5% at 3.5 ng cortisol/ml. All samples were

assayed in asingle assay.

Proliferation of blood lymphocytes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
isolated by density gradient centrifugation. Briefly, 3.0 ml of blood diluted with an equal
volume of culture PBS were carefully layered on 3.5 ml of Ficoll-pagque at a density of 1.077
g/ml (Pharmacia Biotech). After centrifugation, PBMC were collected from the interface.
After two washes, viable PBMC were counted using trypan blue dye exclusion, and adjusted
to 5x10° cellsml in RPMI supplemented with 10% of heat-inactivated foetal bovine serum
and with penicillin (100 ug/ml) and streptomycin (2.5 ug/ml). Cell suspensions (5.10°
cells/well) were cultured in triplicates in 96-well flat-bottomed cell culture plate (Nunc) in a
final volume of 150 ul in presence of mitogen. Phytohemaglutinin (PHA-P, Sigma), a T-cell
specific mitogen, was used at 6.25, 12.5 and 25 pg/ml. Culture plates were incubated at 37°C
in 5% CO, atmosphere. After 68 hours, MTT labelling reagent (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyl tetrazolium bromide, Sigma) was added at a final concentration 0.5mg/ml, and
cells were incubated for 4 hours. The dark blue crystals were dissolved by adding 150 pl of
stop solution (10% Triton X-100, 0.05 M HCI in isopropanol). The optical density was read at

atest wavelength of 562 nm and a reference wavelength of 630 nm.
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Interferon-gassay. PBMC were cultured with PHA as described above. Supernatants were
harvested after 72 hours of incubation and stored at —20°C until assayed for interferon-g (IFN-
g) concentrations. IFN-g levels were assayed by sandwich ELISA, using reagents purchased
from Biosource International (Camarillo, CA). Briefly, 96 well polystyrene Easy wash plates
(Corning Incorporated, NY) were coated overnight at 2-8°C with mouse anti-swine IFN-g
antibodies (2.5 pg/ml, clone A151D5B8). Coated plates were then blocked two hours at room
temperature. Samples or reference IFN-g recombinant were dispensed to appropriate wells in
a volume of 50 pl. Standard curve was constructed by diluting the recombinant swine IFN-g
ranging from 30 to 2000 pg/ml. Biotinylated mouse anti-swine IFN-g antibodies (0.1 pg/ml,
clone A151D13C5) were used as detection antibody and were added to the wells for two
hours at room temperature. Plates were then incubated one hour with streptavidin-HRP. Plates
were incubated for 15 min with substrate TMB-one (Fermentas, MD) and the enzyme-

substrate reaction was stopped by adding 2M sulfuric acid. The optical densities were read at
450 nm.

2.4. Behaviour

Activity. Locomotor activity (standing and sitting), resting (lying), and feeding (head in the
feeder) behaviours were monitored by video tape and analysed by scan-sampling at 5-min
intervals during the light period (from 08:00 to 18:00) from days day —1 to day 3. The number
of times when pigs were engaged in each situation were summed on 10 hours per day to
estimate the frequency of each behaviour. The periods when animals were manipulated for
saliva or blood sampling were not analysed. Analysis started again 15 minutes after the last
experimenter had gone.

Behavioural synchronisation. The degree of behavioural synchronisation of experimental
animals with their group was evaluated as follows: for each scan, the experimental pig was
considered as non-synchronised with its group if it was engaged in an activity (locomotion or
eating) while al the non-experimental animals were resting, or inversely. It was considered as
synchronised with the group if at least one of the non-experimental pigs shared the same
activity as the experimental animal. The results were expressed in frequency of non-

synchronised acts over the 10-hour period.
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Agonigtic interactions. In the M group, agonistic behaviour was directly recorded by two
observers during the first 30 min after mixing. Preliminary tests showed that the two
observers had comparable judgements. Aggressive interactions were defined as “head-
knocks’, “biting”, “parallel/inverse pressing”’, and submissive behaviours were “escape” and
“avoidance” as described by Jensen (1980). For each dyad of pen-mates, the number of given
and recelved aggressive acts was added up. Piglet received the score 1 if it was the winner of
the dyad, O if it was the loser, 0.5 if the piglets were ex aequo. A global score was attributed
to each piglet by adding up the 5 scores it obtained relatively to the 5 other pen-mates.
According to this global score, piglets were attributed a dominance index from 1 (lowest
ranking animal) to 6 (highest ranking animal).

2.5. Satistical analysis

Physiologica and behavioural data were compared by analysis of variance using the GLM
procedure of Statistica. Split-plot models were used with animal nested within litter, litter
nested within treatment, treatment, time and time x treatment as sources of variation. The
effect of litter was tested using animal within litter as sources of variation, and the effect of
treatment using litter within treatment. The interaction treatment x time was tested using the
residua variance of the model. When the interaction was significant, data were analysed
separately for each factor level. PBMC proliferation was analysed separately for each day
using treatment, litter nested within treatment, PHA dose and treatment x PHA dose as
sources of variation. Salivary cortisol was analysed after a square root transformation to
equalise the variance. Behavioural data were anadysed after an Arcsin square root
transformation. The Bonferroni test was used for post-hoc analysis. The Spearman’s
coefficient of correlation was used for analysing the relationships between dominance score,
the number of given / received aggressive acts and behavioural and biologica data in the M
group.

3. RESULTS

3.1. Physiological responses

Time-related variations of salivary cortisol are presented in Fig. 1. There was a significant
treatment X time interaction (P<0.01). Analysis within each treatment group showed that the
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effect of time tended to be significant in the C group (P<0.06) and was significant in the M
group (P<0.001). M pigs had significantly increased salivary cortisol concentrations 1 hour
(P<0.01) and 3 hours (P<0.05) after the beginning of the stress in comparison to C group.
Cortisol concentrations returned to levels similar to control within 8 hours. However, on day
1, M pigs tended to show lower CS levels than C pigs (p=0.07).

Fig.2 shows PBMC proliferation in response to different concentrations of PHA on days O
and 3. There was a significant dose effect on days 1 and 3 (p<0.001). Treatment did not affect
proliferation on days 1 and 3 (P>0.1). IFN-g production was not influenced by treatment and
by day (3170 £ 495 pg/ml, P>0.1).

3.2 Behaviour

Behavioural activity was assessed in the two groups of animals from day —1 to day 3. Resting
activity was influenced by treatment (P<0.01) and day (P<0.05, Fig.3A). Indeed the
occurrence of lying decreased withtime (72 £ 2% onday 3vs. 78 £ 1 % on day —1), and M
pigs were more often lying than C pigs (77 1% in M group vs. 74 = 1 % in C group). There
was no day X treatment interaction (P>0.1). Feeding behaviour was influenced by day
(P<0.01), but not by treatment and day x treatment interaction (P>0.1). The occurrence of
feeding behaviour increased with time (0.06 = 1 % on day —1 vs. 0.08 + 1 % on day 3,
P<0.05). Both experimental groups had similar body weight (P>0.1) on day —1 (10.6 + 04 kg)
and on day 3(11.8 £ 0.3).

Frequency of non-synchronised activities was influenced by treatment (P<0.01) and day
(P<0.001). There was a day x treatment interaction (p=0.06, Fig.3B). The occurrence of this
behaviour was stable over time in C group (P>0.1) but changed with time in M group
(P<0.001). M animas displayed significantly more non-synchronised activities than C
animals on days 0 (P<0.5), 1 (P<0.01) and 2 (P<0.001), but returned to similar frequencies on
day 3 (P>0.1).

In socialy disrupted pens, intense fights were observed during the 30 first minutes. The
recording of agonistic acts allowed to determine a dominance index for each animal of the M
pens. The two litter-mates introduced together in a new pen acquired close dominance status.

Among the four pairs of M piglets, two pairs acquired dominant positions (dominance indexes
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Time Correlation
(hours) coefficient n
-24 0.03 7
0 -0.17 7
1 -0.78* 8
3 -0.96** 5
8 -0.28 8
24 0.85* 7
48 -0.27 8
72 -0.08 6

Table 1: Correlation between dominance index and
sdivary cortisol. Aggressive interactions were observed
during the first 30 minutes after mixing, after what
piglets were attributed a dominance index from 1 (lower
ranking animal) to 6 (higher ranking animal). Salivary
cortisol was measured 21 and O hours before and from 1
to 75 hours after mixing. (* P<0.05, ** P<0.01)

Time Correlation
(day) coefficient n
-1 -0.22 8
0 0.73* 8
1 -0.82* 8
2 -0.55 8
3 -0.31 8
Table 2: Correlation between dominance index

and regting behaviour. Behavioural activity was
monitored by scan-sampling from day —1 to day 3.
For each day, the number of times where the pigs
were lying was summed on a 10-hour observation
period to estimate the frequency of resting behavior.
(* P<0.05).
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5 and 6) and two pairs acquired submissive positions (indexes 1 and 2 in one pen, indexes 1

and 3 in the other one).

Dominance index was negatively correlated with saliva cortisol 1 hours (P<0.05) and 3 hours
(P<0.01) after the beginning of the challenge (Table 1). Dominant pigs had lower saliva
cortisol levels than subordinate pigs. This correlation was inverted on day 1 (P<0.05).
Dominance index was also positively correlated with resting on day 0 (P<0.05, Table 2). This
correlation was again inverted on day 1 (P<0.05). Dominance index was not correlated with
feeding behaviour, behavioural desynchronisation or PBMC proliferation (P>0.1). The
number of given or received aggressive acts was not correlated with any of the physiological
and behavioural data (P>0.1).

4. DISCUSSION

Relocation and social mixing were perceived as a stressful event, as shown by increased
salivary cortisol levels. However, this elevation was modest and levels came back to control
values within 24 hours. This result is in accordance with previous studies in which social
conflict did not induce long-term changes in plasma cortisol levels in pigs (Blecha et d.,
1985; Deguchi and Akuzawa, 1998; Ruis et al., 2001; de Groot et al., 2001). Mixing can have
different consegquences whether the animal becomes winner or loser (Fernandez et a., 1994,
Otten et al., 1997; Tuchscherer et a., 1998; Ruis et al., 2001; de Groot et a., 2001). The
amplitude of the stress response is linked to the degree of controllability of the animal over
the situation (Morméde et al., 1988). As winners are supposed to have more control over the
situation than losers (Tuchscherer et al., 1998), they should be less affected by social
reorganisation than losers. Our results agree well with this hypothesis, as M pigs that obtained
a high dominance position showed lower cortisol responses than low-ranking M piglets 1 and
3 hours after mixing. Surprisingly, M animals tended to show lower cortisol levels than C
animals on day 1. This can be interpreted as a consequence of the negative feedback exerted
by cortisol on the hypothalamo-pituitary axis. Similarly the negative correlation between
cortisol levels and dominance index on day 1 could reflect a more important negative
feedback in lower-ranking animals, which displayed higher cortisol responses on day O.
Indeed, cortisol data from sheep submitted to a stress of transport have shown that the
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negative feedback exerted by cortisol is a mgjor factor reducing the response to stress (Smith
and Dobson, 2002).

Mixing (Hessing et a., 1995; Deguchi and Akuzawa, 1998; de Groot et al., 2001), shipping
(Hicks et a., 1998) or intracerebroventricular corticotropin-releasing hormone injection
(Johnson et a., 1994) can decrease the ability of PBMC to proliferated in response to
mitogens. Social rank has been previoudly reported to influence the immune system response
after socia reorganisation (Tuchscherer et a., 1998; de Groot et al., 2001). In the present
study, PBMC proliferation was not affected by socia stress and we did not find any
correlation between PBMC proliferation and social dominance. Our results and those from
other studies (Blecha et al., 1985; Puppe et a., 1997) suggest that changes in social
environment are not able to induce alterations in the functioning of the immune system of
weaned piglets. However, two reasons can be proposed to explain why mixing did not affect
PBMC in this study. First, socia stress seems to have stronger effects on PBMC proliferation
in barrows than in gilts (de Groot et a., 2001) and only females were used in the present
experiment. Secondly, young weaned pigs could be less sensitive to social stress than older
pigs. Indeed, depressed PBMC responses after mixing were always observed in older piglets
(6 to 15-week-old), at least two weeks after weaning (Hessing et al., 1995; Deguchi and
Akuzawa, 1998; de Groot et a., 2001). A lower sensitivity of weaned piglets to mixing could

be due to alesser importance of socia disruption at this age of the devel opment.

Stress can decrease locomotor activity (Hay et al., 2003), increase the frequency of sitting
position (Jensen et al., 1996) and behavioural transitions (Jensen et a., 1996) and decrease
feeding behaviour (de Jong et al., 1999) in pigs. In the present experiment, the occurrence of
eating or lying was similar to what was previously observed in piglets weaned at 28 days of
age (Metz and Gonyou, 1990). Feeding behaviour and growth were not affected by mixing.
This observation is in agreement with previous reports on socia reorganisation in weaned
pigs (Friend et al., 1983). Our observations, in accordance with others (Hay et al., 2003),
show that social stress increased the occurrence of lying behaviour. Correlation analysis
showed that dominance index was correlated with behavioural activity in M piglets. This
result is consistent with cortisol data and shows that winner and loser pigs did not react in the

same way to mixing.
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Behavioural synchronisation of experimental piglets with their group was assessed to estimate
the normalisation of social relationships and the integration of pigs in their new group.
Groups of pigs usually show synchronised activities. In the present experiment, M animals
were more often lying when all the residents were in an active phase, and on the contrary they
were more often eating or standing while the resident piglets were lying than control animals
did. This behaviour could be interpreted as an attempt to avoid conflicting situations by
limiting the number of encounters of M piglets with residents at the feeder or at the water
nipple. Therefore, the increased behavioural desynchronisation suggests that M piglets
developed behavioural adaptation to the situation. The duration of this behaviour from day 0
to day 2 indicates that socia integration took at least three days.

In conclusion, the results of this study show that mixing in weaned piglets induced a transient
cortisol response, increased resting behaviour and did not affect peripheral blood
mononuclear cell proliferation. The cortisol and behavioural responses were influenced by the
socia position of individuals in their new group, showing that winner and loser pigs did not
react in the same way to mixing. Piglets seemed to avoid conflicting encounters by
desynchronising their activities with the group. These results show that mixing young piglets

is stressful but that animals develop behavioural strategies to adapt to the situation.
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chapitre : Effets de la défaite sociale sur la production de

cytokines chez la souris.

Objectifs : Etant donné la variabilité de la réponse a un stress social selon qu'il débouche sur
une victoire ou sur une défaite, la suite des travaux a été réalisée a partir d’ un protocole de
stress induisant systématiquement une défaite sociale. D’ apres les données de la littérature,
chez la souris, le stress de défaite sociale chronique (SDR) induit de profondes altérations de
la réactivité des cellules de larate a un stimulus inflammatoire, favorisant la libération d’IL-6,
d'IL-1 et de TNF-a par ces derniéres. Cet éat inflammatoire est aggravé par le fait que les
splénocytes des souris stressees présentent une sensibilité diminuée a I'effet anti-
inflammatoire des glucocorticoides. L’ objectif de ce travail était de déterminer si le profil pro-
inflammatoire induit dans la rate par le SDR est associé a une orientation de type Th2. En
paralele, cette éude avait pour but de vérifier que le SDR induit bien un état pro-
inflammatoire et une sensbilité réduite aux glucocorticoides dans nos conditions

expérimental es.

Matériel et méthodes: Des souris balb/c logées en groupe de cing ont subi six sessions de
SDR. Afin d' éudier I'effet du stress sur la réponse humorale, les animaux ont été vaccinés
contre un antigene, la KLH, immédiatement avant la premiere session de SDR. Des
prélevements orbitaux de sang ont été effectués sept jours avant le début du stress, juste apres
la premiere et juste aprés la derniere session de SDR afin de mesurer les concentrations de
corticostérone et d'IL-6 circulantes. Les animaux ont éé sacrifiés le lendemain du dernier

jour de stress.

La capacité des splénocytes a proliférer a été mesurée in vitro en réponse au LPS, un
activateur des lymphocytes B et des monocytesymacrophages, et a la concanavaline A, un
mitogene des lymphocytes T. Les productions d’ IFN-g, d'IL-10 et d'IL-6 ont été mesurées en
réponse a ces mémes mitogenes. La sensbilité des splénocytes a la corticostérone a été
mesurée en cultivant les cellules en présence de LPS et de doses croissantes de corticostérone.
Comme les glucocorticoides inhibent la production d'IL-6, une sensibilité décrue a la
corticostérone chez les animaux stressés se traduit par une moins forte inhibition de la

libération d’IL-6 dans le surnageant de culture que chez les animaux témoins.
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Résultats : La défaite sociale induit une augmentation des concentrations plasmatiques de
corticostérone et d'IL-6 par rapport au groupe témoin (Fig. 1 de I'article). Les taux
d’ immunoglobulines G anti-KLH sont les mémes dans les deux groupes.

Les animaux du groupe SDR présentent des rates plus grosses, contenant plus de cellules
mononucléees, avec une prolifération spontanée accrue. En réponse au LPS, la prolifération
est |égérement augmentée par le stress (Fig. 2 de I'article). Le SDR favorise la production
d’IL-6, diminue celle d' IFN-g et n’affecte pas celle d'IL-10 (Fig. 3A de I'article). Dans les
cultures stimulées a la concanavaline A, le stress diminue trés légerement la prolifération (Fig
2 del’article), augmente la production d’IL-6 et d’IFN-g et diminue celle d'IL-10 (Fig. 3B de

I"article).

Le SDR diminue la sensibilité des splénocytes a la corticostérone. Cet effet est visible sur la

production d’'IL-6, mais auss sur celle de la cytokine Thl IFN-g (Fig. 4 de I’ article).
Discussion et conclusion:

(1) Le stress social, comme d’ autres stress tels que la contention ou les chocs éectriques, est

en mesure d’induire une augmentation d’IL-6 plasmatique.

(2) La production accrue d’'IL-6 en réponse au LPS et la diminution de sensibilité des
splénocytes a la corticostérone confirment que le SDR a un effet pro-inflammatoire sur les

splénocytes.

(3) En comparaison du profil de production chez les animaux témoins, les niveaux d'IL-10 et
d’IFN-g produits par les lymphocytes stimulés a la concanavaline A suggerent que le stress
favorise un profil de type Thl. Cette idée est renforcée par le fait que la résistance a la
corticostérone se traduit aussi par une moindre inhibition de la production d’'IFN-g par
I”hormone. Cependant, le SDR favorise auss la production d’'IL-6 par les lymphocytes T, une
cytokine de type Th2. Ces résultats ne permettent pas de conclure avec certitude a une
orientation vers un profil Thl, mais permettent d’ affirmer que le stress n’a pas fait pencher la

balance vers un profil Th2.

P Invitro, la défaite sociale induit une réactivité accrue a un stimulus inflammatoir e et
diminue la sensibilité des cellules de la rate aux glucocorticoides. Cet état inflammatoire

Nn’est pas associé a une orientation Th2.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the pro-inflammatory effect of social defeat in
mice and to determine whether it is associated with a Thl shift in cytokine production. For
this purpose, splenocytes from control mice (C) and mice socialy stressed for 7 days (SDR)
were cultured with LPS or Con A. Proliferation, cytokine production and sensitivity of spleen
cells to corticosterone were assessed in vitro. The humoral response to a KLH immunization
was assessed.

SDR induced splenomegaly and enhanced splenocyte spontaneous proliferation. SDR
increased the production of IL-6 in both LPS and Con A stimulated cultures. The pro-
inflammatory influence of SDR was confirmed by unchanged levels of IL-10 in LPS
stimulated cultures, and by a reduced sensitivity of spleen cells to the anti-inflammatory effect
of corticosterone in comparison to controls. However the inflammatory cytokine IFN-g was
decreased by stress in LPS-stimulated cultures. The increase in IFN-g and the decrease in IL-
10 levels in Con A-stimulated cultures from stressed animals accords with a shift toward a
Thl profile. Furthermore, the reduced sensitivity to glucocorticoids resulted in a smaller
inhibition by corticosterone of the release of IFN-g in SDR mice. Plasma anti-KLH antibody
levels were similar in both groups. These results demonstrate that repeated social defeat has a
pro-inflammatory effect, and is not associated with a Th2 shift.

Key words:. social defeat, interleukin-6, interleukin-10, Interferon-g, mice.
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1. INTRODUCTION

Among the wide range of stressors commonly used in laboratory animals, socia stress is one
that can be the more easily related to a natural everyday life challenge. Social stress can
induce many changes in immune variables such as atered leukocyte subset populations
(Stefanski and Engler, 1999; Stefanski et al., 2003), decreased cytokine production
(Bartolomucci et al., 2001; de Groot et al., 2002) and decreased antibody production (Bohus
et al., 1993; de Groot et al., 2002). Socially stressed rodents show increased susceptibility to
parasitic or viral infections (Barnard et al., 1993; Padgett et al., 1998; Sheridanet al., 2000).

Stress has been proposed to have a differential effect on type 1 (Thl) and type 2 (Th2) T
helpers and on the production of Th1/Th2 cytokines by T and other immune cells (Elenkov
and Chrousos, 1999). The main Thl cytokines are IL-2 and IFN-g. Th2 cytokines are IL-4,
IL-6 or IL-10. Glucocorticoids released during stress would act at on both macrophages and
T-cells to induce Th2 and suppress Thl cytokine production (Ramirez et al., 1996; DeKruyff
et al., 1998). By inducing a shift toward a Th2 profile, stress could boost humoral immunity
and suppress cell-mediated immunity. Indeed, stressors such as restraint or foot shocks appear
to induce a Th2 profile (Fleshner et al., 1995; Zhang et al., 1998; Iwakabe et al., 1998). In
contrast, increasing literature suggests that stress can have a pro-inflammatory effect (Black,
2002). For example, a model of chronic social defeat was shown to be associated with a
systemic pro-inflammatory state in mice, characterized by high levels of IL-6 in splenocyte
cultures, increased production of IL-1, IL-6 and TNF-a after an in vivo LPS challenge, and
reduced sensitivity of spleen macrophages to the anti-inflammatory effect of corticosterone
(Stark et al., 2001; Quan et al., 2001). As Thl cytokines are pro-inflammatory and Th2
cytokines are mainly anti-inflammatory, we made the hypothesis that the pro-inflammatory
state induced by stress would favor not a Th2 but a Thl shift.

The aim of the present study was to investigate the pro-inflammatory effect of repeated social
defeat in mice and to determine whether it is associated with a Thl shift in cytokine
production. The first objective was to investigate the pro-inflammatory effect of defeat on
cytokine production by assessing the in vitro production of inflammatory cytokines (IFN-g,
IL-6) in response to LPS, and by measuring the sensitivity of spleen cells to corticosterone.
The second objective was to determine whether social defeat was associated with a Thl

profile. For this purpose, the in vitro production of Thl (IFN-g,IL-12) and Th2 (IL-6, IL-10)
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cytokines by T cells was measured. The production of 1FN-g by spleen cells under increasing
doses of corticosterone was measured to assess whether glucocorticoids are less potent in
inhibiting the production of Thl cytokines in stressed mice. As a Th2 profile favors humoral
immunity, plasma antibody in response to KLH immunization was assessed in order to
determine whether defeat decreased humoral immunity.

2. METHODS

Animals

Experimental animals were three-month old male BALB/c ByJ@Ilco mice received a five
weeks of age from Charles River |aboratories (St Germain sur I’ Arbresle, France). They were
randomly assigned to groups of five mice, housed in a temperature-controlled room (24 +
1°C) with a 12 h light cycle (lights on 14:00-2:00 h) and had free access to food and water.

The mice used as aggressive intruders were six-month old individually housed CD1 mice.

The immune effects of SDR were tested in two independent experiments. In the first
experiment, mice were randomly assigned to two different treatment groups labeled control
(C, n=34) and social disruption stress (SDR, n=28). Animals were injected intra peritoneally
with 100 ng keyhole-limpet hemocyanin (KLH, Sigma) in 0.5 ml saline just before the first
stress session. Mice underwent SDR or C treatments from day 1 to day 7. Samples of
approximately 80 ul of blood were collected from the retroorbital plexus for corticosterone
and IL-6 assays. Samplings occurred between 16:00 and 17:00 one week before the stress
period (day -7), immediately after the first stress session (day 1) and immediately after the last
session (day 7). Plasmas were frozen at —20°C until analysis. Animals were sacrificed on day
8 between 9:00 and 10:30, seventeen hours after the last stress session. Trunk blood was
collected for IL-6 and anti-KLH immunoglobuline assay. Spleens were removed for studying
in vitro proliferation of splenocytes and production of cytokines in response to
lipopolysaccharide (LPS) or concanavaline A (Con A). In a paralel experiment, in vitro
sensitivity of splenocytes from SDR (n=12) and C (n=12) mice to corticosterone was studied

in mice submitted to the same stress protocol.

SDR animals underwent six SDR sessions (three days of stress, one day of rest, three
additional days of stress) as previously described (Stark et al., 2001). In each SDR session, a
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new older isolated aggressive male was introduced into the home cage of the subjects for two
hours between 14:00 and 16:00. Behavior was observed directly, and the intruder was
replaced if he did not attack or if he was attacked by one of the residents. All residents
showed submissive postures. Control mice remained undisturbed in their home cage. The
protocol was approved by the regional Animal Care Committee, in accordance with the

French legidation on welfare of laboratory animals.
Plasma corticosterone

Plasma corticosterone concentrations were measured following ethanol extraction by a
radiocompetitive binding assay using rhesus monkey transcortin, PH]corticosterone as the
tracer, and dextran-coated charcoa as the adsorbent of free radioactivity (Liege et al., 2000).

Inter- and intra-assay coefficients of variation were 14 and 7% respectively. All samples were

assayed in asingle assay.
Mitogen-induced proliferation of spleen cells

Spleens were removed aseptically, weighted and dissociated in RPMI 1640 culture medium
(Gibco, Glasgow, UK). Addition of 2 ml lysis buffer (0.28 M NH4Cl, 0.02 M KHCO3, 0.01 M
EDTA) for 1 minute eliminated red blood cells. After three washes, viable mononuclear cells
were counted using trypan blue dye exclusion, and adjusted to 2.10" cellsml in medium
containing 5% heat-inactivated feta caf serum and 1% antibiotic antimycotic solution
(Gibco). Cells were distributed in triplicates (2.10° cell/well) in flat-bottom 96-wells plates
without any mitogen or in the presence of 13 ng/ml lipopolysaccharide from E. Coli (LPS,
0127:B8 serotype, Sigma) or 1ug/ml Concanavain A (Con A, Sigma) in a final volume of
150 ul. After 72 hours, 0.5 puCi/well of [H¥]thymidine (specific activity 5Ci/mmol, CEA,
France) was added in a volume of 50 ul for 24 hours. Cells were collected on fiberglass strips
using a multiple harvester, and radioactivity determined in a liquid scintillation counter.

Results were expressed in counts per minute (cpm).
In vitro cytokine production and corticosterone sensitivity assay

Spleen cell suspensions (4.10°cell/well) were distributed in 24-wells culture plates in a final
volume of 1 ml in presence of 13 pug/ml LPS or 1 pg/ml Con A. The senditivity of splenocytes
to corticosterone was tested by cultivating cells in presence of 13 pg/ml LPS and increasing
doses of corticosterone (Sigma). Corticosterone was diluted in ethanol at 0.01% final. Culture
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plates were incubated at 37°C in 5% CO, atmosphere. After 72 hours of incubation, cell

supernatants were harvested and frozen at —20°C until cytokine analysis.

Cytokine determinations

Interleukin-10 (IL-10), interleukin-6 (IL-6) and interferon gamma (IFN-g) were measured
after adequate dilutions using sandwich ELISAs (BD Pharmingen). Interleukin-12 was
measured using mouse IL-12 p70 ELISA kit (R&D Systems). Intra and inter assay variability
were 4% and 5% at 500 pg/ml for IL-10, 5% and 9% at 150 pg/ml for IL-6, 8% and 8% at 550
pa/ml for IFN-g, and 9% and 4% at 29 pg/ml for I1-12. Assay ranges were 15.6 — 1000 pg/ml
for IFN-gand IL-6, 31.3 — 2000 pg/ml for IL-10 and 7.8 — 500 pg/ml for IL-12.

Plasma anti-KLH antibodies

Anti-KLH gamma immunoglobulins (IgG) were measured by direct ELISA (Sacerdote et al.,
2000). Mice sera were diluted 1:10, 1:25 and 1:50 in phosphate buffered saline/Tween.
Alkaline-phosphate-conjugated goat anti-mouse IgG (chain specific, Sigma), diluted 1:12000
in PBS/Tween was used as detection antibody. Colorimetric reaction was obtained after

adding p-nitrophenyl-phosphate substrate (ready to use, Sigma).
Satistical analysis

Plasma IL-6, plasma corticosterone and IL-6 production under increasing doses of CS were
analyzed for the effect of the main factor (C or SDR) by anaysis of variance, using a repeated
measures design. The Tukey’'s test was used for post-hoc analysis. For the other data, a
Student test was used to compare C and SDR groups. Adequate transformation (logl0 or
sguare root) were used to homogenize the variances when necessary. Splenocyte proliferation

data did not follow a normal distribution and were analyzed by a Mann-Whitney test.

3. RESULTS

Plasma corticosterone (CS) levels were measured in basal conditions, after the first SDR
session, after the last SDR session and at time of sacrifice (days —7, 1, 7 and 8, Fig. 1A).
There was a significant effect of the day of sampling (F(3,123)=29.9, p<0.001), the treatment
group (F(1,123)=11.6, p<0.01) and the interaction (F(3,123)=9.9, p<0.001). CS were higher

on day 1 than on the three other days in both C and SDR groups (p<0.01). Compared to
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controls, mice that experienced SDR showed significantly higher levels of CS immediately
after the first and after the final cycle of stress (p<0.001). The effect of SDR did not last until
day 8 since the two groups were comparable at this time (p>0.1).

Plasma IL-6 was measured on days—7, 7 and 8 (Fig.1B). There was a significant effect of the
day of sampling (F(2,90)=27.9, p<0.001), the treatment group (F(1,90)=57.0, p<0.001) and
the interaction (F(2,90)=20.7, p<0.001). Levels were similar in SDR and C groups on day —7.
Plasma IL-6 was increased in SDR group immediately after the last SDR session (p<0.001),

and returned to levels comparable to those of control animal within day 8 (p>0.1).

Plasma concentrations of anti-KLH 1gG were not affected by SDR (p<0.1). Optica densities
for the dilution 1/25 were 0.66 + 0.03 in C and 0.60 £ 0.04 in SDR group.

SDR mice exhibited splenomegaly. Spleen weight was 0.38 + 0.01 g in C group and 0.58 +
0.01 g in SDR group (p<0.001). Accordingly, the cell counts were higher in SDR mice (129 +
4 .10° cells per spleen) than in C mice (105 + 3 .10° cells per spleen, p<0.001). Despite
adjustment for the cell number, SDR increased the spontaneous proliferation of spleen cells
(p<0.05) and the proliferation in LPS stimulated cultures (p<0.01, Fig.2). In contrast, response
to concanavalin A was dlightly but significantly decreased in SDR mice compared to C mice
(p<0.001).

Invitro production of cytokines was assessed in splenocytes stimulated by LPS or Con A. In
LPS stimulated cultures (Fig.3A), IL-6 levels were increased by 68 % (p<0.01) and IFN-g
levels were decreased by 36% (p<0.05) in the SDR group as compared to the C group. I1L-10
production was not modified. In Con A stimulated cultures (ig.3B), IL-6 levels were also
increased by 62% (p<0.001). However, effects of SDR on IFN-g and IL-10 levels were
different compared to LPS-treated cultures. IFN-g production increased by 59% (p<0.001)

and IL-10 production decreased by 18% (p<0.05) in SDR mice in comparison to controls. IL-
12 concentrations did not reach detectable levels.

Sensitivity of splenic cells to corticosterone is shown in Fig.4. There was a significant effect
of the dose of corticosterone (F(3,60)=274.4, p<0.001), the treatment group (F(1,60)=37.5,
p<0.001) and the interaction (F(3,60)=5.4, p<0.001). Addition of corticosterone decreased IL-
6 production in a dose-dependent fashion. Splenocytes from SDR mice produced more IL-6 in

comparison to controls in the presence of 0 (p<0.05), 0.05 uM (p<0.001), 0.1 uM (p<0.001)
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and 1 uM (p<0.05) of corticosterone. Similarly, corticosterone decreased IFN-g in a dose
dependant fashion (F(3,57)=575.5, p<0.001) and the effect of group treatment was significant
(F(1,57)=4.6, p<0.05). SDR mice produced more IFN-g in the presence of 0.05 uM (p<0.01),
0.1 uM (p<0.01) and 1 uM (p<0.05). These results show that SDR reduced the sensitivity of

splenic cells to corticosterone.

4. DISCUSSION

In the present study, we demonstrated that social defeat in Balb/c mice induced profound
aterations in spleen cells. SDR induced splenomegaly and increased splenocyte spontaneous
proliferation. SDR had a pro-inflammatory effect, as shown by the release of plasma lL-6, the
increased production of IL-6 in response to both LPS and Con A, and the reduced splenocyte
sengitivity to corticosterone. In response to the T-cell mitogen Con A, IFN-g levels were
increased and those of IL-10 were dlightly decreased. Social defeat did not affect the humoral
response to KLH.

Plasma corticosterone and 1L-6 levels were measured to confirm that SDR induced a stress
response. SDR increased plasma corticosterone levels in comparison to control group. The
increased plasma levels in both treatment groups on day 1 can be explained by the KLH
injection, which was performed just before the SDR cycle. In accordance with our previous
findings, SDR enhanced plasma IL-6 and the cytokine levels were back to control values on
the day following the last stress session (Merlot et al., 2003). As SDR provokes fights among
animals, skin wounds could be the source of plasma IL-6. However, as the number of skin
injuries increased with the repetitions of SDR sessions, the levels of IL-6 should have been
higher on the final stress session. Furthermore, in the case of a local inflammation, blood
levels of IL-6 should remain elevated for one night after the end of the last SDR session. This
indicates that IL-6 found in plasma after SDR is not related to wounds but has probably the
same origin as IL-6 found after other stressors such as footshock, open-field test or restraint
(LeMay et a., 1990; Zhou et a., 1993; Merlot et a., 2002). The mechanisms of the induction
of plasmaIL-6 after stress still remain to be clarified. IL-6 is not produced in the spleen (Zhou
et a., 1993; Nukina et a., 2001) but is more likely to be derived from the liver or adrenals
(Zhou et al., 1993; Takaki et a., 1996; Kitamura et al., 1997; Nukina et al., 2001; Nukina et
al., 2001; Nukina et al., 2001) as a result of sympathetic activation (Takaki et al., 1994,

Takaki et a., 1996; Takaki et a., 1996). Similar transient increases in plasma IL-6 of
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muscular origin have also been observed after muscular exercise (Frost et a., 2002; Febbraio
and Pedersen, 2002), making the increased physical activity or muscular tetany induced by
stress other possible sources for elevated levels of plasmalL-6.

Splenomegaly and augmentation of the cell yield in the spleen are commonly associated to
socia dtress in rodents (Klein et al., 1992; Stark et al., 2001; Avitsur et a., 2002b). In the
present study, SDR also increased spontaneous splenocyte proliferation, which is supposed to
reflect the proliferation activity that splenocytes display in live animals. This indicates that
spleen cells were chronically activated over the duration of socia stress. The effects of SDR
on immune cells were further investigated by assessing the reactivity of spleen cells to
mitogens. Reactivity of cells from the innate system was assessed by stimulating splenocytes
with LPS. Socia defeat increased cell proliferation and IL-6 production in response to LPS, in
accordance with previous reports (Stark et al., 2001; Merlot et al., 2003). Production of IFN-g
was decreased whereas IL-10 was not affected. After LPS stimulation, IL-6 is mainly released
by monocytes / macrophages. IFN-g is mainly produced by Natural Killer (NK) and T cells,
which respond to LPS indirectly via macrophage or dendritic cells (Gerosa et al., 2002;
Kambayashi et a., 2003). In vivo, SDR has been shown to also increase the production of
other inflammatory macrophage cytokines such as IL-1la and TNF-a (Quan et al., 2001).
Taken together, these results indicate that SDR induces the release of proinflammatory
cytokines by monocytes / macrophages, without any concomitant stimulation of IFN-g

producing cells.

In vivo, in response to an inflammatory stimulus, SDR can further facilitate the production of
inflammatory mediators by decreasing the sensitivity of spleen cells to corticosterone (Quan
et a., 2001). This relative state of resistance to glucocorticoids has been well-described in
C57BL/6 mice (Stark et al., 2001; Quan et a., 2001; Avitsur et al., 20023). It is site-specific
since it occurs in spleen but not in peritoneal cells (Avitsur et al., 2002a). In the spleen, it
affects specifically macrophages but not B lymphocytes (Stark et al., 2001). Molecular
mechanisms sustaining corticosterone resistance are an impaired nuclear translocation of
glucocorticoid receptor and a subsequent failure in blocking the activation of NF-kB pathway
(Quan et al., 2003). In the present study, we confirmed that SDR decreases sensitivity to
corticosterone in Balb/c mice, even though this effect was less important than in C56BL/6

mice.



RESULTATS - CHAPITRE 2

Severa studies point out the possibility that the activation of the innate system by stress could
be responsible for the stress-induced reduction in T cell functions (Fleshner et al., 1998;
Moraska et a., 2002). Stress can potentiate the release of severa products of the innate
system that can suppress lymphocytes functions. For example, stress favors the production of
nitric oxide that suppresses lymphocyte proliferation (Coussons-Read et al., 1994) and of IL-
1b that contributes to the impairment of humoral response to a KLH injection (Moraska et al.,
2002). In the present study, proliferation of T-cells was assessed in response to Con A.
Although statistically significant, the decreased proliferation in SDR group was negligible.
This result is in accordance with the aready described effect of social stress, which can either
suppress or have no effect on spleen proliferation in response to Con A, depending on the
model of stress (Raab et a., 1986; Hardy et al., 1990; Klein et al., 1992; Bartolomucci et al.,
2001). Furthermore, the production of both IL-6 and IFN-g were increased by SDR in
concanavaline A stimulated cultures. From these results, it can be concluded that the
proinflammatory state induced by SDR in spleen cells does not inhibit T lymphocyte
activation.

In order to evauate the influence of the inflammatory profile induced by SDR on the
modulation of the Thl / Th2 balance, levels of IFN-g, IL-10 and IL-6 were measured in
supernatants of Con A-stimulated spleen cells. The increase in IFN-g and the decrease in IL-
10 production in Con A-stimulated cultures are in favor of a shift toward a Thl profile. This
orientation of the cytokine balance is in accordance with other studies on socia stress, even
though the Thl orientation in these reports was not due to an increase in Thl cytokine
production but to an inhibition of Th2 cytokines (Bartolomucci et al., 2001; de Groot et al.,
2002). However, several results of the present experiment do not alow to conclude surely that
SDR induced a Thl shift. First, SDR induced an important production of I1L-6, which isa Th2
cytokine (Diehl and Rincon, 2002). Furthermore, SDR did not affect the development of
humora response against KLH. A clear Thl profile should have been accompanied by a
decreased antibody production. Such a decrease is usually observed after social defeat (Bohus
et a., 1993; de Groot et a., 2002). De Groot et a (2002) found that antibody secretion was
only reduced in wounded subjects. It is therefore possible that we did not observed any effect

of SDR because we did not distinguished not wounded from wounded mice.

In the present study, the Th1/Th2 profile of spleen cells was studied in vitro, in absence of

corticosterone. In vivo, cells are in presence of glucocorticoids, which favor the production of
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Th2 cytokines (Ramirez et a., 1996). In order to test whether resistance of splenocytes to
glucocorticoids could reduce the influence of the hormone on the Th1/Th2 balance, the ability
of corticosterone to inhibit the production of the Thl cytokine IFN-g by splenocytes was
assessed in vitro. The reduced sensitivity of spleen cells to glucocorticoids resulted in higher
levels of IFN-g under the presence of corticosterone in SDR mice as compared to control
mice. Though, corticosterone was less potent in inhibiting the production of Th1l cytokinesin

SDR than in control mice.

In conclusion, the present study confirmed that social defeat has a pro-inflammatory effect. In
addition, this pro-inflammatory state was not associated with a Th2 shift but favored the
production of Thl cytokines.
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chapitre : Conséquences immunes de la défaite sociale

chez des souris infectées par |la souche BCG de M. bovis.

Objectifs: Il a éé montré au deuxieme chapitre que la défaite sociale altéere profondément le
fonctionnement des splénocytes chez des animaux sains. Le but de la présente expérience était
de déterminer les conséguences de ces atérations sur la résistance a une infection de type
Thl. Pour cela, le stress de défaite sociale a été administré a des animaux préal ablement
infectés par la bactérie BCG. Nous nous sommes attachés (1) a décrire les effets de la défaite
sociae sur la production in vitro d'IL-10, d’'IFN-g et d’'IL-6 en réponse au LPS &fin de
comparer les effets du stress avec ceux de I’ expérience précédente, (2) a déterminer in vitro si
le stress affecte le développement de I'immunité spécifique en réponse au BCG et (3) a

déterminer si ces altérations ont des conséquences sur la résistance a la bactérie in vivo.

Mateériel et méthodes: Des souris ont été vaccinées par voie intra-veineuse avec la bactérie
vivante BCG au jour 0. Du 11%™ au 17°™ jour, les animaux du groupe «défaite sociale »
(SDR) ont subit 6 sessions de 2 heures de SDR. Pendant ces sessions, les animaux du groupe
témoin étaient laissés dans leur cage dans une salle attenante. Les animaux ont été sacrifiés au
jour 25. La sensibilité des splénocytes aux glucocorticoides et leur production d’'IL-6, d’IFN-g
et d'IL-10 en réponse au LPS ont éé mesurées. La réponse spécifique anti-BCG a éé
mesurée in vitro par le dosage de I'lL-6, I'lFN-g et I'lL-10 produits par les splénocytes
stimulés par de la tuberculine. Enfin, larésistance a la bactérie a été évaluée par la numération

des CFU (colony forming units) bactériennes dans la rate.

Résultats : Le stress augmente la production d’'IL-6 et d'IL-10 in vitro par les splénocytes en
réponse au LPS (Fig.1A de I'article). On observe une tendance non significative a la
diminution de la production d’'IFN-g. Le SDR n'’ affecte pas la sensibilité des splénocytes a la
corticostérone (Fig. 4 de I'article). La production des trois cytokines en réponse a la
tuberculine est similaire dans les groupes stressé et témoin (Fig.1B de I’ article). La croissance

bactérienne est également comparable dans les deux groupes (Fig. 2 et 3 de I’ article).
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Discussion et conclusion:

(1) Ce travail montre que les effets de la défaite sociale sur la production de cytokines durent
relativement longtemps puisqu’ils sont toujours visibles 8 jours aprés la fin du stress. Ces
effets sont qualitativement comparables a ceux observés chez des animaux non infectés
(chapitre 2). D’un point de vue quantitatif, I’ amplitude des effets du stress est plus faible dans
cette expérience. Ceci peut étre du au fait que les mesures ont été effectuées non le lendemain

du dernier jour de stress, comme dans le chapitre 2, mais 8 jours plus tard.

(2) L’ absence de résistance aux glucocorticoides peut s expliquer également par le délai de 8
jours écoulé depuis lafin du stress. |l est aussi possible que I’ activation des splénocytes par le
BCG les ait rendus moins sensibles au stress et les ait empéché de développer une résistance

aux glucocorticoides.

(3) Chez des animaux non-infectés (chapitre 2), le stress est en mesure de modifier la
production d'IL-6, d’'IL-10 et d'IFN-g par les lymphocytes. En revanche, le stress n’ affecte
pas du tout la production de cytokines par les lymphocytes spécifiques de la tuberculine. Le

SDR n’a pas influencé I'immunité acquise.
(4) En accord avec les résultats du chapitre 2, le SDR n'a pas d' effet sur la balance Th1/Th2.

(5) La réponse anti-BCG nécessite une réponse de type Thl. Du point de vue de I'immunité
acquise, puisgue que le SDR ne modifie pas I’ équilibre Th1/Th2, I’ absence d' effet du SDR
sur I'immunité anti-BCG était un résultat attendu. Cependant, le SDR modifie également
d autres facteurs importants dans la réponse anti-BCG. Le stress aurait pu nuire a la réponse
antibactérienne en atérant le systeme de I'immunité innée, non étudié ici. Puisque la
croissance bactérienne est similaire dans les deux groupes, il est probable que le stress n’a pas

inhibé non plus I'immunité innée.

P Chez desanimaux dont laréponse primaire contrele BCG est dgjainitiée, le stressde
défaite sociale chronique altére la réponse a un mitogene non spécifique (le LPS) mais

n’altere paslaréponse spécifique au BCG.
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ABSTRACT

The timing for applying stressor and primary immunization is known to influence the nature
of the immune alterations induced by stress. The aim of the present study was to investigate
the consequences of a stress occurring several days after the beginning of a primary infection
on the host resistance. For this purpose, we investigated the effects of repeated social defeat
on the immune response of mice infected with BCG eleven days before. In vitro production of
cytokines in response to LPS or tuberculin, and the sensitivity of spleen cells to corticosterone
were assessed 8 days after the end of the stress. Bacterial growth was assessed in the spleen.

We demonstrated that social defeat in BCG-infected mice induced a long-term increase in IL-
6 and IL-10 production in response to LPS but did not modified the sengitivity of spleen cells
to corticosterone. Stress did not affect the specific response to BCG, as shown by the
production of cytokines in tuberculin-stimulated cultures. Accordingly, social defeat was
unable to influence the mycobacterial growth in vivo. These results support the hypothesis
postulating that stress does not affect antigen-specific response when it is applied after

priming.

Key words: social defeat, BCG, interleukin-6, interleukin-10, interferon- g, mice.
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1. INTRODUCTION

Exposure to stress can alter many immune parameters, affecting both innate and acquired
immunity. Several studies have tried to connect immune changes induced by stress with
resistance to bacteria or vira infections [1-5]. Stress resulted either in an increase in the
pathogen burden [4] or in an increased survival of animals and a better clearance of the
pathogen [6]. In the same time, stress impaired severa aspects of the immune response
against the pathogen such as accumulation of mononuclear and polynuclear cells at the site of
infection [6,7], specific cytotoxic activity of T lymphocytes [7] or antimicrobial activity of
macrophages [5]. A shift in the Th1/Th2 cytokine balance did not occur systematicaly, since
adecrease in the production of both Thl and Th2 cytokine was reported [1-3].

The timing for applying stressor and primary immunization is known to influence the nature
of the immune alterations induced by stress [8-10]. In studies using dead antigens, it has been
proposed that stress could only alter the response of T cells to molecules for which they do

not have any specific memory. Accordingly, a stress occurring at the very beginning of a
primary response could inhibit naive T-cells, impairing the formation of memory T cells, but

stress would be less effective if happening after priming [8]. Nevertheless a stress can occur at

any time of an infectious process. Studies using live pathogens focused on two time points of

the infectious process. Most of them used a stress occurring just before or simultaneously

with the administration of a pathogen [1,3,11]. At this moment, the role of the innate system

is crucia for containing microbial growth and initiating the antigen-specific response. Fewer

studies showed that stress can reactivate a latent infection [12,13], a a time when the

organism possesses numerous memory cells against the pathogen. The consequences of a
stress occurring between these two time points have not been studied. The aim of the present

study was to investigate the consequences of a stress occurring severa days after the

beginning of a primary infection. At this time, the initial non-specific response gives way to

the developing primary specific response against bacteria. For this purpose, we investigated

the effects of social defeat on the immune response of previously Calmette-Guérin bacillus
(BCG)-infected mice.

Among the wide range of stress procedures commonly used in laboratory animals, socia
stress is one that can be the more easily related to a natural everyday life challenge. Socid

stress has been shown to alter the functioning of the immune system. Repeated social defeat
97
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enhances interleukin-1 (IL-1), interleukin-6 (IL-6) and tumor necrosis factor-a (TNF-a)
production in response to lipopolysaccharide and decreases the sensitivity of spleen
macrophages to the anti-inflammatory effect of glucocorticoids [14,15]. Repeated defeat
applied simultaneoudly with an influenza virus infection increases mortality, probably because
of an excessive inflammatory response at the site of invasion [16]. A previous study in our
laboratory has shown that repeated social disruption stress (SDR) does not only modify the
inflammatory response but also affects T-cell functions. In non-infected mice, the levels of
interferon-g (IFN-g), 1L-10 and IL-6 released by spleen lymphocytes in response to a
polyclonal mitogen were clearly affected by stress and favored the production of the Thl
cytokine IFN-g[17].

A mycobacteria infection was used because it has been shown that stress can increase the
susceptibility to mycobacteria of mice of the bcg sensible genotype [5,12] and because the
immune response to mycobacteria is well characterized. Mycobacteria, including the
Mycobacterium bovis BCG strain, are facultative intracellular pathogens that replicate within
macrophages. Acquired resistance strongly depends upon macrophage activation by cytokines
produced by T lymphocytes, including IFN-g [18,19]. Then activated macrophages produce
antimicrobial effector molecules such as nitric oxide and reactive nitrogen intermediates [20].
Apart IFN-g, other cytokines play an important role in the regulation of the response to
mycobacteria. IL-10, which is produced by macrophages and T-cells, possesses macrophage-
deactivating properties and down-regulates the production of Thl cytokines [21]. High levels
of IL-6 produced by macrophages infected with mycobacteria suppress their ability to present
efficiently antigensto T-cells [22].

In the present study, we investigated the effects of socia disruption stress occurring severa
days after the initiation of the primary response to a BCG infection. In order to confirm
whether the effects of SDR in BCG-infected mice were comparable to those reported in non-
infected animals [17], the in vitro production of cytokines in response to LPS stimulation and
the sensitivity of spleen cells to corticosterone were assessed. Cytokine production in
response to tuberculin stimulation allowed measuring the influence of stress on specific
immunity against BCG and the Th1/Th2 orientation. Bacterial growth was assessed in the

spleen.
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2. METHODS
2.1. Animals

Experimenta animals were male BALB/c ByJ@lco mice received from Charles River
laboratories (St Germain sur I’ Arbresle, France). They were 4-week old at arrival, and were
randomly assigned in groups of four, housed in plexiglas cages in a temperature-controlled
room (24 £ 1°C) with a 12 h light cycle (lights on 13:00-1:00 h). They were given free access
to food and water, and were alowed to acclimate for 1 week before infection. The aggressive
intruders used for SDR were old individually housed CD1 mice.

2.2. General procedures

The immune effects of socia disruption stress (SDR) were tested in two independent

experiments in BCG infected mice.
Experiment 1

A first experiment was conduced to assess whether SDR was able to affect the specific
cytokinergic response against BCG. Mice were injected intravenously with 1.5 10° CFU of
Camette-Guérin Bacilli (intradermic BCG vaccine, Aventis Pasteur SA, France) suspended in
200 pl saline on day 0. The number of bacteria used for infection was confirmed by culturing
dilutions of the vaccine onto 7H11 agar plates (Difco). Mice were left undisturbed in their
cages until stress (SDR, n=26) or control (C, n=32) procedures, which took place from day 11
to day 17. Mice were sacrificed 8 days after the last SDR session (day 25 between 9:00 and
10:30). This delay was chosen to give enough time to an eventual effect of SDR on bacterial
growth to develop and to reach detectable differences in bacterial load. Spleens were removed
and were cut in two parts, one for CFU count and the other for cytokine production in LPS
and tuberculin (PPD) stimulated cultures.

Experiment 2

Mice were infected with 1.5 10° CFU as described above on day 0 and underwent SDR
(n=16) or C (n=16) treatments from day 11 to day 17. Mice were sacrificed on day 25.
Spleens were removed for CFU count and assessment of sensitivity of splenocytes to

corticosterone.
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2.3. Social Disruption Stress (SDR) procedure

SDR animas underwent six SDR sessions (three days of stress, one day of rest, three
additional days of stress) as previously described [14]. In each SDR session, a new older
isolated aggressive male was introduced into the home cage of the group-housed subjects.
Stress session lasted two hours and began between 13:00 and 14:00. Behavior was observed
directly, and the intruder was replaced if he did not attack or if he was attacked by any of the
residents. All residents showed submissive postures. Control mice remained undisturbed in

their home cage. The protocol was approved by the local animal care committee.
2.4. Measures
In vitro cytokine production by spleen cells

Spleens were removed aseptically and dissociated in RPMI 1640 culture medium (Gibco,
Glasgow, UK). Addition of 2 ml of lysis buffer (0.28 M NH,CI, 0.02 M KHCOs, 0.01 M
EDTA) for 1 minute eliminated red blood cells. After three washes, viable mononuclear cells
were counted using trypan blue dye exclusion, and adjusted to 2.10°cellsml in medium
containing 5% of heat-inactivated fetal calf serum and 1% antibiotic antimycotic solution
(Gibco). Spleen cell suspensions (4.10° cell/well) were added in 24-wells culture plates in a
final volume of 1 ml in presence of 13 pug/ml lipopolysaccharide from E. coli (LPS, O127:B8
serotype, Sigma) or 20 pg/ml tuberculin (purified tuberculin (PPD), 2 000 000 Ul/ml, Aventis
Pasteur, France). The sensitivity of splenocytes to corticosterone was tested by cultivating
cells (2,5.10°cell/well) in 96-wells culture plates in afinal volume of 250 pl in presence of 13
pg/ml LPS and increasing doses of corticosterone (Sigma). Corticosterone was diluted in
ethanol at 0.01% final. Culture plates were incubated at 37°C in 5% CO, atmosphere. After
72 hours, cell supernatants were harvested and frozen at —20°C until cytokine analysis.

Cytokine determinations

IL-10, IL-6 and IFN-g were measured after adequate dilutions using sandwich ELISAs (BD
Pharmingen). Intra and inter assay variability were 4% and 5% at 500 pg/ml for IL-10, 5%
and 9% at 150 pg/ml for IL-6, and 8% and 8% at 550 pg/ml for IFN-g. Assay ranges were
15.6 — 1000 pg/ml for IFN-gand IL-6, and 31.3 — 2000 pg/ml for IL-10.
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Fur condition score

As the immune consequences of SDR are suspected to be more pronounced in injured
animals, an arbitrary index for fur condition was used to evaluate the severity of injuries as
previously described [23]. The evaluation of the severity of injuries is more precise when the
score is assessed several hours after SDR than immediately at the end of the session. For this
reason, fur score was assessed juste before SDR sessions, from the second day of SDR (day
12) to the day after the last SDR session (day 18). Mice were attributed a score ranging from 1
to 4 by ablind observer. A score of 1 (fur well groomed and polished) or 1,5 (fur not so well
polished) was attributed to mice that did not show any skin injury. The next levels were
attributed to mice presenting scars. score 2 = a small number of marks or bristling on the fur
and score 3 = numerous marks. The level 4 corresponded to the presence of one or more
visible wounds, where the fur was obviously disrupted. A global score, resulting from the

average of the score for each stress session, was used for analysis.
2.5. Satistical analysis

Results were analyzed for the effect of the main factor (C or SDR) by analysis of variance,
using a repeated measures design for IL-6 production under increasing doses of CS. Fur score
was taken into account by using a covariance analysis. Adequate transformations (log10 or
square root) were used to homogenize the variances when necessary. The Tukey’s test was

used for post-hoc analysis.
3. RESULTS

Cytokine production by splenocytes stimulated by LPS or PPD is shown in Fig.1. In LPS
stimulated cultures Eig.1A), SDR increased the production of IL-6 by 20 % (p<0.01) and
those of 1L-10 by 21% (p<0.01) in comparison to controls. IFN-g production was not affected
(p>0.1). There was no difference in IL-6, IL-10 and IFN-g production in response to PPD
between control and stressed mice (Fig.1B).

SDR increased the number of skin injuries. SDR mice had higher fur score than C mice (2.32
+ 0.08 vs 1.13 £ 0.02). Covariance anaysis reveded that fur score did not influence the

production of cytokinesin response to LPS or PPD.
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CFU counts in the spleen of SDR and C mice are shown in Fig.2. The means of the two
groups did not differ (p>0.1). However, using fur score as a covariant variable revealed a
significant effect of fur score (p<0.01) and treatment (p<0.05) on CFU counts. Analysis per
group showed that the number of CFU was negatively correlated with the fur score in the
SDR group (correlation coefficient = -.33, p<0.05).

A second experiment was conduced to confirm the results of the first experiment, where
occurrence of injuries seemed to impair bacterial growth, and to determine whether the
sensitivity of spleen cells to corticosterone was decreased by SDR in BCG-infected mice. The
counts of CFU in the spleen of SDR and C mice are shown in Fig.3. The means of the two
groups did not differ (p>0.1). Grouping results from experiments 1 and 2 revealed that CFU
counts were similar in the two experiments (p>0.1). Fur score was increased in SDR mice in
comparison to C mice (1.96 + 0.08 vs 1.06 + 0.02). Grouping results from experiments 1 and
2 revealed that there was a significant effect of experiment (p<0.01). SDR mice were more
injured in experiment 1 than in experiment 2 (p<0.001) and the effect of fur score on CFU

counts was not significant in the second experiment (p>0.1).

Splenocyte sensitivity to CS in SDR and C mice previoudly infected with BCG is shown in
Fig.4. In the absence of corticosterone, IL-6 production was similar in C and SDR groups.
Addition of corticosterone decreased IL-6 production in a dose-dependent fashion (p<0.001)

but there was no difference in responsiveness to CS between C and SDR mice.

4. DISCUSSION

In the present study, we investigated the effect of six sessions of social defeat, applied eleven
days after infection, on the immune response to a BCG challenge. We demonstrated that
social defeat in BCG-infected mice induced alterations in their in vitro cytokine production in
response to LPS but did not modifie the sensitivity of spleen cells to corticosterone. SDR did
not affect the specific response to BCG, as shown by the production of cytokines in
tuberculin-stimulated cultures. Accordingly, SDR was unable to influence the mycobacterial

growth in vivo.

Splenocyte reactivity was assessed 8 days after the end of the SDR sessions in BCG-infected
mice. Our results show that SDR had long-lasting effects since the production of IL-6 and IL-

10 in LPS-stimulated cultures was increased in SDR mice. This effect was not generalized to
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all cytokines, since IFN-g production was not affected. In a qualitative point of view, these
results were similar to what was previously observed in non-infected mice [17,23] and
confirm the enhancing influence of SDR on IL-6 production {147,170}. However,
enhancement in IL-6 release seemed to be of a smaller extent 8 days after the stress than 1 day
after, as reported previously [17].

SDR reduces the sensitivity of spleen cells to corticosterone in Balb/c mice [23]. When
assessed one day after the end of SDR sessions, this effect can be easily detected by
measuring IL-6 production in supernatants of spleen cell cultured with increasing doses of
corticosterone. In the present experiment, a similar state of resistance to corticosterone was
expected in stressed mice. This was not the case. Though, the influence of SDR on
corticosterone sensitivity was less pronounced in this study than in other reports. The
deterioration of fur condition attested for intense fights during stress sessions, and invalidates
the possibility that the stress was not strong enough. Except the larger delay between the end
of the SDR sessions and immune measures, the other difference with previous studies using
SDR is that SDR was conduced on mice that have been infected by BCG for eleven days. It is
possible that the presence of the infection reduced the sensitivity of spleen cells to stress,
inhibiting the development of corticosterone resistance. Indeed the state of activation of
immune cells can modulate their sensitivity to stress hormones. For example, macrophages

respond differently to catecholamines whether they are resting or activated [24,25].

Further in vitro investigation revealed that splenocyte response to tuberculin was similar in
control and stressed groups. Whether SDR had transient effects on tuberculin-specific
response was not assessed in this study. However these results show that SDR did not have
long-term effects on acquired immunity against BCG. This is in accordance with the
hypothesis of a lack of effect of stress on antigen-specific response when it is applied after
priming. As hypothesized by Kusnecov and Rabin [8], this could result from a lower

sengitivity to stress hormones of activated and memory T-cells than naive cells.

Bacteria growth in the spleen was not affected by SDR. In experiment 1, anaysis of
covariance suggested that SDR could impair bacterial growth in mice that have been the most
severely injured. However this result was not replicated in the second experiment. Although
assessment of fur condition revealed that the two experiments differed in the intensity of
SDR, the result from the second experiment strongly suggests that the correlation with the fur

score in the first experiment was casual. Anyway, as mean CFU numbers were comparable in
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SDR and C mice in both experiments, it is possible to conclude that the effect of SDR, if it
exists, did not influence the BCG growth in a significant manner. Though, similar bacterid
growth in C and SDR mice was coherent with the lack of effect of SDR on tuberculin-specific
T-cells, and confirmed that SDR neither boost nor impaired the resistance to BCG.

Finally, this work showed that SDR induced long-lasting alterations in spleen cells functions
but did not affect the host resistance to BCG. These results support the hypothesis postulating
that stress does not affect antigen-specific response when it is applied after priming.
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chapitre : Influence du statut social sur laréactivité aun

stress social ou immunitaire.

Objectifs : Les études précedentes ont montré qu’ une perturbation de I’ environnement social
et particulierement la défaite sociale entrainent des réponses endocriniennes et immunitaires
importantes chez la souris. L’objectif de cette étude était de déterminer s I’ environnement
socia continue a influencer la réactivité endocrinienne et immunitaire lorsque la structure
sociale est stabilisée. Nous avons cherché a déterminer si, pour des souris méales logées en
groupe, les statuts de dominant, d’intermédiaire ou de dominé sont associés a une réactivité
endocrinienne et immunitaire particuliére en conditions basales, lors d'un stress social (SDR)

et lors d’'une stimulation immunitaire (une infection par le BCG).

Matériel et méthodes: Le statut social des souris au sein de chacune des cages a été évalué
par un test de compétition alimentaire. Dans une premiere expérience, les taux de cortisol
plasmatique, la prolifération des lymphocytes spléniques et leur production d’'IL-6, d’'IL-10 et
d’ IFN-gin vitro ont &é mesurés chez des animaux non dérangés et apres six sessions de SDR.
L’ état du pelage a été auss mesuré afin d’ évaluer I’intensité des blessures infligées lors du
stress. Dans une deuxiéme expérience, |'aptitude de chacune des catégories sociaes a
développer une réponse spécifique contre la bactérie BCG a été évaluée en mesurant la
production d’'IL-10 et d'IFN-gin vitro en réponse a la tuberculine et en comptant le nombre
de bactéries présentes dans la rate. Les mesures ont été effectuées chez des animaux non

infectés 21 et 94 jours apres infection.

Résultats : Dans le groupe témoin, les niveaux de corticostérone plasmatique sont plus élevés
chez les animaux de rang intermédiaire ou dominant que chez les dominés (Fig. 3 de I’ article).

En revanche, les variables immunitaires ne sont pas affectées par le rang social.

Dans le groupe subissant la défaite sociale, les niveaux de corticostérone plasmatique
augmentent de facon identique dans les trois catégories d’animaux Eig. 3 de I'article).
Cependant, les dominants présentent plus de blessures (Fig. 2 de I'article) et sont les seuls a
montrer un accroissement significatif de la prolifération des splénocytes apres le stress (Fig. 4
de I’article) en comparaison des dominés. La production de cytokines n’est pas affectée par le

Statut social.
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Vingt-et-un jours apres |’ infection par le BCG, la production d'IL-10 et d’IFN-g en réponse a
la tuberculine est d’autant plus grande que le statut social des animaux est élevé (Fig. 5 de
I"article). L’ influence du statut n’est plus visible 94 jours apres I’ infection. Par contre, aucune
différence entre les trois catégories d’animaux n’est observée au niveau de la croissance
bactérienne dans larate (tableau 1 de I’ article).

Conclusion:

(1) En réponse au stress de défaite sociale, le statut social a une valeur prédictive en ce qui
concerne |'importance des blessures infligées al’animal et I’ accroissement de la prolifération

lymphocytaire : les dominants semblent plus affectés que les animaux de rang inférieur.

(2) L’influence du statut social peut étre étendue a des stress de nature non sociale puisqu’il
affecte le développement de I'immunité spécifique anti-BCG. Ces différences, peut-étre dues
a une différence de cinétique lors du développement de I'immunité spécifique, ne sont

cependant pas associées a des différences de susceptibilité al’ infection.

b Dans un groupe stable, le rang social occupé par un individu module sa réactivité
endocrinienne et immunitaire. En particulier, les dominants semblent plus affectés que

lesintermédiaires et lesdominés par la défaite sociale.

108



RESULTATS - CHAPITRE 4

SOCIAL RANK ASSESSED IN A FOOD COMPETITION TEST

INFLUENCES REACTIVITY TO IMMUNE AND SOCIAL STRESSIN MICE.

Elodie Merlot, Elisabeth Moze, Alessandro Bartolomucci, Robert Dantzer and Pierre

J Neveu.

Neurobiologie Intégrative, INRA, Ingtitut Francois Magendie, rue Camille Saint-Saéns,
33077 Bordeaux, France.

Brain, Behavior, and Immunity, sous presse.

Correspondance: Elodie merlot, Tel.: +33.5.57.57.37.10. Fax: +33.5.56.98.90.29

E-mail: e odie.merlot@bordeaux.inserm.fr

109



RESULTATS - CHAPITRE 4

ABSTRACT

Socia position is a source of inter-individual variability in a large number of animal species.
The purpose of this study was to determine if individual differences observed at the
endocrine, and immune levels in mice can be partly explained by socia rank, in a stable
undisturbed group as well as in the context of stress. The influence of rank was assessed in
stable undisturbed groups, and in response to a socia (repeated defeat) and non socia (a
Camette Guerin bacilli (BCG) injection) challenges. Endocrine and immune correlates of
social rank were assessed by measuring plasma corticosterone levels, splenocyte proliferation

and cytokine production.

In undisturbed groups, plasma levels of corticosterone were lower in subordinate than in
intermediate and dominant mice. Splenocyte proliferation and in vitro cytokine production
were independent from social rank. In response to socia stress, corticosterone increased
similarly in every socia category. However, fighting-induced scars and increase in splenocyte
proliferation were more pronounced in dominant animals. In response to a BCG challenge,
socid rank influenced the in vitro production of 11-10 and IFN-g in response to tuberculin
during the acute phase of the infection but not at the end of the infection. However, these
observations were not correlated to spleen bacterial growth. These results indicate that a part
of individual differences in social but also in non-socia challenges are associated with

different social rank.

Keywords: socia rank; socia stress; susceptibility to infection; cytokines; corticosterone;
mice.
110



RESULTATS - CHAPITRE 4

1. INTRODUCTION

Individuals are not equal with regard to vulnerability to stress (Segerstrom et al., 2001) but
the factors involved in this heterogeneity remain to be clarified. The impact of a stressor
depends on the ability of the organism to cope with the situation. Several behavioral traits
such as aggressiveness (Benus et al., 1991; Fokkema et al., 1995; Van Loo et al., 2001),
coping styles (Koolhaas et al., 1999; Stowell et a., 2001, Geverink et al., 2002) and
behavioral lateralization (Neveu., 1996) influence behavioral, neuroendocrine and immune
responses to stress. Expressing the result of the interaction between social environment and
individual characteristics, socia rank could also be a pertinent predictor of inter-individual
variability in coping ability. Social rank integrates many features, including cognitive
capacities (Barnard and Luo., 2002), and neuroendocrine activity (Ely and Henry., 1978;
Schuhr., 1987; Haemisch et al., 1994). Social rank also accounts for differences in
susceptibility to various diseases (Ebbesen et a., 1991; Barnard et a., 1996; Smith et d.,
1996; Schuster and Schaub., 2001). However, the immune mechanisms responsible for these

differences remain unknown.

Socia context can influence the way an animal perceives and reacts to its environment. In
stable groups of adult mice, socia relationships can be assessed in different ways (Lindzey et
al., 1961; Benton et a., 1980; Drews., 1993). Usually definition of dominance is based on
territorial ownership and aggressiveness, and it uses tests based on the outcome of agonistic
encounters (Benton et al., 1980; Schuhr., 1987; Vekovishcheva et a., 2000). The definition of
dominance as a priority of access to a resource has led to use competition tests that do not
necessarily require agonistic interactions (Fredericson., 1950; Lindzey et a., 1961; Lee and
Craig., 1982). A method consists in confronting the animals of a group in a competitive
situation for a desirable object. A classification of cage-mates can be obtained by considering
al the possible dyads of animals in the group, and by determining in each dyad who had
priority of access to the resource. Such a method, using food as resource, has been used in
severa species including mice (Aubert., 2001), chicken (Lee and Craig., 1982) or pigs
(Hessing et d., 1994; de Jong et al., 2001). Data from literature suggest that food competition
test could be a pertinent way of dissociating animals of different coping styles. Indeed the
score obtained in this test has been reported to be correlated with several behavioral and
biological variables such as emotionality and spatial performances (Aubert., 2001), heart rate
response to stress (de Jong et al., 2001), and disease susceptibility (Hessing et a., 1994).
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The purpose of the present study was to determine if individual differences observed at the
endocrine and immune level in mice can be partly explained by the social rank assessed in a
food competition test, in a stable undisturbed group as well as in the context of stress. In this
study, endocrine and immune correlates of social rank were assessed by measuring plasma
corticosterone and immunoglobin, splenocyte proliferation, and cytokine production. The
influence of socia rank was first investigated in two social situations: (1) in a stable
undisturbed group, and (2) in the context of social stress. Socia disruption was used because
it strongly affects cytokine balance (Stark et al., 2001; Avitsur et al., 2002a). The influence of
social rank was aso investigated in a situation that a priori did not involve any socid
element, such as the response to a microbia challenge. Mice were challenged with Calmette-
Guérin Bacilli (BCG) and the course of infection and specific cytokine response to the

bacteria were followed for 94 days.
2. METHODS
2.1. Animals

Male BALB/c ByJ@lco mice were purchased from Charles River laboratories (St Germain
sur I’ Arbrede, France). They were 5-week old at arrival, and were randomly regrouped in
cages of five mice (23 x 16 cm), housed in a temperature controlled room (24 + 1°C) with a
12 h light cycle (lights on 13:00-1:00 h). They were given free access to food and water, and
were allowed to acclimate and establish a stable social hierarchy for 3 weeks.

2.2. Treatments
Experiment 1: Influence of social rank on reactivity to social disruption stress

Cages of mice were randomly assigned in control (C) or social disruption stress (SDR)
groups. Mice were tested for their rank in the food competition test over a one month period,
and were let undisturbed in their home-cage for ten days before the beginning of stress
treatments. Just before the first SDR session, animals were intraperitoneally injected with 100
ng keyhole-limpet hemocyanin (KLH, Sigma) in 0.5 ml saline, to assess antigen-specific
humoral response. Stress treatments were administered from day 1 to day 7, and animals were
sacrificed on day 8. Mice were housed with their four initial cage-mates during the all
experiment. Stressed animals (n=35) underwent six SDR sessions (3 days of stress, 1 day of
rest, 3 additional days of stress) as previously described (Stark et al., 2001). During each
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session, a hew older isolated aggressive male was introduced into the home cage of the five
cage-mates. SDR sessions lasted for two hours and took place between 13:00 and 16:00.
Behavior was observed directly, and the intruder was replaced if it did not attack or was
attacked by any of the residents. All residents showed submissive postures. Control mice

(n=30) remained undisturbed in their home cage.

Samples of approximately 50 pl of blood were collected from the retroorbital plexus for
corticosterone assay, as a measure of stress. The first sample occurred in basal conditions one
week before the beginning of the SDR procedure (at day —7) and the second one immediately
after the last SDR session (day 7). Blood samplings took place between 15:00 and 16:00.
Plasmas were frozen at —20°C until analysis. Animals were sacrificed between 9:00 and
10:30, eighteen hours after the last stress session. Trunk blood was collected for anti-KLH

immunoglobulin assay and spleens were removed for cytokine and cell proliferation assays.
Experiment 2: Influence of socia rank on reactivity to aBCG challenge

Groups of mice were tested for their rank in the food competition test over a one month
period, and were left undisturbed for two weeks before the injection of BCG. Mice were
sacrificed 21 days (n=35) or 94 days (n=30) after infection. They were housed with their
initial cage-mates during the all experiment and the mice from one cage were all sacrificed at
the same time. Animals were injected intravenously with 1.5 10° CFU of Calmette-Guérin
Bacilli (intradermic BCG vaccine, Aventis Pasteur SA, France) suspended in 200 pl saline.
The number of bacteria used for infection was confirmed by culturing dilutions of the vaccine
onto 7H11 agar plates (Difco). Balb/c is a sensible strain to BCG, and the mycobacterium can
grow in the animal for several weeks before being eliminated (Gros et al., 1981; Forget et al.,
1981). Preliminary experiments showed that Day 21 corresponded to a phase of exponential
bacterial growth in the spleen, when in vitro cytokine specific response against tuberculin was
just beginning. Day 94 corresponded to the latent phase of the infection, when specific
immunity against BCG was fully acquired. In parallel, control mice (n=18) were sacrificed 21
to 35 days after saline injection. These animals were regrouped in a group called “day 0”. Fur
state was checked regularly, as an indicator of general health and of social stability. Social
rank was tested again between the 5th and the 12th week of infection. This alowed to verify
that infection and ageing did not interfere with social hierarchy. Mice were sacrificed between
9:00 and 10:30 am., spleens were removed and were cut in two pieces for cytokine assay and

CFU count.
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2.3. Food competition test

The test implied a competition between cage-mates for a highly appetitive food pellet (a small
piece of vanilla cookie) after 12 hours of food deprivation. The group was transferred in the
test area several hours before the test for habituation to the new environment. The test was
performed through the analysis of dyadic encounters between cage mates in the test area,
while the other mice of the group remained in the home-cage. Each mouse was exposed to
four paired comparisons, so that it met al its cage-mates successively (Lee and Craig., 1982).
The test situation involves a motivationa conflict: the animal evaluates the cost / benefit ratio
between approaching the palatable food and avoiding potential aggression from the rival.
Dominance within a pair was assessed by the ratio of food handling by the protagonists.
Agonistic interactions occurred very rarely during the test. An index (X) ranging from 1 to 5
was calculated from the resultants of pair comparisons. X=(D-StN+1)/2, where D is the
number of individuals dominated by the subjects, S is the number of individuals which
supplanted the subject and N is the group size. The test was performed at least twice for each
cage in a 3-4 week period. The mean score of these sessions was used as the definitive index.
A given subject was considered as ‘dominant’ when X3 4 (i.e. monopolysing the pellet in all
or almost all encounters), and as ‘subordinate’ if X£2 (i.e. never or amost never gaining
access to the food pellet). Otherwise it was considered as ‘intermediate’ (i.e., approximately
equally winner or looser in the different encounters). Population repartition according to the
index is described in Fig. 1. Among the 26 groups tested, one that showed unstable test results
and high levels of aggression was excluded from the study. In experiment 2, the stability of
the rank in the food competition test was tested in groups that were kept until day 93. The

correlation between rank indexes before and during infection was 0.73 (p<0.001).
2.3. Biological determinations
Fur condition

An arbitrary index for fur condition inspired from Barnard and collaborators (1996) was used
to evaluate the intensity of fights each mouse underwent during the six SDR sessions.
Immediately after the SDR session, all mice were bristled. Preliminary observations showed
that the severity of injuries was better evaluated by scoring mice several hours after SDR,
when mice could have groomed. For this reason, fur score was assessed before SDR sessions

on days 2 to 7. Mice were attributed a score ranging from 1 to 4 by a blind observer. The four
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levels were: fur well groomed (1), marks or bristling on the fur (2), more numerous marks (3),
one or more obvious visible wounds or lack of hair (4). A global score, resulting from the

average of the score for each SDR session, was used for analysis.
Plasma corticosterone levels

Plasma corticosterone levels were measured following ethanol extraction by a
radiocompetitive binding assay using rhesus monkey transcortin, FH]corticosterone as the
tracer, and dextran-coated charcoal as the adsorbent of free radioactivity (Liege et al., 2000).
Inter- and intra-assay coefficients of variation were 14 and 7% respectively. Assay range was

7.8 — 1000 ng/ml. All samples were assayed in a single assay.
Cell proliferation assay

Spleens were removed aseptically and dissociated in RPMI 1640 culture medium (Gibco,
Glasgow, UK). Red blood cells were eliminated by addition of 2 ml of lysis buffer (0.28 M
NH4Cl, 0.02 M KHCO3, 0.01 M EDTA) for 1 minute. After three washes, viable mononuclear
cells were counted using trypan blue dye exclusion, and adjusted to 2.10"cell¥ml in medium
containing 5% of heat-inactivated fetal calf serum and 1% antibiotic antimycotic solution
(Gibco). Cells were cultured in triplicates (2.10°cell/well) in flat-bottom 96-wells plates in the
presence of 13 ng/ml of LPS in a fina volume of 150 ul. After 72 hours, 0.5 uCi/well of
[H®]thymidine (specific activity 5Ci/mmol, CEA, France) was added in a volume of 50 pl for
24 hours. Cells were collected on fiberglass strips using a multiple harvester, and radioactivity
determined in aliquid scintillation counter. The results were expressed in cpm.

In vitro cytokine production

Spleen cell suspensions (4.10°cell/well) were cultivated in 24-wells culture plates in a final
volume of 1 ml. For experiment 1, cells were cultivated in presence of 13 pg/ml of
lipopolysaccharide from E. Coli (LPS, O127:B8 serotype, Sigma). For experiment 2, they
were cultivated in presence of 20 pg/ml of tuberculin (purified tuberculin (PPD), 2 000 000
Ul/ml, Aventis Pasteur, France). Culture plates were incubated a 37°C in 5% CO;
atmosphere. After 72 hours of incubation, cell supernatants were harvested and frozen at —

20°C until cytokine analysis.
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Cytokines and anti-KLH antibody assays

Interleukin-10 (IL-10) as anti-inflammatory cytokine, and interleukin-6 (IL-6) and interferon
gamma (IFN-g) as pro-inflammatory cytokines, were measured after adequate dilutions using
sandwich ELISA (BD Pharmingen). For IFN-g, intra and inter assay variability were 8% at
550 pg/ml. For IL-10, intra assay variability was 4% and inter assay variability was 5% at 500
pa/ml. For IL-6, intra assay variability was 5% and inter assay variability was 9% at 150
pg/ml. Assay ranges were 15.6 — 1000 pg/ml for IFN-g and IL-6, and 31.3 — 2000 pg/ml for
IL-10.

Anti-KLH gamma immunoglobulins (IgG) were measured by direct ELISA (Sacerdote et al.,
2000). Mice sera were diluted 1:10, 1:25 and 1:50 in phosphate buffered saline/Tween.
Alkaline-phosphate-conjugated goat anti-mouse IgG (chain specific, Sigma) diluted 1:12000
in PBS/Tween was used as detection antibody. Colorimetric reaction was obtained after

adding p-nitrophenyl-phosphate substrate (ready to use, Sigma).
BCG growth

The growth of BCG was monitored by counting bacteria in the spleen. Half-spleens were
weighted and homogenized in 0.5 ml phosphate buffered saline (PBS). Homogenates were
plated in triplicates on Middlebrook 7 H11 agar (Difco) and incubated for 3 weeks at 37°C in
5% CO, atmosphere. The number of bacteria was estimated by counting colonies that grew on
the medium, assuming that a colony-forming unit (CFU) corresponds to one founder

bacterium. Results were expressed in CFU/g of spleen.
2.4. Satistical analysis

Results were analyzed by the General Linear Model procedure of SAS, using a split plot
model. Treatment effect (C vs SDR) was analyzed in relation to inter-cages variability. Social
rank and rank X treatment interaction were analyzed in relation to intra-cage variability.
Scheffe's test was used for post-hoc analysis. When interaction between two factors was
significant, data were analyzed separately for each factor level. Non significant factors were
removed from the model. Plasma corticosterone was analyzed first with repeated measure
ANOVA. As the effect of the repeated factor was significant, data were then anayzed
separately for each level of the factor of repetition, using the split plot model described above.
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Cytokines data (IL-10, IFN-g and IL-6), splenocyte proliferation and spleen CFU were

analyzed after alogo transformation to equalize variances.
3. RESULTS
3.1. Influence of social rank on neuroendocrine and immune responses to social disruption.

The effect of rank on fighting-induced scar was scored in the SDR group (Fig.2). There was
an effect of rank (F2,87)=5.3; p<0.01). Dominants had a fur score higher than subordinates

(p<0.01). In the control group, none of the mice was wounded (fur score 1.1 + 0.03).

Plasma levels of corticosterone (CS) were determined in two groups of animals. One group,
subjected to SDR, was bled 7 days before SDR and just after the last session of stress (day 7).
Undisturbed controls were bled at the same times. Repeated measures ANOVA revealed an
effect of day (F(1,53)= 6.2; p<0.05), a day x treatment interaction (F(1,53)= 35.1; p<0.001),
and a day x rank interaction (F(2,53)= 4.0; p<0.05). At day —7, there was a social rank effect
(F(2,58)=8.58; p<0.001). CS concentrations were lower in subordinates than in dominants and
intermediates (p<0.01). After SDR (day 7), there was an effect of SDR (F(1,58)=42.5;
p<0.001) and no rank effect. Analyzing C and SDR groups separately revealed that in control
animals, there was an effect of day (F(1,27)= 8.6, p<0.01; 28 + 5 ng/ml on day —7 and 10 £ 3
ng/ml on day 7) and an effect of rank (F(2,27)=4.0, p<0.05; 8 £ 2 ng/ml in subordinates, 24 +
5 ng/ml in intermediates and 26 + 6 ng/ml in dominants). In control animals, the effect of
socia rank was stable over time as there was no day x rank interaction. Figure 3 illustrates
plasma levels of CS in the SDR group. In this group, effect of time was significant
(F(1,26)=26.6; p<0.001). Plasma levels of CS were higher on day 7 than on day -7 (p<0.001).
At day -7, there was a rank effect (F(2,26)=4.3; p<0.05). Plasma levels of CS were lower in
subordinates as compared to dominants or intermediates (p<0.05). After SDR, there was no
rank effect any longer. The increase in plasma CS observed after SDR in comparison to day —
7 levels was significant only in subordinates (p<0.001) but not in intermediates and

dominants.

The possible influence of social rank on the immune consequences of SDR was studied using
various variables. Plasma levels of IgG anti-KLH antibodies were measured 7 days after
immunization. There was no SDR effect, no rank effect, and no SDR x rank interaction (mean

optical density at 405 nm 0.64 £ 0.4, at dilution 1/25). Splenocyte proliferation was measured
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Fig. 1. Repartition of mice according to their dominance index. Six to fifteen-weeks
old balb/c male housed in groups of five (n=195) were tested for their social rank
according to the food competition test, and were attributed a score ranging from 1 to
5. A mice can be characterized as subordinate, intermediate or dominant according to
his index, as shown in the figure above. This result was obtained by summing results
from several experiments.
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Fig. 2: Influence of social rank on fur score in the SDR group (experiment 1). Before
each SDR session, mice were attributed a mark ranging from 1 (well-groomed fur) to
4 (visible wounds). An average fur score was calculated for the all SDR period,
which reflects the intensity of fights that each animal underwent. Results are
expressed in fur score + sem. (** p<.01). Sub: subordinates, int: intermediates, dom:
dominants.
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Fig 3: Influence of social rank on plasma corticosterone (experiment 1) in
subordinate (n=10), intermediate (n=10) and dominant (n=10) mice of the SDR
group. Samples were collected one week before the beginning of SDR stress (day -7)
and just after the 6th SDR session (day 7). Results are expressed in ng/ml + sem. (*
p<.05; ** p<.01)
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4 days after LPS stimulation (Fig. 4). Analysis performed for each rank separately revealed an
effect of SDR in dominants (F(1,19)=5.27; p<0.05) but no effect in intermediates and
subordinates. Only the dominants showed a higher proliferation than controls. Cytokine levels
were measured in the surpernatant of LPS-stimulated spleen cells. For the production of 1FN-
g, there was a SDR effect (F(1,51)=4.5; p<0.05), but no rank effect and no SDR x rank
interaction. IFN-g levels were lower in the SDR group as compared to controls (4200+639
pa/ml vs 6878+806pg/ml). For the production of IL-6, there was a SDR effect (F(1,52)=10.0;
p<0.01), but no rank effect and SDR x rank interaction. Levels of IL-6 were increased in SDR
group as compared to controls (1629+166 pg/ml vs 96659 pg/ml). For IL-10, no effect of

SDR nor rank was observed.
3.2. Influence of social rank on response to a mycobacterial infection.

Production of IFN-g and IL-10 was measured in the supernatant of spleen cells stimulated
with PPD. For IL-10 (Fig. 5A), there was a day effect (F(2,64)=36.7; p<0.001) and a day X
rank interaction (F(4,64)=7.4; p<0.001). There was no rank effect in non-injected control
animas. On Day 21, production of IL-10 was higher in dominants as compared to
subordinates (p<0.01) or to intermediates (p<0.05). On Day 94, there was a rank effect
(F(2,28)=3.7; p<0.05), production of IL-10 tended to decrease when rank increased. For |FN-
g (Fig. 5B), there was a day effect (F(2,59)=83.0; p<0.001), a rank effect (F(2,59)=4.47,
p<0.05) and a day x rank interaction (F(4,59)=3.41; p<0.05). Concentrations of IFN-g
increased with time. There was no rank effect in non injected animals and on Day 93, but a
rank effect on Day 21 (F(2,19)=11.07; p<0.01). At this time, like for 1l-10, dominants
produced more IFN-g than intermediates (p<0.05) and subordinates (p<0.05), and
intermediates tended to produce more IFN-g than subordinates (p=0.09).

Mycobacterial infection was assessed by measuring the number of colony forming units
(CFU) in the spleen. As shown in Table 1, CFU number was higher at 21 than at day 94
(F(1,57)=5.5; p<0.05). However, there was no rank effect and day x rank interaction.

4. DISCUSSION

The results of the present experiments show that in basal conditions, the rank measured in the

food-competition test is associated with differences in plasma levels of corticosterone (CS)
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Fig4 : Influence of social rank on splenocyte proliferation (experiment 1) after
4 days of LPS stimulation in SDR (sub n=10, int n=10, dom n=10) and control
groups (sub n=8, int n=12, dom n=10). Results are expressed in cpm + sem. (*
p<.05)
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Fig. 5: PPD-induced in vitro IL-10 (A) and IFN-g (B) production 0 (control group, n=18), 21 (n=20) and 94 days (n=29) after infection with 103
CFU of BCG (experiment 2). Spleen cell were cultured in 20 pg/ml of PPD for 3 days. Supernatants were assayed by ELISA. Results are
expressed in pg/ml = sem. (*: p<0.05; #: p<0.1)
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and immunity. CS plasma levels were lower in subordinates than in dominants and
intermediates. Splenocyte proliferation and cytokine production in response to LPS or
tuberculin were not influenced by the rank. After social disruption stress, rank was related to
fighting-induced scaring, dominants having a higher fur score. Social rank did not have any
influence on the increase in plasma corticosterone levels, but influenced immune reactivity:
only dominants showed a SDR-induced increase in splenocyte proliferation. After a BCG
challenge, socia rank influenced the in vitro production of IL-10 and IFN-g in response to
tuberculin, but was not linked to the number of CFU in the spleen.

4.1. Influence of social rank on basal endocrine and immune activities

We observed a clear relation between social rank and plasma corticosterone levels in basal
conditions, with higher values in dominant mice and lower values in subordinate mice.
Usually, when a higher HPA axis activity was reported in subordinates (Raab et al., 1986;
Schuhr., 1987; Sachser and Lick., 1989; Fano et al., 2001), studies concerned situations where
hierarchy was still establishing but not yet stable. In opposition, when stable socia groups of
mice were studied, no differences between ranks were usually found (Ely and Henry., 1978;
Koyama and Kamimura., 2000; Van Loo et a., 2001). However, if we assume that the rank
assessed in the food competition test is related to dominance, several studies in stable socid
groups are in accordance with our results. Haemisch et al. (1994) found that in an enriched
environment, dominant mice had significantly higher CS levels than subdominants and
subordinates males. In the same study, plasma titers between ranks were not statistically
different in standard cages, but the profile of the three social categories was very similar to
what was observed here (CS levels of dominants and intermediates were similar, but higher
than those of subordinates). Significant differences between dominants and subordinates were
observed in the study of Sheridan et a. (2000). Finally Schuster and Schaub (2001) also
found that CS levels tended to increase when the rank increased, but this result was not
satistically significant. A simple hypothesis can explain the presence of lower CS levels in
subordinates than in dominants. When social organization becomes stable, frequency of
agonistic interactions decreases and plasma corticosterone returns to normal concentrations
(Ely and Henry., 1978; Fano et al., 2001). The stability confers predictability to each cage-
mate, and the situation becomes less stressful (Vekovishcheva et al., 2000), especialy for
subordinate animals that do not engage in competition for a higher socia rank. Intermediate

rank mice are also named “subdominant” or “subdominant active”, because they sometimes
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perform attacks against group members and contest the hierarchical organization (Haemisch
et a., 1994). The dominant must repeatedly patrol and threat subdominants to confirm its
dominance. Finally, in a stable group, the permanent vigilance of dominants to maintain
subdominants in their position could represent a stress that induces high levels of CS in these

two socia categories.

Cytokine production (11-10 and 1FN) was independent of social rank in control groups of both
experiments. Splenocyte proliferation and plasma 1gG were not affected by socia rank too.
These data suggest that the immune system is not significantly affected by social rank in basal

conditions.
4.2. Influence of social rank during social stress

In animals that underwent SDR stress, the intensity of fur injuries increased with socia rank.
Previous studies showed that dominant mice may be more aggressive and more active than
subordinates when facing an intruder (Blanchard et a., 1988; Haemisch et al., 1994). This
strategy could trigger in return aggression from the intruder, and therefore generate a greater
number of injuries. Because of their immobility, non-aggressive mice would be less often
attacked than the active and aggressive mice (Benus et al., 1991). Surprisingly, Avitsur et al.
(2001) found that subordinates were more wounded than the other mice during SDR stress. In
this study, animals that showed the more submissive postures during SDR were presumed to
be the subordinates but the rank of animals before SDR was not assessed. Methods used to

assess dominance were quite different to get definitive conclusions.

During an acute stress, subordinates usually have a higher HPA axis response than dominants
(Ely and Henry., 1978; Fokkema et a., 1988; Fokkema et a., 1995). In the present
experiment, we found that plasma CS levels were similar in al ranks after repeated stress
sessions. Preliminary experiments that did not take into account social rank showed that CS
response decreased between the first and the last SDR session (unpublished data), indicating
an habituation of the HPA axis to SDR. It is possible that some individua differences were
observable after the first SDR session, but disappeared after 6 repeated sessions because of
habituation. However as subordinates had lower basal CS levels but reached the same level as
individuals of the other ranks after stress, they globaly showed a higher amplitude of
reactivity to SDR than intermediates and dominants. This result should be in agreement with a

higher HPA axis reactivity to stress in subordinates than in dominants.
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In accordance with previous data, SDR stress increased in vitro LPS-induced IL-6 production
(Stark et al., 2002), which is one of the main cytokines mediating systemic inflammation. The
effect of SDR on the in vitro production of IFN-g (a promoter of macrophage activation) or
IL-10 (an inhibitor of macrophage functions) had not yet been studied. SDR decreased |FN-g
production and did not affect IL-10 levels, suggesting that SDR could affect macrophage
functions. Socia rank did not have any influence on stress-induced alterations in cytokine
production. However socia rank interfered with stress in splenocyte proliferation. Repeated
socia stress can induce an increase in splenocyte proliferation / viability (Bohus et al., 1993).
This could reflect variations in the proportion of different cell populations in the spleen.
Indeed, social stress can deeply modify the spleen cellular composition, reducing the
percentage of lymphocytes and increasing the proportion of monocytes (Stefanski and Engler,
1999; Avitsur et al., 2002b). Only dominant mice showed an increase in splenocyte
proliferation after SDR. In rats, effects of socia stress on immune blood cell counts and their
proliferation differed in defeated animals that displayed a lot of submissive postures and in
those that had moderate defensive behavioral elements (Stefanski, 1998). The present results
are comparable if it is assumed that dominants and subordinates probably did not show the
same behavioral responses to the intruder. One possible cause for the more pronounced
immune consequences of SDR stress in dominant mice is that socia defeat is differently
perceived by dominants as compared to subordinates. Indeed, our results can be compared to
those of Bartolomucci et a. (Bartolomucci et a., 2001), who used the procedure of
psychosocial stress, involving a daily confrontation between an intruder and a resident mouse
for 21 days. Only residents becoming subordinates showed a marked effect of stress on
immune parameters, while residents becoming dominant or intruders of both status were not
affected. According to the authors, resident subordinates perceived the event more negatively
and had a stronger immune impact than the others because they were the only animals that
loosed the territory ownership. The situation is comparable in the social disruption stress: all
the animals undergo threats and bits from the intruder, but dominants also lose their
hierarchical status.

In a conclusion, the rank assessed in the food competition test is an individual characteristic
that can influence the immune impact of social defeat. The stress was stronger in dominant
mice, probably because they perceived the defeat differently from lower ranking mice and
chose a different behavioral strategy in front of the intruder. The higher proliferation of

splenocytes and the CS-resistance observed in dominants may be related to the presence of
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wounds. This hypothesis is in agreement with the data of de Groot et al. (2002) who showed

that an impairment of immunity after socia stress occurs only in wounded mice.
4.3. Influence of social rank during a BCG infection

Usually, dominant mice were found to be more resistant than subordinates to viral (Ebbesen et
a., 1991), tumoral (Grimm et a., 1996) and parasitic (Schuster and Schaub., 2001)
challenges. The same results have been reported in other species like pig (Hessing et al.,
1994) or cynomolgus monkeys (Cohen et a., 2003). All of these challenges necessitate a Thl
immune response. On the contrary, when a Th2 response is required, for example during an
infection by the parasite Babesia microti, subordinate mice have lower parasitic load than
dominants (Barnard et al., 1993; Smith et al., 1996). To test the hypothesis that social
dominance is associated with a Thl profile, mice were infected with BCG, which requires a
Thl response. We studied the production of two important cytokines in the response to BCG.
IFN-gis one of the mgjor Thl cytokines of the anti-BCG response. Non-infected macrophages
and T lymphocytes produce IFN-g that activates infected macrophages allowing them to kill
the bacteria. IL-10 is a Th2 cytokine, which inhibits Thl response and macrophage activation
in mycobacterium-infected subjects (Orme et al., 1993; Murray and Y oung., 1999; Flynn and
Chan., 2001). We showed that on day 21, when specific immunity against BCG is till
developing, dominant mice produced more IFN-g than mice from the other ranks in response
to tuberculin, but aso more 11-10. Finally dominants did not show a shift toward a Thl profile
in comparison to subordinates. This result is in accordance with the lack of a lower bacterial
load in dominants. On day 94, there was only a small difference in IL-10 production between
subordinates and dominants, and their production of IFN-g was the same. It is hence possible
that differences between ranks at day 21 were due to differences in the time course of
acquisition of specific immunity against BCG. During the acute phase of infection, dominants
could develop a specific response more rapidly than subordinates, but when infection
becomes chronic, the differences between ranks would disappear.

CONCLUSION

The results of the present study show that socia rank is related to behavioral, immune and
endocrine differences in inbred balb/c mice. Social rank was linked with corticosterone status

in basal conditions, but the occurrence of stress smoothed out rank differences. Under social
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stress, rank had a predictive value for the intensity of skin injuries and the enhancement of
splenocyte proliferation. The influence of socia rank can be extended to non-socid
challenges, as production of cytokine against BCG was different in dominants and in
subordinates. However, immune differences between ranks did not result in affectation of the
time course of the infection. These results indicate that a part of the non-genetically
determined individual differences in socia but also in non-socia challenges are associated

with different socia rank.
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chapitre : Importance des combats sur |es conséquences

Immunitaires de la défaite sociale.

Objectifs: Les résultats du chapitre précédent suggerent que les conséguences de la défaite
sociale peuvent différer selon que I’animal occupe un statut de dominant ou de dominé dans
son groupe avant le stress. En particulier, les dominants semblent étre plus blessés. L’ objectif
de cette éude était donc de déterminer s les combats et les blessures sont un facteur
déterminant dans les conséquences immunitaires de la défaite sociale. Pour cela, deux
procédures de défaite sociale ont été utilisées, I’une induisant des combats et des blessures
(groupe SDR), la seconde empéchant |’escalade des combats en séparant rapidement les

animaux (groupe MSS).

Matériel et méthodes: La procédure de stress sans blessures est similaire a celle du SDR en
terme de durée et de répétition. De la méme facon, un nouveau mée agressif est introduit
pendant deux heures dans la cage des animaux résidents a chaque session de stress (jours 1 a
7). Cependant, des que tous les résidents ont montré des postures de soumission face a
I"intrus, celui-ci est déposé dans une petite cage incluse dans la cage des résidents. Cette
séparation permet d'éviter les combats mais maintient un contact olfactif et visuel entre les
résidents et I’ agresseur jusgu’ alafin de la session. L’ état de détérioration du pelage a été noté
chaque jour dans chacun des trois groupes (SDR, MSS et témoin) afin de confirmer que le
MSS induit peu de blessures. Les niveaux de corticostérone et d'IL-6 plasmatique
immédiatement apres la premiére (J1) et la derniere (J7) session de stress ont éé comparés
afin d’évaluer la réponse aigué au stress. La production d’'IL-6, d'IL-10 et d'IFN-g par les

splénocytes stimulé au LPS a été mesurée en présence de doses croissantes de corticostérone.

Résultats: La note de pelage, plus basse dans le groupe MSS que dans le groupe SDR,
confirme gue la procédure MSS empéche efficacement la survenue de blessures importantes
(Fig.1 de I’ article).

MSS et SDR induisent tous deux une augmentation similaire de la corticostérone plasmatique.
L’augmentation de la corticostérone plasmatique en réponse a la défaite diminue entre la

premiere et la derniere session de stress (Fig. 2 de I'article). Les deux procédures de stress

induisent également une augmentation de I'lL-6 plasmatique au jour 1, les niveaux d'IL-6
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étant quatre fois plus éevés dans le groupe SDR que dans le groupe MSS. Apres la derniére
session de stress, seul le groupe SDR présente encore une éévation significative d'I1L-6 (Fig.
3 del’article).

La capacité des splénocytes a produire de I'lIL-6, de I'IL-10 et de I'lFN-g ains que leur

sensibilité aux glucocorticoides ne sont affectés que par le SDR (Fig. 4 de |’ article). En accord

avec les résultats des chapitres précédents, le SDR augmente la production d’IL-6 et diminue

la sensibilité des splénocytes a la corticostérone.
Conclusion:

(1) L’ augmentation comparable de la corticostérone dans les groupes MSS et SDR ne permet
pas de mettre en évidence une différence d’intensité du stress « psychologique ». Cependant,
I’augmentation plus importante d'IL-6 dans le groupe SDR suggére que les deux stress ne

sont pas percus de fagcon similaire par les animaux.

(2) L’absence d'effet du MSS sur les cultures de splénocytes met en évidence le fait que
I’effet pro-inflammatoire de la défaite sociale apparait quand celle-ci est associée a des
combats. Ces différences entre un stress avec ou sans combats peuvent avoir deux causes:
soit la présence de blessures et |a forte activité physique induisent une plus forte activation
neuroendocrinienne qui se répercute ensuite sur le systéme immunitaire, soit les blessures
activent de facon directe le systéme immunitaire, générant ains les effets observés. Cette

étude ne permet pas de déterminer I'importance relative de ces facteurs.

P Lors d'un stress social, I'apparition d’'un état pro-inflammatoire dans la rate est
induit par un stress induisant des combats et des blessures mais pas par un stress

limitant cesderniers.
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Abstract

Social defeat involves a clear physical component in the form of fight-induced injuries. The impact of body injuries on the immune
response is not yet well known. In this study we compared the endocrine and immune responses to two types of social defeat in mice, one
limiting the occurrence of skin injuries (mild social stress, MSS), and the other not (social disruption stress, SDR). In the two situations, six
defeats were applied within 1 week. Plasma corticosterone and IL-6 levels were measured in blood samples taken after social defeat. Reactivity
to LPS and sensitivity to corticosterone (CS) of spleen cells was assessed by measuring the in vitro production of cytokines (IL-6, IFN-y and
IL-10) in response to LPS under a range of increasing concentrations of CS. The two types of stressors induced a similar plasma corticosterone
response, but SDR mice showed significantly higher plasma IL-6 than MSS mice. Splenocytes from SDR but not from MSS mice produced
more IL-6 and IL-10 in response to LPS and presented an altered responsiveness to CS in comparison to control mice.

We conclude that the procedure involving fights and skin injuries was able to modulate the immune response in the spleen, whereas the
procedure preventing the occurrence of fights did not. The increased immune reactivity observed in the fight-associated procedure could result

from either a stronger psychological stress or a direct immune activation through the wounds.

© 2003 Elsevier Inc. All rights reserved.
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1. Introduction

Among the wide range of stress procedures commonly
used in laboratory animals, many have little heuristic value
because they are not related to the environmental challenges
an animal can meet in its everyday life [1]. To answer this
criticism, social stress has been extensively studied during
the last years as a more naturalistic stressor [2—5]. Social
stress can either enhance or suppress immune functions,
depending on the stress procedure. Aggressive encounters
were found to be associated with decreased splenocyte
proliferation [6—8], natural killer cytotoxicity [9] and
primary immunoglobulin response [10—12]. However, in
other studies social stress did not affect these immune
responses [11—13]. Social stress was even reported to
enhance lymphocyte responsiveness [10]. The same contra-
dicting results were found concerning the ability of immune
cells to produce cytokines. Social defeat can suppress

* Corresponding author. Tel.: +33-5-57-57-37-10; fax: +33-5-56-98-
90-29.
E-mail address: elodie.merlot@bordeaux.inserm.fr (E. Merlot).
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[7,14,15] or stimulate [16—18] cytokine production. Fur-
thermore, social defeat can induce a state of resistance to
the inhibitory action of glucocorticoids that favors the
production of inflammatory cytokines [17,19,20]. This
impairment of sensitivity to glucocorticoids leads to an
excessive response of the immune system to inflammatory
stimuli.

These contradicting results could be explained by the
diversity of stress situations that have been used. First, the
responses to a social challenge are highly dependent on the
outcome of the interaction. The behavioral [7], endocrine [21]
and immune [22,23] consequences of social interactions are
usually stronger for the losers than for the winners. Among
situations of social defeat, several procedures can be used,
from a single exposure to defeat [14,24], to repeated social
defeat [10,25], repeated defeat with maintained sensory
contact [7,22], and long-term cohabitation [6]. All these
procedures differ both in the nature and in the severity of
stress [2]. They all involve a psychological component in the
form of the loss of social control, but they differ in the
duration and the frequency of the stress (acute, repeated or
chronic). Social defeat also involves a clear physical compo-
nent related to fight-induced injuries, which can be more or
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less important depending on the model of stress. However,
the contribution of body injuries is not yet well known.

In the present experiments, we investigated the influence
of skin injuries on the physiological response to social
defeat in mice. For this purpose, we used two situations
of repeated social defeat that were similar in terms of
repetition and duration of the stress. In one situation,
physical injuries were limited by rapidly separating the
aggressor from defeated animals by a grid. In the second
one, animals were not protected against fighting. Plasma
levels of corticosterone and IL-6 were assessed since they
are commonly used as measures of stress response. Reac-
tivity of the innate system and its sensitivity to corticoste-
rone inhibition were assessed by measuring the in vitro
production of cytokines (IL-6, IFN-y and IL-10) by splenic
cells in response to LPS under a range of increasing
concentrations of corticosterone.

2. Methods
2.1. Animals

Experimental animals were male BALB/c ByJ@Ico
mice received from Charles River Laboratories (St Germain
sur I’Arbresle, France). They were 5-week old at arrival,
and were randomly assigned in groups of four, housed in a
temperature-controlled room (24 + 1°C) with a 12-h light
cycle (lights on 13:00—1:00 h). They were given free
access to food and water, and were allowed to acclimate
for 3 weeks before experiment. The mice used as aggres-
sive intruders were 6-month old individually housed CDI
mice.

2.2. General procedures

Mice were randomly assigned to three different treatment
groups labeled control (C, n=12), social disruption stress
(SDR, n=12) or mild social stress (MSS, n=12). SDR
animals underwent six SDR sessions (3 days of stress, 1 day
of rest, three additional days of stress) from Days 1 to 7 as
previously described [17]. In each SDR session, a new older
isolated aggressive male was introduced into the home cage
of the four group-housed mice for 2 h (beginning between
13:00 and 14:00 h). Behavior was observed directly, and the
intruder was replaced if he did not attack or if he was
attacked by any of the residents. All residents showed
submissive postures. MSS animals underwent 6 stress
sessions at the same time and for the same duration as
SDR animals. As in the SDR procedure, at each session, a
new older isolated aggressive male was introduced into the
home cage of the residents. Immediately after all residents
had been attacked at least once and showed submissive
postures (usually less than 5 min after the beginning of the
procedure), the intruder was separated from residents by
placing it into a small grid cage inside the home cage of the

residents. This system allowed visual, olfactory and limited
physical contact between animals but prevented fights.
Control mice remained undisturbed in their home cage.
The fur state of the three groups was scored before each
stress session. Mice were weighed on Days — 1, 4 and 7.
Samples of approximately 50 pl of blood were collected
from the retroorbital plexus for IL-6 and corticosterone
assays. The first blood sampling occurred immediately after
the first stress session (Day 1) and the second one immedi-
ately after the last session (Day 7). Blood samplings
occurred between 15:00 and 16:00 h. Plasmas were frozen
at — 20 °C until analysis. Animals were sacrificed between
9:00 and 10:30, 18 h after the last stress session. Trunk
blood was collected and spleens were removed for studying
in vitro production of cytokines and corticosterone sensitiv-
ity of splenocytes. The protocol was approved by the local
animal care committee.

2.3. Biological measures

An arbitrary index for fur condition derived from
Barnard et al. [26] was used to evaluate the severity of
injuries. Before each session, mice were attributed a score
ranging from 1 to 4. A score of 1 (fur well groomed and
polished) or 1.5 (fur not so well polished) was attributed
to mice that did not show any skin injury. The next levels
were attributed to mice presenting scars: score 2=a small
number of marks or bristling on the fur and score
3 =numerous marks. The level 4 corresponded to the
presence of one or more visible wounds, where the fur
was obviously disrupted. A global score, resulting from
the average of the score for each stress session, was used
for analysis.

Plasma corticosterone concentration was measured fol-
lowing ethanol extraction by a radiocompetitive binding
assay using rhesus monkey transcortin, [*H]corticosterone
as the tracer, and dextran-coated charcoal as the adsorbent of
free radioactivity [27]. Inter- and intraassay coefficients of
variation were 14% and 7%, respectively.

Spleen cells responses to LPS and to corticosterone were
assessed in vitro. Spleens were removed aseptically and
dissociated in RPMI 1640 culture medium (Gibco, Glasgow,
UK). Addition of 2 ml of lysis buffer (0.28 M NH,4Cl, 0.02 M
KHCOs3, 0.01 M EDTA) for 1 min eliminated red blood cells.
After three washes, viable mononuclear cells were counted
using trypan blue dye exclusion, and adjusted to 4.10 cells/
ml in medium containing 5% of heat-inactivated fetal calf
serum and 1% antibiotic antimycotic solution (Gibco). Cell
suspensions (4.10° cell/well) were cultivated in 24-wells
culture plates in a final volume of 1 ml in presence of 13
pg/ml of lipopolysaccharide (LPS, O127:B8 serotype, Sig-
ma). The sensitivity of splenocytes to inhibition by cortico-
sterone was tested by adding 0, 0.05, 0.1 or 1 uM of
corticosterone (Sigma) per well. Corticosterone was diluted
in ethanol at 0.01% final. Culture plates were incubated at 37
°C in 5% CO, atmosphere. After 72 h of incubation, cell
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supernatants were harvested and frozen at —20 °C until
cytokine analysis.

Interleukin -10 (IL-10), as an antiinflammatory cytokine,
and interferon gamma (IFN-vy), as proinflammatory cyto-
kine, were measured after adequate dilutions using sand-
wich ELISA sets from BD Pharmingen. As IL-6 was shown
to be a good marker for assessment of corticosterone
resistance [17], it was also measured in cell supernatants.
For IFN-v, intra- and interassay variability were 8% at 550
pg/ml. For IL-10, intra assay variability was 4% and inter
assay variability was 5% at 500 pg/ml. For IL-6, intra assay
variability was 5% and inter assay variability was 9% at
150 pg/ml.

2.4. Statistical analysis

Results were analyzed for the effect of the main factor
(C, MSS or SDR) with a one-way ANOVA, except for
plasma corticosterone levels of which the distribution did
not follow a normal curve and were analyzed by Kruskal—
Wallis analysis of variance. Cytokines data (IL-10, IFN-y
and IL-6) were analyzed after a log;, transformation to
homogenize the variances. Plasma IL-6 and cytokine
sensitivity to corticosterone were analyzed first with re-
peated measure ANOVA. As the effect of the repeated
factor was significant (effect of day of sampling for plasma
measures and effect of corticosterone dose for cytokine
production), data were then analyzed separately for each
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Fig. 1. Effect of stress on the state of fur. Data are presented as fur score
means = S.E.M. Fur score evolution from Day 2 (before the second stress
session) to Day 7 (before the last stress session) (A) and global mean fur score
for the all stress procedure (B) are presented. Stars above bars indicate groups
significantly different from the control group. *** P<.001.
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Fig. 2. Plasma corticosterone response just after the first (Day 1) and the last
(Day 7) stress sessions. Data are presented as mean + S.E.M. Stars above
bars indicate groups significantly different from the control group.
*** P<.001, ** P<.01.

factor level. The Tukey’s test was used for post hoc
analysis.

3. Results

The lack of important skin injuries in the MSS group as
compared to SDR group is illustrated in Fig. 1. Fur score was
affected by treatment [ F(2,32)=89.3, P<.001]. MSS mice
had a fur score significantly higher than those in the control
group (P <.001). However, the mean score of 1.5 reflects the
fact that MSS animals never had a score higher than 2, and
confirm that this stress procedure induced only scarce and
superficial skin damages. The injuries were much more
pronounced in the SDR group in comparison to MSS
(P<.001) and C (P<.001) groups. The mean score of 2.4
reflects the fact that SDR animals underwent skin injuries
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Fig. 3. Plasma IL-6 response just after the first (Day 1) and the last (Day 7)
stress sessions. Data are presented as mean + S.EM. *** P<.001,
**P<.01, *P<.05.
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several times during the repeated stress sessions (scores
higher than 2). However, MSS and SDR did not affect the
weight of the animals neither on Day 4 [ F(2,33)=0.66,
P=.52] nor on Day 7 [ F(2,33)=0.06, P=.94].

Plasma levels of corticosterone (CS) were determined just
after the first (Day 1) and the last (Day 7) stress sessions (Fig.
2). After the first session, CS levels were affected by
treatment [H(2,36)=18.0, P<.001]. Both MSS (P<.01)
and SDR (P<.001) mice showed increased CS levels in
comparison to control group. The amplitude of the CS
response was similar in the two stressed groups. CS levels
were still affected after the sixth stress session [H(2,35)=
16.0, P<.001], but to a lesser extent than on Day 1
(P<.001). CS levels were increased in SDR group in
comparison to control group (P<.001). MSS levels were
not statistically different from C and SDR groups. According
to CS levels observed after the last stress session, animals of
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the MSS group could be divided into nonresponders (2 + 1
ng/ml, n=6) and responders (76 & 20 ng/ml, n=06). In non-
responders (NR), CS levels were similar to those of controls
but lower as compared to responders (R) and SDR mice
(P<.001). In responders, CS levels were similar to those of
SDR mice. Nonresponders and responders also differed
according to fur score (NR median: 1.3, R median: 1.5,
P<.01). However, CS levels were similar in responders
and nonresponders after the first stress session.

Treatments modified circulating levels of IL-6 [ F(2,33)=
51.2, P<.001, Fig. 3]. After the first stress session, MSS
(P<.05) and SDR (P<.001) mice showed increased 1L-6
levels in comparison to control. The increase of IL-6 was
higher in the SDR group than in the MSS group (P <.05).
After the sixth stress session, only SDR mice still showed an
IL-6 response to stress (P <.001). MSS mice had the same
IL-6 level as control mice. The increase in IL-6 was less
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Fig. 4. Effect of MSS and SDR on the development of corticosterone resistance. Altered sensitivity of splenocytes to corticosterone inhibition was assessed by
measuring in vitro IL-6, IFN-y and IL-10 production in response to LPS in the presence of increasing doses of corticosterone. Data are expressed in pg/ml as
mean = S.E.M. (A) and in percent of the production at 0 pM of corticosterone = S.E.M. (B). *** P<.001, ** P<.01, * P<.05.
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pronounced on the last day than on the first one in the SDR
group (P<.01) and totally suppressed in the MSS group
(P<.001). Plasma IL-6 was undetectable in the three groups
on Day 8.

To assess whether splenic cells from the two groups of
stressed animals showed impaired responsiveness to LPS,
cells from control, MSS and SDR animals were cultured
with LPS. Supernatants were assayed for their cytokine
content. After LPS stimulation without corticosterone (Fig.
4A), IL-6 production was influenced by stress procedures
[F(2,30)= 13.9, P<.001]. Splenocytes from SDR mice
produced 37% more IL-6 than C mice (P <.05). Levels of
MSS mice were intermediate and did not differ neither
from C nor from SDR mice. IL-10 production was also
influenced by stress [F(2,31)=8.2, P<.01]. Splenocytes
from SDR mice produced more IL-10 than C mice
(P<.01) and MSS mice (P<.05). IL-10 levels in MSS
group did not differ from C group. IFN-y production did
not differ between C, SDR and MSS groups [F(2,31)=
0.53, P=59].

To test whether splenic cells from the two groups of
stressed animals showed impaired responsiveness to corti-
costerone, cells were cultured with LPS and increasing
concentrations of corticosterone (Fig. 4A). Addition of
corticosterone decreased IL-6 production in a dose-depen-
dant fashion in the three groups of mice [£(3,90)=499,
P<.001]. Splenocytes from SDR mice produced more IL-6
in comparison to control when cultured at 0.05 pM (P <.01),
0.1 uM (P<.001) and 1 pM (P<.05) of corticosterone.
Splenocytes from MSS mice did not differ from control. The
resistance of splenocytes to the inhibiting effect of cortico-
sterone can be expressed as the percent of cytokine produc-
tion in corticosterone-treated cultures compared with
untreated cultures (Fig. 4B). At concentrations of 0.05 and
0.1 uM, cells from SDR mice showed a lower sensitivity to
corticosterone than C and MSS cells (P<.01). For IFN-y
production, a very similar pattern was observed: the inhib-
itory effect of CS on IFN-vy production was less pronounced
in splenocytes from SDR than from C group at 0.05 pM
(P<.05) and 0.1 pM (P<.05) of corticosterone. Spleno-
cytes from MSS mice had a similar responsiveness as
controls. When results were expressed as the percentage of
inhibition, cells from SDR mice appeared to be less sensitive
to CS than those from C and MSS mice at concentrations of
0.05uM (P<.001),0.1 pM (P<.01)and 1 pM (P <.05). To
test if the resistance to corticosterone was only specific to
inflammatory cytokines, supernatant IL-10 contents were
measured. Corticosterone decreased IL-10 production in
the three groups of mice [ F(3,93)=649, P<.001]. Spleno-
cytes from SDR mice produced more IL-10 in comparison to
control when cultured at 0.05 pM (P <.05), 0.1 upM (P <.01)
and 1 pM (P=.09) of corticosterone. Splenocytes from MSS
mice did not differ from control. Expression of the results in
percent of production in untreated cultures shows that IL-10
production was not resistant to corticosterone inhibition in
SDR group.

4. Discussion

The aim of this study was to compare the responses to two
types of social defeat, one limiting the occurrence of skin
injuries (MSS), and the other not (SDR). The two procedures
induced different endocrine and immune responses. After the
first stress session, MSS mice had a similar plasma cortico-
sterone but a lower plasma IL-6 response than SDR mice.
After the sixth stress session, MSS mice did not show any
plasma IL-6 increase, while SDR group still did. Splenocytes
from SDR mice produced more IL-6 and IL-10 in response to
LPS and presented a lower sensitivity to CS, while spleno-
cytes from MSS mice did not differ from those of C mice for
the same variables.

SDR is a clearly inescapable stress, where animals cannot
avoid the aggression by the intruder. On the contrary, in the
MSS situation, animals can avoid aggressive interactions by
staying far away from the intruder enclosure. The higher
score of fur deterioration in SDR in comparison to MSS
group indicates that the severity of fights was stronger in the
SDR group. Nevertheless, MSS and SDR induced similar CS
responses on Day 1. The reduction in CS response on Day 7
compared to Day 1 in both groups indicates that mice
habituated to both stressors. However, in the MSS group,
half of the animals showed CS levels similar to controls after
the sixth stress session whereas in the other half, levels were
similar to those of the SDR group. The occurrence of bites
may have increased the emotional response to stress, and
slowed the process of habituation. Indeed MSS mice that still
showed increased CS levels on Day 7 had higher deteriora-
tion fur score than nonresponders. However, the amplitude
of the CS increase is not proportional to the severity of
injuries, since the CS increase was similar in responders to
MSS and in SDR mice.

MSS and SDR groups could be easily distinguished
according to their plasma IL-6 levels. Plasma IL-6 responses
were higher in SDR mice than in MSS mice on Days 1 and 7.
This finding could point toward a role for skin injuries in
plasma IL-6 induction. However, several arguments suggest
that IL-6 was not due to a wound-associated inflammation
but was a part of the acute response to the psychological
stress of defeat. First, plasma IL-6 rose immediately after the
first stress session. At this time, injuries induced by SDR
were very rare and it is unlikely that they could have induced
an inflammatory response measurable at a systemic level so
rapidly. Secondly, as the fur state dramatically deteriorated
between the first and the last SDR session, plasma IL-6
concentrations should have been higher on Day 6 than on
Day 1.

Augmentation of plasma IL-6 levels can be observed after
open-field stress [28], restraint [29—35] or conditioned aver-
sive stress [30]. This response is quite similar to those of
corticosterone in terms of kinetics but it is observed only for a
stronger stimulus [30]. The plasma IL-6 response increases
with the intensity [30] and duration [28,34] of the stressor.
The mechanisms of induction of plasma IL-6 after psycho-
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logical stress still remain to be clarified. IL-6 does not seem to
have an immune origin: there is no correlation of plasma IL-6
levels with IL-6 mRNA levels in the spleen [31] or in vitro
IL-6 production by peripheral blood leukocytes or spleno-
cytes [30]. It has been proposed that the liver or adrenals were
the main sources of stress-induced IL-6 [30], but endothelial,
muscular and adipose cells can also release significant
amounts of IL-6 in the blood [31-34,36—39]. In any case,
the increase in plasma IL-6 seem to result from sympathetic
activation [32,36,37]. Though, the higher levels of plasma
IL-6 in SDR in comparison to MSS group could be due to a
higher sympathetic activity, resulting from a stronger emo-
tional response to stress or a stronger fight-induced physical
activity in SDR group.

In vitro cytokine production by lymphocytes is usually
inhibited by stressors such as restraint [40—43] or mild foot
shocks [44], whereas cytokine production by cells from the
innate system is stimulated [45]. Similarly, during situations
of social stress, the cytokine production by splenic cells is
decreased in response to T-cell mitogens [7] and increased
in response to LPS [14—18]. In the present study, SDR also
increased in vitro cytokine production in response to LPS
[46] but MSS did not. These differences in cytokine
production between MSS and SDR can be explained by
differences in the level of psychological stress and the
severity of skin injuries. However, in the present study,
CS responses were quite similar in SDR and MSS mice, and
only plasma IL-6 allowed to suspect that the neuroendocrine
activation, and probably the psychological stress, were
stronger in the SDR procedure. Wounds have been shown
to contribute to the modulation of cytokine production by T-
cells during social stress [15]. In the case of a stress
associated with severe wounds, the classical activation of
the sympathetic system and the hypothalamo—hypophyso—
adrenal axis could be associated with a direct activation of
the immune system by the injuries. Pretreatment with very
low doses of pathogen associated molecular patterns such as
LPS have been shown to enhance subsequent in vitro
proinflammatory cytokine production by mouse macro-
phages [47]. This could be one possible explanatory mech-
anism for what is observed in wounded socially stressed
animals. Indeed some microbial agents, entering the body at
the level of wounds, may reach the spleen via blood
circulation and sensitize splenic cells to a subsequent LPS
stimulation.

Resistance to corticosterone was observed for the pro-
duction of IL-6 and IFN-y production but not of IL-10,
suggesting that the effect of corticosterone resistance was
specific to inflammatory cytokines. It has been shown that
corticosterone resistance developed only among subjects
that were wounded during SDR [48]. In the present exper-
iment, it was not possible to dissociate two categories of
individuals according to their wound status because all SDR
mice were wounded. However, the fact that SDR but not
MSS induced corticosterone resistance reinforce the hypoth-
esis that skin injuries are involved in CS resistance either by

increasing the emotional response or by directly activating
immune cells through the wounds. Other studies in rodents
showed that resistance of immune cells to the suppressive
effect of glucocorticoids can be observed after both escap-
able and inescapable foot shocks [20], fights among con-
specifics [19,48,49] but not after noise stress [50] or
restraint [51]. This suggests that the appearance of resistance
to glucocorticoids is linked with somatic blows that can
induce a local or systemic inflammatory response.

In this study, two procedures of social defeat led to
different consequences on the immune system, showing that
immune consequences of a procedure of social defeat
cannot be easily extrapolated. There seem to be a qualitative
shift between situations involving or not direct fights. The
procedure involving fights and skin injuries was able to
stimulate cytokine production by splenic cells and to induce
resistance to corticosterone in these cells, whereas the
procedure preventing fights did not. The increased immune
reactivity observed in the fight-associated procedure could
result from either a stronger psychological stress or a direct
immune activation through the wounds.
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chapitre : Effet d un prétraitement par le LPS sur les

réponses endocriniennes et immunes a un stress de contention.

Objectifs: Les résultats présentés au chapitre 2, ains que ceux de la littérature laissaient
penser que le SDR est capable de modifier le fonctionnement du systéme immunitaire en
réponse a une infection par le BCG. Au chapitre 3, le SDR a été appliqué a des animaux
infectés depuis 11 jours, dont le systeme immunitaire éait d§a activé pour faire face a
I"infection. Les résultats montrent que le SDR n’ affecte pas la résistance a la bactérie. Cette
absence d'effet peut étre due au fait que I’ activation préalable du systeme immunitaire par le

BCG adiminué la sensibilité des cellules immunitaires au stress.

Afin de tester I"hypothése selon laguelle une activation préalable du systéme immunitaire
réduit sa sensibilité a un stress ultérieur, nous avons utilisé un protocole expérimental plus
simple. L’interaction entre un stimulus inflammatoire (une injection de LPS) et un stimulus

psychologique ultérieur (un stress de contention) a été étudiée.

Matériel et méthodes: Des souris ont recu une injection de LPS ou de solution saline (C) par
voie intra péritonéale. Une semaine apres, un stress de contention de 4 heures a été appliqué a
une moitié des animaux (groupes C-R et LPS-R), tandis que I'autre moitié n'a pas éé
manipulée (groupes C-C et LPS-C). Les animaux ont été sacrifiés immediatement apres lafin
de la contention. La réponse de |’ axe corticotrope, la réactivité des splénocytes et la libération

d’'IL-6 et d'IL-1b plasmatiques ont été mesureées.

Résultats : Le stress de contention augmente les concentrations de corticostérone plasmatique

(Fig.1 de I'article) de fagon similaire dans les groupes C-R et LPS-R. La prolifération des
lymphocytes est diminuée par le pré-traitement au LPS (groupes LPS-C et LPS-R) par rapport
aux animaux non traités (groupes C-C et C-R), mais la contention n'affecte pas la

prolifération lymphocytaire Fig. 2 de I'article). La contention induit la libération d'IL-1 et

d'IL-6 dans le plasma (Fig. 3 de I'article). Dans le groupe prétraité au LPS, I’augmentation

d’IL-1 plasmatique est beaucoup plus faible que dans le groupe non injecté. Une tendance
similaire est observée pour I'IL-6, bien que I’interaction entre le pré-traitement et le stress ne

soit pas significative.
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Figure 8: Production in vitro d’'IL-6 par les splénocytes.

C-C: injection de solution saline et pas de contention; C-R: injection de solution saline et 4 heures de
contention; LPS-C : injection de LPS et pas de contention; LPS-R : injection de LPS et 4 heures de contention.
Les animaux ont été sacrifiés immédiatement aprés les 4 heures de contention ou de traitement témoin. Les
splénocytes ont été mis en culture sans gjout de mitogéne ou en présence de LPS (13 pg/ml). Le surnageant de
culture a été prélevé au bout de 4 jours dincubation et les concentrations d'IL-6 dosées par ELISA
(Pharmingen). *** différent du groupe C-C avec P<0.001.
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Discussion et conclusion:

(1) L’injection d’'une dose faible de LPS dtere la réactivité des splénocytes a long terme
puisque leur prolifération en réponse a un mitogene est encore diminuée par le LPS une

semaine apres I’ injection.

(2) Le pré-traitement au LPS s oppose a I’augmentation d'IL-1 plasmatique induite par la
contention. Ceci montre qu’ une composante de |la réponse inflammatoire induite par un stress

psychologique peut étre partiellement inhibée par une stimulation immunitaire récente.

(3) 1l ne semble pas que cette « désensibilisation » soit due a une diminution de la réponse de
I’ axe corticotrope puisgue les réponses de la corticostérone et de I’ ACTH a la contention sont
similaires quel que soit le prétraitment. La diminution de la réactivité au stress est donc
probablement due a une modification de la réactivité des cellules productrices de I'lL-1

plasmatique.

Données non publiées: La production d'IL-6 et d’'IL-10 par les splénocytes a été mesurée
dans les surnageants de culture non stimulés ou stimulés au LPS. Le prétraitement au LPS a
tendance a diminuer la libération spontanée d'IL-6 (P<0.1) mais n’ affecte pas celle d’'IL-10
(Fig.8). La contention n’a pas d' effet sur la production spontanée de cytokines. En revanche,
la contention et le prétraitement au LPS augmentent tous deux la production d’'IL-6 dans les
surnageants stimulés au LPS (P<0.001). La production d'IL-10 n’est affectée par aucun des

deux facteurs.

Ces résultats montrent que la contention exerce un effet pro-inflammatoire sur les splénocytes
en augmentant leur production d'IL-6 en réponse a une stimulation par le LPS. En revanche,
ils confirment que le prétraitement au LPS n'a pas interagi avec le stress de contention au

niveau des splénocytes.

b L’activation préalable du systeme immunitaire par un stimulus inflammatoire
diminue la réponse inflammatoire a un stress psychologique ultérieur au niveau

systémique mais pas dansla rate.
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Suppression of Restraint-induced Plasma Cytokines in Mice
Pretreated With LPS
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A previous exposure to an inflammatory reaction is knovwn 1o increase or decrease the activation of the
Ivypothalamic— pituitary —adrenal (HPA) axis induced by a psychological/physical stress. Beside HPA
activation, the non- specific responses to these two kinds of siresses involve the immune sysiem
incleding the production of cytokines, Therefore, they conld interfere in cytokine prodaction, Tn order
1o test this hypothesis, female CIH mice were first injected &.p. with 5 pg of lipopolysaccharde (LPS)
or not {Ch. Eight days later, half of them were submitted t0 a 4 h-restraint (R} applied during the
nocturnal part of the dark —light eycle and saerificed immediataly after (groups LPS-R and C-R), while
the mon restrained mice stayed in their home cages (groups LPS-C and C-C). Restraint induced an
increase in corticosterone production that was not altered by the previous administration of LPS. 1t had
no effect on mitogen-induced lymphoproliferation. However, restraint indueed an augmentation of
plasma concentrations of interleukin (IL)-1 and [L-6 that was not observed in animals previously
exposed 10 LPS, These results show that restraint, which represents a psychological siress s able o
induge the production of plasma cytokines in mice. They also suggest that LPS may induce a long

lusting suppression of plasma cyiokines through mechanisms that remain o be elucidaled.

Fevwonds: Lipopolysaccharide; Restraing Desensitization; Interleukin-13; Interleukin-6

INTRODUCTION

Physicalfpsychological and mmmune stressors induce
similar non-specific responses which include the acti-
vation of the hypothalamic —pituitary —adrenal (HPA) axis,
the stimulation of the sympathetic nervous system,
alterations of brain metabolism and immune modifications
including the production of cytokines {for review scc
Besedovsky and Del Rey, 1996). Therefore, it may he
hypothesized that non-specific responses to a stressor may
alter the responses to a subsequent stressor of a different
nature, Indeed, a prior immobilization was shown to
decrease the production of ACTH induced by a second
physical/psychological (Marti e al,, 1999y or inflamma-
tory stress (Mekaooche ef all, 1994). Likewise, inflam-
mation induced by an injection of IL-1 or LPS can
mncrense or decrease the ACTH response to a subsequent
stress or to a second injection of [L-1 or LIPS (Weidenfeld
and Yirmiya, 199%6; Schmidt er al, 1993; Nagano er al..
199%). These seemingly contradictory data may result
from the nature of the stressors used and from the time
interval between stressors. Sensitization could be

observed after a mild stress applied for a short period of
time and when the interval of time between stressors is
rather long. By contrast, desensitization could be observed
after a strong steess and when the interval of time is shor
(Andres er al, 1999). The mechanisms involved in the
phenomena of sensitization and desensitization were
mainly studied at the level of HPA axis activity.
Desensitization was found to be not directly related to
the plasma concentration of corticosterone, but appearad
to depend on a glucocorticoid status which remains to be
defined (Marti er al, 1999, By contrast, sensitization was
observed only im the presence of a basal level of
corticosterone, suggesting that mineralo-corticoid recep-
tors may be involved (Andrés er al,, 19997, Sensitization
induced by TL-1 was shown to be due o a long-lasting
increase in production and storage of vasopressin in the
hypothalamic CRH newrons (Schmidt e al., 1995).

The phenomena of sensitization—desensitization also
involve the production of cytokines, The production of IL-
| indoced by LPS may be increased by a previous stress
{Mekaouche er al., 1994) or depressed by a pretreatment
with LPS (MNagano et al, 1999). However, the
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mechanisms involved in the regulation of the production
of cytokines remain unknown.

In the present work, we determined the influence of a
pretreatment with LPS on immune reactivity and
especially on the production of cytokines in response to
a restraint stress,

MATERIALS AND METHODS

Animals

Female mice of the CIH/OulCo strain (IFFA Credo,
I Arbresle, France) were vsed. They were 4 weeks old on
arrival and wene housed in groups of five in a temperature-
controlled room (24 * 1°C) with a 12h dark—12h light

cycle (lights on 16.30-4.30 h), Thev were maintained on
an ad libirem food and water regimen.

Treatments

As the corticoid stress response (Neveu and Mova, 1997)
and the neurochemical, neurcendocrine and immune
responses to LPS (Delrue er al, 1994) depend on
lateralization, the ammals were fested for their paw
preference before treatment. During a 3-week period,
animals were tested for paw preference acconding o a
methidd previously described (Betancur er al,, 1991). One
week after behavioral tests, half of the mice were first
injected intra-peritoneally with 5 pg of lipopolysaccharide
(LPS) from Escherichia coli (0127:B8, Sigma) dissolved
in 0.5ml of saline. Other mice did not receive any
treatment (C). Eight days later, half of the mice were
restrained (R). Restraint consisted of placing mice into a
S0ml acrated culture tube for 4 h at the end of the night,
just before they were killed. Control mice were left in their
home cage. Therefore, we used four experimental groups
of 24 mice named; C-C, LP5-C, C-R, and LPS-R. In
previous work (Li et al, 20000, we had shown that
restraint applied for a short period of time (1 -2 h) during
the inactive phase had no cffect on plasma cytokines. We
therefore used a longer duration of restraint and applied it
during the active period instead of the inactive one in
order o increase the potential immune effects of restraint.
Mice were killed by decapitation and trunk blood was
collected in EDTA-coated twbes. After centrifugation,
plasma was stored at — 20°C until assayed. The
hypothalamus was rapidly removed from the brains and
kept at — BOPC until cytokine assay. Spleens were
removedd in sterile conditions to assess mitogen-induced
lymphoproliferation.

Plasma Corticosterone

Plasma corticosterone  concentration was measured
following ethanol extraction by radiocompetitive binding
assay using rhesus monkey transcortin, ["H]corticosterone
as the tracer, and dextran-coated charcoal as the adsorbent

of free radioactivity (Liége er af., 2000), Inter- and intra-
assay coefficients of wvariation were 14 and T%,

respectively.

Lymphocyte Proliferation

Spleen cells were dissociated in RPMI 1640 colre
medium {Gibeo, Glasgow, UK) and after theee washes
adjusted o 2 x 107 cells/ml in medium containing 5%
heat-inactivated fetal calf serum and 1% antibiotic
antimycotic solution (Gibeo). Triplicates of cell suspen-
sions (2 ® 10 cellsfwell) were cultivated in microtest-2
plates (Nunc. Roskilde, Denmark) for d4days in a
humidified atmosphere of 5% COs, in the absence or
presence of concanavalin A (ConA) (1 or 2 pgfmi).
Twenty hours before the end of culture, 0.5 pCifwell of
[*Hlthymidine {specific activity 5 Ci/mmeol, CEA. France)
diluted in 30l was added. Cells were collected on
fiberglass strips using a multiple harvester, and radioac-
tivity determined in a liguid scintillation counter. The
results were expressed as stimulation indices, calculated
for each ammal and each concentration of milogen as
follows: Sl=mean cpm of stimulated culture/mean cpm of
unstimulated culture.

IL-1 and IL-6 Determinations

IL-1 and IL-6 in the plasma and the hypothalamus were
measured using ELISA kits from R&D System (Minnes-
polis, MMN). The hypothalamus was placed in 300 pl of a
protease inhibitor cocktail including: 4-(3-amimoethylp-
henzenesulfonyl Auorde hydrochlorine (AEBSF 2 mM).
amino-f-caproic acid (100mb), benzamidine (3 mM).
Ma.EDTA (10mM). ethylmaleimide (5mM) and iodo
acetic acid (5 mM) (Sigma, St Lows, MO}, Tissucs were
ultrasonicated for 10's at the setting 30. Sonicated samples
were centrifuged at 10,000rpm for 10min. The protein
content was determined by the method of Bradford (1976).
The assay kit sensitivity was 3 pgéml. The inira- and inter-
assay precisions varied between 2.2 and 6.1% for IL-1 and
between 3.4 and 8% for [L-6, depending om the
concentration of cytokines.

Statistical Analysis

All data were analyzed by analysis of covanance (using
the GLM procedure of SAS) taking the lateralization score
as a covariate, and taking into account all the possible
interactions. When an interaction or a variahle had no
effect, it was removed from the model, Because no effect
of lateralization was seen for all the parameters measured,
the final model only took into account the LPS injection,
the restraint stress and their interaction, except in the case
of IL-1. The resulting two-way ANOVAs were followed
by a least square means post-hoc analysis. Plasma
concentrations of corticosterone and [L-1 were analvzed
after square root transformation, and plasma IL-6 after
logix+1) ransformation. In the case of TL-1, data were
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FIGURE 1 Plasma concentrations of corficosternne  (ng/ml,
mean * osem) in comtrol (O, =247, LPS-pretreated {LPS-C,
r = 24). restrained (C-B. o = 23) and restesined and LPS-pretreated
(LPS-R. n = 12) groups, ***F < (LO01.

then analyzed independently for lefi- and right-pawed
groups {lateralization score =21 and =30, respectively).

RESULTS

Plasma Concentrations of Corticosterone

Restraint induced a clear increase in plasma corticosterons
concentration {F(1.92)=39.75. P < 0.001. Fig. 1). How-
ever, no LPS X restraint interaction (P = (L1) or LPS
effect (P = (1L1) were found.

Concanavalin A-induced Lymphoproliferation

For lymphocyte proliferation induced by 2pg of
concanavalin A, there was no LPS » restraint interaction
(P = 0.1} and no effect of restrant (P == (L1}, but an effect
of LPS {F(1.88)=458, P=<0.05, Fig. 2). Indeed, LP5
decreased lymphoproliferation (< 0001y With 1 pg
ConA, a similar pattern of lymphocyte reactivity was
observed, but the differences did not reach statistical
significance (data not shown).

Interleukin (TL)-1 and [L-6 Determinations

For plasma IL-1, there was a restraint X LPS interaction
Just below statistical significance (F(1,75)=3.76, P=0.06),
a LPS effect (F < 0.05) and a restraint effect (F < 0,001},
Plasma concentrations of IL-1 were higher in the C-R
(P << 0.001) and in the LPS-R groups (F <2 0.05) than in
the C-C group. These effects were due to the right-pawed
group, as shown im Fig. 3, where the interaction
LPS % restraint was significant (£171,24)=8.1, P << 0.01)
Furthermore, plasma concentrations of 1L-1 in the LPS-R
right-pawed group were lower than those observed in the
C-R group (£ =001} In the left-pawed group, the
interaction between LPS and restraint was not significant
{F>=0.1). For plasma concentrations of [L-6, no
restraint % LIPS interaction (> (L1) or LPS effect was

FIGURE 2 Splenocyte proliferation induced by 2 pgiml of ConA in
conirel € = 21y, LPS-pretreated (e = 22), restmined (n = 230 and
restriined and LPS-pretreated (v = 24) groups, The resulis are expressed
as stimulation incex (mean £ sem].

revealed (F > 0.1). but there was a restraint effect
(F(1.93)=792, P <0.01). The C-R group exhibited
higher plasma concentrations of IL-6 than controls
(P = 0.05).

The contents of IL-1 and IL-6 were also determumed in
the hypothalamus. No differences among the experimental
groups were observed. IL-6 concentrations, expressed as
pfimg prolein, were 114 £ 0.8, 123209, 124 £ 1.4
and 133 = 0.7 in the C-C, C-R, LP5-C and LPS-R
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FIGURE 3 A: Plasma concentrations of IL-1 {pg/ml, mean * sem) in
comirol (CL r = 19), LPS-pretreated (B, 1 = 19, restrained (B .0 = 18}
and restrained and LPS-premeated (W, o= 20) groups, B: Plasma
concemrations of 1L-& [pgfml, mean & sem) in control (n = 24} LPS-
preteeated  (m= 24}, restrained (n=24) and mestraned and LPS-
pretreated (r = 22} groups. ***F < 0001, **P < 001 *F < 0.05
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groups, respectively, Concentrations of [L-1 were below
the detection threshold of the ELISA wsed.

DISCUSSION

The possible interaction between LPS  treatment and
restraint was studied in female C3H mice. Animals were
first injected with 5 pge of LPS, a dose with early effects on
the immune and neurcendocring systems that are well
known (Delrue ef al, 199%4). Eight days after the
administration of LPS, mice were submitted to a restraint
stress lasting 4 h during the active phase. The main results
of the present work were that: (1) restraint was able o
induce the production of plasma [L-1 and [L-6; and (2)
these increased levels of cywkines were reduced in
restrained mice when pretreated with LPS,

Maost of the interactions between immune and non-
immune stimulations that have been already published
concern the activity of the HPA axis and especially the
plasma concentration of ACTH (Mckaouche ef al., 1994,
Schmidt o7 al., 1995, Weidenfeld and Yirmiva, 1996). In
the present experiment, there was no inferaction hetween
administration of LPS and restraint for the production of
corticosterone:  plasma levels of corlicosterone  were
increased after restraint, whether or not the animals were
pretreated with LPS. Similar results were obtained when
measuring plasma levels of ACTH (data not shown).

As shown in the C-R group, & 4 h-restraint stress did not
maodify lymphocyte proliferation. A briefer restraint
(13min) has been shown to induce a depression of
ConA-induced proliferation of lymphocyies taken 45 min
after the end of the stress (Meveu and Moya, 19973, A long
lasting restraint (16— 18h) was also associated with a
depression of mitogenesis (Sheridan er o, 1991). The
observation of a slight depression of mitogenesis after
15 min of restraint, but not after | (Nevew and Moya,
1857, 2 (Li er af, 20000 or 4h (present experiments)
suggests thal restraint may induce a transient depression of
mitogenesis. Then, after a lag period, increased duration
of restraint would lead to a long-lasting immunosuppres-
sion. The transient depression of mitogenesis may relate to
recirculation of lymphocyies as previously described
during siress responses {Dhabbar ef af., 1995). We have
previously shown that the administration of the same dose
of LPS induced a depression of mitogenesis 2 and 4 h later
(Delrue er al, 1994). The present results show that
depression of lymphoproliferation persists for a long time,
whereas neurcendocrine (see above) and behavioral
effects (Bluthe et al., 1997) of LPS have dissppeared.

Even though restraint had no detectable effects on
mitogen-induced Iymphoproliferation, it was able to
augment plasma concentrations of IL-1 and 1L-6. Plasma
and brain levels of cyiokines have been shown to be
increased after exhausting stress in rats (Minami et al,
1991: Zhow eral., 1993; Takaki er al., 1994 Shintani e al.,
1995%; Shizuya er al., 1998), To our knowledge, the present
results are the first demonstration of an increase of plasma

[L-1 level during a non-immune stress in mice. Qur results
are in accordance with those of Nukina er al. (2001 who
demonstrated a restraint induced increase in plasma IL-6
in mice.

In a previous study, a 1-2 herestraint during the inactive
phase did not induce an increase in plasma concentrations
of 1L-1 and IL-6 (Li et al. 2000). This sugzests that
eytokine production depends on the severity of siress.
During stress, it is not known whether the production of
cytokines occurs primarily in the periphery or in the brain.
In accordance with the hypothesis of a primary peripheral
synthesis of cytokines, it has been shown that stress
increases gut permeability, therefore allowing intestinal
endotexins to stimulate the production of eyvtokines (Yagi
et al., 1997). Similarly, different stressors, including
restraint, increase cutanecus permeability (Denda er all,
2000). Such alterations could be indivectly responsible for
the production of cytokines, Consequemly, peripheral
eytokines could induce the production of brain cytokines.
Indeed, LPS-stimulated production of peripheral cylo-
kines has been shown to induce the synthesiz of brain
cytokines (Lave er al, 1994), Tt is also possible that during
siress, cytokines are first produced in the brain and
thersafler stimulate the production of cytokines in the
periphery. Such a possibility is supported by the fact that
the intra-cerebroventricular injection of IL-1 has been
shown to induce high levels of plasma IL-6 (De Simom
el al, 1990; Lisge et af, 2000, even though the
mechanisms involved are not yet fully understood.
However, in the present experiment. we were unable to
demonstrate an increased TL- | and TL-6 production in the
hypothalamus. Interestingly, the stress-induced increase in
plasma 1L.-1 occurred in right-, but not in left-pawed mice.
This result is in agreement with our previous data if we
comsider that an increase in plasma 1L-1 level is a stress
marker. Indeed, as compared o lefi-pawed mice, right-
pawed animals were shown o be more sensitive to
restraint {(Neveu and Moya, 1997), LPS (Delme er al,
1994y, or IL-1 (Meveu «f al., 1998) when measuring
endocrine, immune, or behavioral responses.

One week after the administration of LIPS, there was no
increase in plasma concentrations of IL-1 and IL-6. It is
well known that LPS induces the production of cytokines,
especially TL-1 and TL-6, but the increase of their
concentrations in plasma oceurs very shortly after
injection (Schobitz et al., 1994). Interestingly. IL-1 was
decreased in the LPS-R group as compared (o the C-R
group. Such an interaction between stresses was observed
by Magano ef al, {199} who showed that the increased
plasima levels of IL-1 induced by LPS were decreased by
previons repeated injections of LPS during 8 days.

Several hypotheses may be proposed to explain the
finding that LP5 prevented the restraint-induced increase
in plasma cytokine concentration. First, LPS could depress
the synthesis of eytokines. Second, LPS and cytokines are
known to induce soluble cytokine receptors and binding
profeins that can imhibit or increase cytokine activity
(Fernandez-Botran er al., 1996), Binding of cyvtokines 1o
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soluble receplors of non-receplor proteins can interfers
with the detection of cytokines using ELISAs (Erakauver
and Krakauer, 19993 Finally, LPS is well known to induce
the production of acute phase proteins including proteases
that have been supposed to play a role in the cyoking
network (Fernandez-Botran er al., 1996). Moreover, the
praduction of peptidases such as DPP IV {or CD 23) has
heen shown to be inversely correlated to the production of
IL-6 (Maes er af., 2001).

In summary. this study leads to important conclusions;
{1) restraint, that may be considered as a mild
psychological stress, 15 able to merease the concentrations
of plasma cytokines in mice: and (2) the increase in
plasma cytokines was nol observed in mice previously
treated with LPS, The present data suggest that LPS may
induce long-lasting mechanisms that limit the availability
of cytokines and therefore limit chronic inflammatory

ProCesses,
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Dans quelles conditions I’ environnement socia est-il capable

d’ affecter le systeme immunitaire?

l. Dans un environnement social stable

Le premier objectif de cette thése était de déterminer dans quelles conditions I’ environnement
social est en mesure d'influencer le fonctionnement du systeme immunitaire. D’ apres les
données de lalittérature, il est difficile de déterminer si, chez la souris, au sein d une structure
hiérarchique stable, les différents rangs sociaux sont associés a un fonctionnement différent
des systémes neuroendocrinien et immunitaire. Dans I'éude présentée au chapitre 4,
I"influence du statut social sur I'activité endocrinienne et la réactivité immunitaire a éé
étudiée sur des souris méales logées en groupe depuis au moins deux mois, en dehors de tout

autre facteur de stress que les conditions de logement elles-mémes.

A. Activité endocrinienne

Chez les rongeurs, I'éude de la structure sociale est souvent approchée par celle des
interactions agressives (Blanchard et al., 1988; Drews, 1993). De nombreux travaux se sont
intéressés a des situations ou des animaux non familiers sont regroupés. Dans ce type de
situations, les perdants sont plus affectés que les gagnants. Les perdants sont souvent appelés
« dominés » et les gagnants « dominants». Ces études sont a I’ origine de la croyance selon
laguelle ére dominé serait stressant (Creel, 2001). Pourtant, les résultats concernant des
groupes stabilisés de longue date suggerent que les dominés ne sont pas nécessairement
stressés. En effet, nos travaux révélent que les souris occupant un rang de dominé présentent
des niveaux de base de corticostérone inférieurs a ceux des dominants (4°™ chapitre). Ce
résultat est en accord avec les observations réalisées dans d' autres éudes (Haemisch et al.,
1994; Sheridanet al., 2000). Cependant, des niveaux de glucocorticoides similaires pour tous
les statuts ont aussi été parfois rapportés (Bartolomucci et al., 2003; Ely and Henry, 1978;
Koyama and Kamimura, 2000; Van Loo et al., 2001). Ces différences d’ une étude a |’ autre
peuvent étre dues a la difficulté de prélever du sang chez la souris de facon non stressante. De

plus, il est possible que les différences entre rangs ne se voient pas a tous les moments du
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cycle nycthéméral des glucocorticoides. Les taux plus élevés de glucocorticoides chez les
dominants ont été interprétés comme reflétant le «colt » biologique de la dominance (Cred,
2001).

Un argument supplémentaire en faveur de I'absence de stress chez les dominés est que
dominants et dominés ne présentent pas de différences pour des critéres tels que le seuil de
douleur, la taille du thymus et de la rate qui permettent classiquement de déceler un état de
stress (Vekovishcheva et al., 2000). Ces résultats se placent dans un contexte ou le groupe
socia est stable et donc ou les interactions agressives sont rares. Chez les souris males ageées,
I’ agressivité entre individus peut augmenter et certains dominés peuvent étre agressés et
blessés de fagon chronique. Dans ces conditions, il est probable que les niveaux de base de
corticostérone soient inversés et que les dominés présentent alors des niveaux plus élevés que

les dominants.

B. Réactivité immunitaire

Le fonctionnement du systeme immunitaire étant modulé par les glucocorticoides, nous avons
cherché a déterminer s le rang social influence auss le fonctionnement du systéme
immunitaire. En |’ absence de toute infection, aucune différence entre statuts n’a pu étre mise
en évidence au niveau de la réponse humorae primaire, la prolifération des splénocytes en
réponse au LPS et la production de cytokines par ces mémes cellules. Ces résultats sont en
accord avec ceux de Bartolomucci et al. (2003). Donc, en I’absence d'infection, le statut
socia ne semble pas affecter le systéme immunitaire. Puisque les dominants présentent des
niveaux de base de corticostérone supérieurs aux dominés, cela implique que les différences
de corticostérone circulante n’affectent pas de facon significative le systéme immunitaire.
Cette absence d'effet pourrait ére due a une moindre sensibilité des dominants aux
glucocorticoides. Or nous avons trouvé que la sensibilité des splénocytes a |’ effet inhibiteur
de la corticostérone est similaire quel que soit le statut social (données non publiées). Dans
cette étude, I'activité du systéme sympathique n'a pas été éudiée, mais il semble que les
dominants présentent une activité sympathique supérieure aux dominés (Haemisch et al.,
1994). Une autre explication possible serait donc que les catécholamines contrecarrent les
effets des glucocorticoides.

Pourtant, de nombreuses études suggérent des différences de susceptibilité aux virus, aux

parasites et a la croissance tumorale entre dominants et dominés (Ebbesenet al., 1991; Grimm
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et al., 1996; Schuster and Schaub, 2001; Schuster and Schaub, 2001). Les dominants sont

généralement plus résistants que les dominés. Nous avons tenté de trouver une explication a
ce phénoméne en analysant la réponse immune d' animaux infectés par la bactérie BCG (4™
chapitre). Vingt-et-un jours apres I’ infection, la réponse des splénocytes a une stimulation a la
tuberculine indique que le développement de I'immunité acquise contre le BCG est d’ autant

plus important que le rang socia augmente. Les animaux produisent d’ autant plus d’'[FN-g et

d’ IL-10 en réponse a la tuberculine que leur rang est élevé. Ceci indique que les dominants
répondent plus fortement a I’ antigéne, mais leur réponse N’ est pas mieux orientée en terme de
balance Th1/Th2 que celle des dominés. Au bout de trois mois d’infection, les deux catégories
d’ animaux présentent des réponses specifiques comparables. Ceci suggere qu'il existe des
différences de cinétique dans le développement de I'immunité acquise, les dominants
développant une réponse plus rapidement que les dominés. Cependant, la plus forte réponse
des lymphocytes des dominants au jour 21 ne semble pas conférer une meilleure résistance a
la bactérie puisque la charge bactérienne est similaire quel que soit le statut. Cette différence
de cinétique pourrait malgré tout étre impliquée dans les différences de susceptibilité a des

infections par des pathogenes plus virulents que le BCG.

Un autre facteur pouvant favoriser la résistance des dominants concerne I'immunité innée.
Nous ne disposons d’aucun élément a ce sujet puisque I'influence du statut socia sur les
fonctions de I'immunité innée (activité antimicrobienne des macrophages, cytotoxicité NK,
etc) n'a été étudiée ni dans le cadre de cette thése, ni dans la littérature.

Tableau 3 : Influence du statut socia sur I'activité endocrinienne et la réactivité

immunitaie (synthese des résultats de la these).

dominants subordonnés

Activité endocrinienne :
Corticostérone élevée basse

Réactivitéinflammatoire:
Prolifération (mitogéne : LPS)
Production d’'IL-6 (mitogéne : LPS)
Sensibilité ala corticostérone

Fonction deslymphocytes T :
Acquisition deI’'immunité spécifique rapide lente
(antigéne : tuberculine)

Résistance au BCG = =
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En conclusion, dans un environnement social stable, les souris dominantes présentent des
niveaux de corticostérone circulante plus élevés que les dominées, et semblent développer une
immunité anti-BCG plus rapidement (tableau 3). Ces données révélent que I’ environnement
socia, méme en conditions stables, influence de facon non négligeable le fonctionnement des

systémes neuroendocrinien et immunitaire.

I. Dans un environnement social instable

L’influence d' un environnement socia instable, le plus souvent créé par des situations de
confrontation entre individus étrangers, a é&é plus amplement éudiée et il n'y a plus de doutes
sur le fait que le stress social affecte de nombreux parametres immunitaires. En revanche,
nous avons vu gue selon les cas, le stress social pouvait augmenter la prolifération des
splénocytes, la diminuer ou ne pas I’ affecter (Bohus et al., 1993; Cacho et al., 2003; Hardy et
al., 1990; Raab et al., 1986). D’autre part, il est difficile de dire s le regroupement social a
des conséguences stressantes uniquement pour les dominés ou bien pour les deux catégories
d animaux.

A. Effet d’un regroupement unique

1) Conséquences comportementales et endocriniennes
Les conséquences comportementales, endocriniennes et immunitaires d'un unique
regroupement d'animaux ont été étudiées chez le porcelet (1% chapitre). La procédure de
stress consistait a introduire deux porcelets issus d une méme portée dans une autre portée de
guatre individus. Cette étude a montré que le regroupement est un événement stressant quel
gue soit le statut social obtenu a I’issue des combats et que la réponse des glucocorticoides
juste apres le regroupement est supérieure chez les perdants. Vainqueurs et perdants montrent
des tentatives d’' adaptation comportementale a la situation en désynchronisant leurs activités
d avec le reste du groupe. Ceci peut étre interprété comme un comportement d’ évitement
visant a limiter le nombre de rencontres avec les résidents. Le fait que les animaux présentent
le méme type de réponse endocrinienne et comportementale quelle que soit I'issue des
combats suggére que le stress est de méme nature pour les deux catégories d’ animaux et qu'’il

est juste plus intense chez les perdants.
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L es réponses endocrinienne et comportementale ont été suivies pendant quatre jours apres le
regroupement. Cette étude cinétiqgue montre gue la réponse corticotrope au stress social est
transitoire. Ceci est en accord avec des éudes précédentes réalisées chez le porc (Blecha et
al., 1985; Deguchi and Akuzawa, 1998; Ruis et al., 2001). De méme, chez les rongeurs, en
situation de cohabitation avec un individu initialement étranger, dominant et dominé finissent
par présenter des concentrations de corticostérone similaires aux concentrations avant le stress
(Fano et al., 2001; Stefanski, 2000). Cependant, il est possible que le stress induit par un
regroupement soit plus important chez les rongeurs, car le retour a des concentrations basales
est beaucoup plus lent que chez le porc (supérieur a une semaine). Dans notre étude, la
désynchronisation comportementale dure pendant trois jours, montrant que la Situation
demeure stressante pendant au moins trois jours, probablement parce que la structure

hiérarchique définitive du groupe n’ est pas encore stabilisée.

2) Conséguences immunitaires
Dans cette étude, nous nN'avons pas pu mettre en évidence d' effet du regroupement sur les
variables immunitaires mesurées, ni trois heures, ni trois jours apres le stress. Cette absence
d effet du stress aigu S oppose aux résultats obtenus chez des porcs un peu plus &gés ou la
prolifération des lymphocytes sanguins est inhibée par un regroupement (Deguchi and
Akuzawa, 1998; Hessing et al., 1995). Cette inhibition est visible dés 24 heures et peut durer
26 jours aprés le regroupement (Deguchi and Akuzawa, 1998). L’absence d'effet du
regroupement sur les lymphocytes peut avoir deux causes. D’ une part, le stress provoqué chez
les porcelets était peut-étre trop modéré. Cela pourrait étre d au jeune &ge des animaux, pour
lequel la structure sociale est peut-étre moins importante qu’a un age plus avance. En effet,
d’ autres études sur porcelets récemment sevrés n’ont pas observé d’ effet du stress social sur la
prolifération lymphocytaire (Blecha et al., 1985; Puppe et al., 1997). Une autre raison pourrait
étre la proximité du sevrage qui a eu lieu cing jours avant le regroupement. Le sevrage affecte
le systéme immunitaire et est associé a des troubles digestifs (Madec et al., 1998; Puppeet al.,
1997). Le systeme immunitaire des porcelets, d§ja stimulé par I'important stress du sevrage,
pourrait étre temporairement insensibilisé a la survenue d’ un nouveau stress, mineur au regard

des perturbations déja endurées.

D’aprés la littérature, les conséquences sur I'immunité d'une unique défaite sont de
relativement courte durée chez la souris. Ainsi, une unique et bréve défaite (animaux séparés

des que I’'un montre des postures de soumissions) supprime de fagon transitoire la réponse a
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une inoculation d’ herpes virus : la réponse est inhibé un jour apres le stress, mais est similaire

aux témoins au bout de dix jours (de Groot et al., 1999).

B. Effet de I'instabilité sociale chronique

1) Conséquences endocriniennes
En condition d'instabilité sociade chronique, les données sont contradictoires quant a la
réponse de I’ axe corticotrope au stress. Dans le cas du SDR, nous avons pu constater que la
réponse de la corticostérone décroit entre la premiere et la sixiéme session de stress, suggérant
un phénoméne d habituation (2°™ et 5™ chapitres). Ce résultat est en désaccord avec les
observations rapportées par Avitsur (Avitsur et al., 2001). Dans cette étude, la souche de
souris C57BI/6 avait été utilisée et non la Balb/c. Il est possible qu'il existe des différences
d’ émotivité entre ces deux lignées lors du stress social. De plus, hous ne pouvons pas étre sirs
que les intrus utilisés par cette équipe présentaient une agressivité similaire aux nétres. Des
animaux plus agressifs pourraient provoquer un stress supérieur et empécher ou ralentir le

phénomeéne d’ habituation.

Il semble que la procédure de stress socia utilisée détermine la possibilité pour I'animal de
s adapter ou non a la défaite. Ainsi, dans les procédures de stress ou le dominé demeure en
contact sensoriel permanent avec le dominant et n’est exposé aux attagues de ce dernier que

pendant quelques minutes par jours, il semble que la réponse de la corticostérone s accroisse a
chaque nouvelle confrontation (Fano et al., 2001; Keeney et al., 2001). En revanche, lorsgu'’il

n'y a pas de contact sensoriel entre les rencontres, la réponse corticotrope peut décroitre a
chague nouvelle confrontation (Cacho et al., 2003 ; 2°™ chapitre).

L’ importance du statut social obtenu a I’issue des interactions n’'a pas été étudié dans le cas
d'un stress chronique, puisque nous avons volontairement utilisé une procédure imposant une
défaite sociale a chague rencontre. Cependant, cet aspect est déja connu. Des procédures
impliquant des confrontations journaliéres entre les mémes partenaires montre que les niveaux
de corticostérone ne continuent a monter que chez les perdants (Fano et al., 2001; Raab et al.,
1986).
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2) Conséquences immunitaires
Le fait quun stress social chronique puisse modifier le fonctionnement du systeme
immunitaire est aujourd hui bien connu (voir partie « Objectifs de lathése »). En revanche, la
nature des ces dtérations et leurs conséquences sur la santé de I’animal sont moins bien

comprises. L’ effet de la défaite sociale chronique sur la production de cytokines fait I’ objet du
chapitre suivant.
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Comment la défaite sociale module-t-elle la production de

cytokines?

l. Production d’'IL-6 plasmatique

Nous avons montré que le stress social entraine une libération d' IL-6 dans le plasma (2°™ et
5°™e chapitres). Plusieurs arguments suggérent que la cytokine n'est pas libérée au niveau des
blessures cutanées produites lors des combats mais présente la méme origine que I'lL-6
retrouveée aprés de nombreux autres stress psychologiques. Le fait que les concentrations
d'IL-6 soient plus élevées dans le groupe SDR que dans le groupe ou les combats sont limités
aurait pu suggérer un role des blessures (5°™ chapitre). Cependant, le nombre de blessures
augmente avec le nombre de sessions, aors que la production d'IL-6 diminue entre la
premiére et la derniere session de stress. Une éude cinétique réalisée chez le rat montre que
lors de Iinjection sous-cutanée de 107 & 10° CFU d'E.Coli, des niveaux détectables o’ IL-6 ne
sont atteints dans le sang qu’au bout de six heures (Campisi et al., 2003). Or dans notre
modéle, les niveaux d'IL-6 atteignent déa prés de 300 pg/ml deux heures aprés le début du
stress (alors gque les concentrations basales sont proches de zéro). Il est peu probable que les
blessures, localisées et superficielles, puissent induire une réponse inflammatoire systémique
auss rapide et d’'une telle ampleur. A supposer que les blessures aient pu induire une réponse
inflammatoire d’'une telle ampleur, il est aors surprenant que les concentrations d’'IL-6 au
moment du sacrifice, c'est-a-dire environ 17 heures apres la derniére session de stress, soient

revenues a un niveau basal.

En revanche, la libération d'IL-6 présente des analogies avec celle qui est observée aprés
n’importe quel autre stress uniquement psychologique. En effet, tout stress suffisamment fort
induit une libération d’'IL-6 dans le plasma. Une immobilisation (Takaki et al., 1994), la
contention (Nukina et al., 2001 et 6™ chapitre), I’exposition & un environnement nouveau
(LeMay et al., 1990) ou des chocs éectriques (Zhou et al., 1993) induisent la production
d’IL-6 plasmatique chez les rongeurs. Comme dans le cas de chocs éectriques (Zhou et al.,
1993), les niveaux d'IL-6 libérée lors du stress socia sont proportionnels a ceux de la
corticostérone et il semble que les niveaux soient dautant plus élevés que le stress
géme

psychologique est fort ( chapitre).
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Au chapitre 6, nous avons montré gqu’'un stress de contention est capable d’entrainer la
libération non seulement d'IL-6, mais aussi d'IL-1b. Ceci est en accord avec les résultats de
Haeet a. (Hale et al., 2001; Hale et al., 2003) et montre que, tout comme chez I’homme, le
stress n’induit pas une libération spécifique d’'IL-6, mais une libération plus généraisée de
cytokines inflammatoires chez la souris. Les mécanismes de libération de ces cytokines n’ont
pas été étudiés dans cette these. Cependant, une indication est donnée par le fait que la
libération d’ IL-1 est dépendante de la latéralisation cérébrale (6°™ chapitre). Or I'influence de
la latéralisation cérébrale sur la réponse inflammatoire semble S exercer via le systéme
sympathique (Delrue-Perollet et al., 1995). Cela suggére que la libération d’'IL-1b lors du
stress est sous contréle sympathique. Cette hypothése est en accord avec la plupart des études
concernant les sources possibles d'IL-6 plasmatique. En effet, S ces études proposent des
sources différentes, I'IL-6 semble en tout cas étre toujours libérée en réponse a une
stimulation par les catécholamines (Gornikiewicz et al., 2000; Mohamed-Ali et al., 2001;
Takaki et al., 1994; Takaki et al., 1996). Une éude suggere également un contrdle
sympathique de I’ expression d’'IL-1 dans le foie et larate apres stress (Jung et al., 1999).

D’un point de vue méthodologique, il pourrait étre intéressant de confirmer que I'lL-6 est
libérée suite a une stimulation sympathique et de vérifier ci les niveaux plasmatiques d'IL-6
reflétent de facon satisfaisante I'amplitude de ['activation sympathique. En effet,
expérimentalement, la réponse sympathique n’est pas facile a mesurer car les catécholamines
sont libérées de fagon tres rapide apres le stress. De plus, comme la moindre perturbation de
I’environnement provoque un pic d activité sympathique, cette mesure est trés facilement
brouillée par des événements non souhaités (notamment, la réponse au prélévement sanguin
[ui-méme). L’activation sympathique n'est mesurable précisément que sur animaux
cathétérisés ou équipés d’ un systeme de télémétrie permettant de mesurer I’ activité cardiague.
A supposer que I'lL-6 soit proportionnelle a I’ activité sympathique, éant donné que sa
libération est retardée par rapport au stress (Zhou et al., 1993) et qu’ elle est beaucoup moins
sensible que celle des catécholamines, ce pourrait ére un moyen tres pratique d’ évauer la
réponse sympathique a un stress. Une telle validation est difficile a réaliser chez la souris pour
des raisons pratiques. En revanche, elle pourrait étre tentée chez le porc.
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ll.  Production de cytokines pro-inflammatoires par les

splénocytes

A. Production spontanée

La réponse de splénocytes cultivés en présence d’ un mitogene est sensée refléter la réactivité
gue les cellules auraient montré si elles avaient été stimulées in vivo juste avant le sacrifice.
Par exemple, en stimulant avec du LPS, on espére évaluer la réactivité a un stimulus
inflammatoire. La prolifération ou la libération de molécules par des cellules mises en culture
sans gjout de mitogene est quant a elle sensée refléter la production spontanée qui S exprimait

in vivo au moment du sacrifice.

Si de nombreuses éudes montrent que le stress augmente la réactivité des cellules
immunitaires a un stimulus inflammatoire, tres peu se sont intéressées a la production
spontanée de ces cytokines en réponse au seul stress psychologique. Une étude a pu montrer
gue les macrophages péritonéaux ou avéolaires issus de souris stressées présentent une
production spontanée accrue d'IL-1 et d'IL-6 (Jiang et al., 1990). D’apres les résultats de
cette thése, il n'est pas sir qu'il en soit de méme pour les cellules de la rate. Chez la souris
Balb/c, les niveaux d’'IL-6 et d'IL-10 produites en |’ absence de stimulation par un mitogene
étaient indétectables. En revanche, nous avons trouvé que le SDR diminuait la production
spontanée d’'IFN-g (données non publiées). Chez la souris C3H, les concentrations d'IL-6 et
d'IL-10 atteignaient des niveaux quantifiables par ELISA et nous avons trouvé que le stress
de contention n’affectait pas significativement la production spontanée d'IL-6 et d'IL-10,
méme si la production o 1L-6 tendait & diminuer (6°™ chapitre). Ces résultats concordent avec
ceux de Hale et a. (2003), qui ont trouvé une diminution de I’expression du gene de I'I1L-6
dans la rate de souris apres une simple manipulation des animaux. Il semble donc gqu’en
I” absence de stimulus inflammatoire, |e stress, défaite sociale comprise, a tendance a diminuer

la production spontanée de cytokines inflammatoires dans la rate.

B. Production induite par le LPS

La production de cytokines in vitro par les splénocytes stimulés au LPS nous a permis
d étudier I'effet du SDR sur la réactivité inflammatoire des splénocytes. Le SDR accroit de

facon significative la production d’'IL-6 (2°™ et 5™ chapitres) et cet effet persiste 8 jours
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aprés lafin du stress (3°™ chapitre). Nous avons montré que la production d 1L-10 en réponse
au LPS pouvait aussi étre stimulée par le SDR (3*™ et 5°™ chapitres). Ces deux cytokines ont
en rédité une activité anti-inflammatoire (Leclerc, 1996; Tilg et al., 1997), mais leur
production témoigne de la réactivité inflammatoire globale des splénocytes. En présence de
corticostérone, la production d'IL-6 et d'IFN-g est moins inhibée chez les animaux stressés
gue chez les témoins, témoignant d’ une diminution de la sensibilité des splénocytes a I’ effet
anti-inflanmatoire des glucocorticoides (2°™ chapitre). Production accrue d' IL-6 et résistance
aux glucocorticoides sont en accord avec les données de la littérature (Stark et al., 2001) et

montrent que le modéle SDR induit un état pro-inflammatoire chez la souris Balb/c (Fig.9).

Cependant, les résultats obtenus au 2°™ chapitre montrent que la défaite sociale stimule
sélectivement la production de certaines cytokines inflammatoires. En effet, la production
d’IL-6 est augmentée dans les surnageants stimulés au LPS, mais celle d'IFN-g, qui est une
cytokine majeure pour |’ activation des propriétés antibactériennes des macrophages (Flesch
and Kaufmann, 1991), a tendance a étre diminuée par le SDR (2°™ chapitre). L'IL-6 et I'IL-
10, dont nous avons montré gque le SDR augmentait la production, ains que I’lIL-b et le TNF-
a, dont I’ augmentation a été démontrée par d’ autres (Quan et al., 2001), sont majoritairement
produites par les macrophages lors d’une stimulation par le LPS. L’IFN-g peut étre aussi en
partie libéré par les macrophages (Fultzet al., 1993), mais il semble que les cellules NK et les
lymphocytes T en soient les sources principales. Lors d’ une stimulation au LPS, la production
d’ IFN-g est stimulée par d autres cytokines telles que I'1L-12, libérées par les macrophages et
les cellules dendritiques (Gerosa et al., 2002; Kambayashi et al., 2003). Ce résultat suggere
que toutes les fonctions macrophagiques ne sont pas stimulées par le SDR. Il est possible que
la fonction de médiateur de I'inflammation soit stimulée mais que la capacité a activer les
autres cellules immunitaires soit inhibée. Le dosage de I'IL-12 aurait permis de renforcer cette
hypothése. Malheureusement, les niveaux de production de I'lL-12 dans les surnageants de

culture étaient indétectables (2°™ chapitre).

ll.  Absence de déviation versun profil Th2

Les données de la littérature ne permettent pas de déterminer s I'induction d’un profil pro-
inflammatoire par le stress et I'orientation des lymphocytes vers un profil Th2 sont des

phénoménes concomitants et s'ils sont indépendants I'un de I’autre. Or I'interrelation entre
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Figure 9: Effets du SDR sur la réactivité inflammatoire et I’orientation
Th1l/Th2 des splénocytes.

Arguments en faveur d une augmentation de la réactivité inflammatoire et de I’ orientation vers un
profil Thl ou Th2.
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cytokines Thl/Th2 d'une part et pro- / anti-inflammatoire d’ autre part est complexe.
L’induction d une réponse de type Thl semble nécessiter la présence de certaines cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNF-a (Hering et al., 2002; Tanigawa et al., 2000).
Réciproguement, une réponse de type Thl induit la libération de cytokines inflammatoires. En
produisant de I'IFN-g, les lymphocytes stimulent les monocytes /macrophages et
potentialisent la production d'IL-1, de TNF-a et d'IL-6 en réponse a un stimulus bactérien
(Kovalovsky et al., 2000; Trinchieri, 1997). Cependant, lors des réponses allergiques,
I"inflammation peut aussi étre associée a un profil de type Th2 puisque les principales
cytokines impliguées dans I'inflammation d’ origine allergique sont I'lL-4, I'IL-5, I'IL-9 et
I"IL-13 (Romagnani, 2001).

L’ apparition de résistance aux glucocorticoides permettait de soupconner que le SDR n' aurait
pas d effet pro-Th2. En effet, puisque les glucocorticoides favorisent une orientation de la
production de cytokines vers un profil de type Th2 (Daynes and Araneo, 1989; DeKruyff et
al., 1998; Ramirez et al., 1996), la résistance des splénocytes aux glucocorticoides devait
limiter I'influence Th2 des glucocorticoides libérés lors des sessions de stress. Comme
attendu, nous avons montré gque la diminution de sensibilité aux glucocorticoides résulte en
une moindre inhibition de la production d' IFN-g mais n’ affecte pas celle d’ IL-10 (2°™ et 5
chapitres). Le SDR diminue donc la capacité des glucocorticoides a induire (ou a entretenir)

une production de cytokines par les splénocytes orientée vers un profil Th2.

Le profil Thl / Th2 des splénocytes a été étudié au 2™ chapitre. La production de cytokines
de type 1 et 2 a été mesurée apres stimulation par un mitogene spécifique des lymphocytes T.
Nous avons montré que le SDR favorise la production de la cytokine de type 1, IFN-g, par les
lymphocytes et n’ affecte que tres peu la production d’IL-10. En revanche, elle augmente auss
la libération de la cytokine Th2, IL-6. L’ augmentation ssimultanée de I'IL-6 et de I'lFN-g ne
permet pas de conclure a une dominance du Thl ou du Th2. De plus, toutes les sources de
cytokines interviennent dans la régulation de la balance Thl/Th2. Puisque la production
d’ IFN-g est augmentée dans les surnageants stimulés a la concanavaline A, mais diminuée
dans ceux stimulés au LPS, il est impossible de savoir si la production d’'IFN-g serait au final
augmentée ou diminuée en réponse a un pathogene. Le SDR ne modifie donc pas la balance
Th1/Th2 (Fig. 9). de Groot et a. (2002) et Bartolomucci et a. (2001) ont trouvé que le stress
socia chez la souris diminue de la production de cytokines Th2 et n’affecte pas celle de

cytokines Thl. Cependant, en accord avec nos résultats, il n’est pas possible de conclure a un
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shift Thl dans I’étude de de Groot car les deux classes d’anticorps 1gG2a et 1gGl se

trouvaient simultanément diminuées par le stress social.

L’ étude menée au 2™ chapitre concernait la réponse polyclonale des cellules de la rate en
réponse a un mitogene. L’ étude de I’ orientation de la réponse immunitaire vers un profil de
type 1 ou 2 est plus pertinente dans le cadre d’ une réponse spécifique a un antigéne. Chez des
souris infectées par le BCG, le SDR n’induit pas non plus de biais vers un profil Thl ou Th2

en réponse a la tuberculine (3*™ chapitre).

En conclusion, nous avons pu montrer que la défaite sociale répétée n'oriente pas les
splénocytes vers un profil Th2. Le role de I'effet pro-inflammatoire du SDR dans I’ absence

d orientation Th2 est a approfondir.
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Quelles sont les consequences de la défaite sociale (SDR) sur

|a résistance a une infection par le BCG ?

l. Conséquences du SDR sur uneinfection au BCG

A. Résultats attendus

Une application du SDR de fagon concomitante avec I’'injection de BCG aurait probablement
diminué la résistance a la bactérie. Immédiatement aprés une injection de BCG, |’ organisme
développe une réponse inflammatoire similaire a ce qui peut étre observé aprés une injection
de LPS. Les données de la littérature indiquent que le SDR dérégule la réponse inflammatoire
et favorise les chocs endotoxiques (Quan et al., 2001). Sheridan et al. ont éudié les effets
d’une procédure de stress socia chronique assez similaire au SDR sur la réponse au virus de
la grippe. Dans cette étude, les animaux ont été infectés par voie intra-nasale pendant la
procédure de stress. Le stress induit une réponse inflammatoire pulmonaire disproportionnée
et accroit la mortalité (Sheridanet al., 2000). 1l est probable que le SDR aurait aussi augmenté
la réponse inflammatoire systémique au BCG. De plus, la survenue d’un stress au moment de
la premiére rencontre avec |’ antigéne inhibe généralement la réponse primaire. Le SDR aurait
donc probablement retardé le développement de I'immunité anti-BCG. Notre objectif n’était
pas d’ observer un emballement de la réponse inflammatoire ni une inhibition de I’ initiation de
la réponse primaire, mais d’ observer les effets sur la balance Th/Th2 d'un stress survenant
lorsgue la réponse spécifigue anti-BCG est déja amorcée. Pour cette raison, le stress de défaite
sociale n'a pas été appliqué de fagon concomitante a I'injection de BCG mais 11 jours plus

tard, bien apres le pic de la réponse inflammatoire systémique induite par I’ injection.

Les résultats du chapitre 2 ont permis de montrer que le SDR est capable de diminuer la
sensibilité des splénocytes aux glucocorticoides, de stimuler la réactivité pro-inflammatoire
des macrophages, et daccroitre la production d'IFN-g par les lymphocytes. Les
glucocorticoides ont été présentés comme les principaux responsables de la diminution de la
résistance aux mycobactéries lors d’un stress de contention chronique (Brown and Zwilling,

1994; Brown et al., 1995a). En favorisant le développement d’ une relative résistance aux
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glucocorticoides, le SDR devrait donc étre moins néfaste que le stress de contention. |l a de
plus été suggéré gue la résistance aux glucocorticoides au niveau tissulaire pourrait étre un
moyen de favoriser un déplacement vers le Thl et de favoriser la réponse contre les
mycobactéries (Rook et al., 2000). Les souches de souris BCG-sensibles semblent produire
avec difficulté des cytokines fondamentales pour une bonne immunité anti-BCG, telles que
I’lFN-g (Roch and Bach, 1991). En augmentant la production d'IFN-g par les lymphocytes T
(chapitre 2), le SDR pourrait favoriser la réponse anti-BCG. En revanche, I'IL-10 S oppose a
une bonne réponse contre les mycobactéries. Elle inhibe la production de cytokines Thi,
diminue I’ activité bactéricide des macrophages (Trinchieri, 1997) et des souris déficientes
pour le gene de I'lL-10 présentent une meilleure résistance aux mycobactéries (Murray and
Young, 1999). Le SDR augmente la production d'IL-10 par les macrophages en réponse au
LPS, mais cette augmentation n’est pas systématique et est de faible amplitude (chapitres 2, 3
et 5). Par contre, le SDR diminue la production d'IL-10 par les lymphocytes spléniques
(chapitre 2). Nous avons donc supposé que le SDR ne devait pas augmenter la susceptibilité
des souris Balb/c au BCG mais au contraire pourrait méme stimuler les splénocytes et

favoriser larésistance ala bactérie.

B. Effets du SDR sur les splénocytes de souris infectées par
le BCG

L es résultats du chapitre 3 montrent que la production d’'IL-6, d’'IL-10 et d'IFN-g en réponse a
la tuberculine est similaire chez les animaux stressés et témoins. Le SDR ne favorise pas
I"activation des lymphocytes spécifiques du BCG et ne les oriente pas vers un profil de type
Thl. Magré I'absence d effets sur les lymphocytes, le SDR aurait pu favoriser la résistance
au BCG en agissant directement sur les macrophages. En effet, nous avions supposé que le
SDR inhiberait moins la résistance au BCG que le stress de contention utilisé par |’ équipe de
Sheridan parce que les macrophages des souris stressées par le SDR sont moins sensibles aux
glucocorticoides. Or, lorsque nous avons cherché a vérifier que les splénocytes des souris du
groupe SDR présentaient bien une sensibilité diminuée, nous avons découvert que les
animaux infectés par le BCG présentaient la méme sensibilité aux glucocorticoides dans les
groupes SDR et témoin. Le seul effet du SDR que nous ayons retrouvé chez les animaux

infectés est une légére augmentation de production d’'IL-6 et d’'IL-10 en réponse au LPS. Les
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effets du SDR sur les macrophages semblent donc étre minimes chez des souris préal ablement
infectées par le BCG.

C. Effet du SDR sur la croissance bactérienne

Lors d' une premiére répétition, nous avions observé que plus le pelage des animaux était
détérioré par le stress, moins le nombre de CFU était élevé. Ces résultats laissaient donc
penser que le SDR favorise la résistance a la bactérie. Cependant, lors d' une seconde
répétition, la corrélation entre |’ état du pelage et le nombre de CFU n’a pas été retrouvee. Les
charges bactériennes similaires dans les groupes SDR et témoin sont en accord avec I’ absence
d effet du SDR sur les splénocytes.

En accord avec notre hypothese initiale, le SDR n’'a pas augmenté la susceptibilité des souris
au BCG. En revanche, il n'a pas non plus stimulé la réponse anti-BCG. Il n’a pas modifié
I’ orientation Th1/Th2 des lymphocytes spécifiques du BCG et n’a pas modifié la sensibilité
des splénocytes a la corticostérone. Cette absence d' effet du stress sur les cellules de la rate

contraste de fagon surprenante avec les résultats du chapitre 2.

ll.  Explications possibles de I’ absence d’ effet du SDR

A. L’'intensité du stress

Une premiére raison pouvant expliquer I’ absence d’ effet du SDR sur la résistance ala bactérie
est que le stress utilisé était trop «faible ». Cet argument est difficilement recevable puisque
le protocole de stress impose des sessions de stress longues (deux heures), induisant de
nombreuses blessures, et que ce stress est répété six jours. De plus, il a é&é montré dans
d autres laboratoires que la défaite sociale répétée peut avoir des conséguences dramatiques si
une infection par le virus de la grippe (Sheridanet al., 2000) ou une injection d une forte dose
de LPS (Quan et al., 2001) est appliquée pendant le stress. Dans les deux cas, le stress
augmente la mortalité par rapport aux animaux témoins. Dans certaines conditions, le SDR est
donc un stress suffissmment fort pour modifier la résistance a une stimulation inflammatoire
ou infectieuse. Il pourrait étre objecté que la procédure de stress telle qu’ elle a été reproduite
dans notre laboratoire était moins forte que celle utilisée par |’ équipe de Sheridan. Cependant,

les résultats du chapitre 2 montrent que la procédure que nous avons utilisée induit une forte
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réponse de la corticostérone et modifie clairement le fonctionnement des splénocytes a court
terme. Le suivi de I'é&at du pelage au cours des sessions de stress montre que les animaux se
sont effectivement battus et ont été blessés lors de I expérience présentée au chapitre 3. 1l est

donc peu plausible d expliquer |’ absence d’ effets par la « faiblesse » du stress infligé.

B. La cinétique des effets du SDR

Puisgue dans notre étude, le délai entre la fin du stress et |e sacrifice des animaux était de huit
jours, une deuxieme raison possible est que les effets du SDR sur la réponse anti-BCG ont pu
s exprimer immédiatement apres le SDR mais ont d§ja disparu au moment ou nous les avons
recherchés. Nous disposons de peu darguments pour discuter cette hypothése car nous
n'avons pas étudié la cinétique de disparition des effets du SDR. Cependant, nous avons
montré que tous les effets du SDR n'ont pas disparu au bout d'une semaine puisque
I” accroissement de la production d’'IL-6 par le SDR en réponse a une stimulation au LPS est
atténué mais toujours visible 8 jours apres la fin du stress (chapitre 3). D’aprés Avitsur
(2002), la résistance aux glucocorticoides S atténue avec le temps mais est encore tres nette
dix jours aprés I'arrét du stress chez les souris C57BI/6. Or la résistance n’a pas été retrouvée
chez les souris infectées par le BCG (chapitre 3). Cela laisse penser que la sensibilité aux

glucocorticoides n’ a pas été atérée chez ces animaux.

C. Une désensibilisation au stress due a lI'infection

Une derniére hypothese est que les souris infectées par le BCG sont moins sensibles au stress
gue les souris non infectées. Ces résultats étant inattendus, le protocole ne prévoyait pas de
prélevements de sang apres le SDR comme cela a été réalisé dans d autres expériences
(chapitres 2 et 5). Nous ne pouvons donc pas vérifier que I’amplitude de la réponse de I’ axe
corticotrope était différente chez les animaux infectés par le BCG en comparaison de celle

d animaux sains.

L'infection par le BCG aurait pu égadement désensibiliser non pas le systeme
neuroendocrinien mais le systéme immunitaire. Les conséquences d’un stress psychologique
ont toujours été éudiées sur un systéme immunitaire non stimulé ou bien en appliquant de
fagon presque simultanée les stimuli psychologiques et immuns. Les conséquences du stress

sur un systeme immunitaire déja activé sont mal connues. Le temps imparti a la thése ne nous
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a pas permis d’ approfondir ce point. Cependant des arguments permettant de discuter cette

hypothése seront exposés dans la partie suivante.
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Quelles sont les sources de variabilité dans les conséquences

Immunitaires de la défaite sociale ?

Une des premiéres constatations venant a |’esprit lorsque I'on parcourt la littérature
concernant les effets sur I'immunité du stress social (et de fagcon plus générale de tous les
types de stress) est |'extréme variabilité de ces effets, alant parfois jusqu’a des résultats
contradictoires d’une étude a I’ autre. Nous avons vu que le fait de différencier lors du stress
social les animaux victorieux des animaux perdants permet de lever une partie de ces
contradictions. Cependant, la variabilité demeure forte au sein méme d’un modée tel que le
SDR. Pourtant, la procédure a été standardisée le plus possible, que ce soit en terme de durée,
de fréquence et de nature du stress (pas de victoires possibles). De plus, la méme souche de
souris consanguines a éé systématiqguement utilisée, et les animaux expérimentaux

présentaient tous a peu pres le méme &ge d’' une expérience a |’ autre (entre deux et trois mois).

Nous avons cherché a déterminer si I’ histoire de I’individu pouvait influencer la réponse au
stress. L’ histoire sociale et I histoire immunitaire de I’individu ont été abordées. L’intensité
des combats et des blessures variant beaucoup d’un individu a I’ autre et d’une cage a |’ autre,
NouUs nous sommes ensuite intéressé a la variabilité du facteur de stress, en éudiant

I"importance de I’ intensité des combats sur la réponse immunitaire a la défaite.

l. L' histoire de I'individu

A. Importance du statut social

Les résultats du chapitre 4 montrent que I” histoire sociale de I’ individu peut intervenir comme
source de variabilité lors du SDR. En effet, seuls les dominants présentaient un accroissement
significatif de la prolifération des splénocytes en réponse au LPS et ils éaient
significativement plus blessés que les dominés (tableau 4). Les dominants semblent donc plus
affectés par le SDR que les dominés. Ce résultat est en accord avec une étude concernant les
effets de la défaite sociale chronique sur la susceptibilité au virus de la grippe. Dans cette

étude, la mortalité éait significativement accrue par le stress. Alors que 48% des dominés
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stresses succombaient au virus, les déces atteignaient 86% parmi les dominants (Sheridan et
al., 2000).

Tableau 4 : Conséquences endocriniennes et immunitaires de la défaite sociae. Influence

des combats et du statut social initia (synthese des résultats de la thése).

Défaite avec Défaite avec combats Influence du

combats (SDR) limités (M SS) statut social lors
dela défaite

Blessures AP . oui
Activité endocrinienne:
Corticostérone e ” non
I L-6 plasmatique A7 . -
Réactivitéinflammatoire: _
Prolifération (stim. LPS) 2 - oul
Production d'IL-6 (stim. LPS) 7 = non
Sensibilité aux GCs A" = non
Fonctions lymphocytes T :

Prolifération (stim. Con A)
Balance Thl/Th2 = - non
Immunité spécifique (stim. tuber.) = - -

| &

Résistance au BCG = - -

Il est connu que, lorsque I’on introduit un intrus dans un groupe de rongeurs, il est tres
rapidement attagué par le dominant mais beaucoup moins fréguemment par les
dominés (Blanchard et al., 1988; Haemisch et al., 1994). 1l est donc possible que pendant les
sessions de SDR, les dominants tentent au début de répondre aux attaques de I’intrus et soient
de ce fait plus agresseés et plus blessés que les dominés. La sévérité des combats, plus forte
chez les dominants, pourrait expliquer les différences de conséguences immunitaires entre
dominants et dominés. Bartolomucci et al. ont avancé une autre explication (2001). Selon eux,
la« signification» de la défaite est beaucoup plus grave pour les dominants, et entraine de ce
fait un stress psychologique supérieur a celui des dominés. Dans leur étude, la procédure
d’intrus-résident utilisée permet la formation de quatre catégories d' animaux : les résidents
dominants, les résidents dominés, les intrus dominants et les intrus dominés. Résident et intrus
sont la majorité du temps séparés par une grille, empéchant ains les combats. Seuls les
résidents dominés présentent une production altérée de cytokines. Les auteurs suggerent que

le stress psychologique est peut-étre plus fort dans cette catégorie d animaux parce qu’ils sont
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les seuls a perdre la possession de leur territoire. De fagcon similaire, lors du SDR, les dominés
subissent un stress important parce qu’ils sont exposés aux attaques de I’intrus, mais le stress
n’a pour conséquence finale que de leur imposer un nouveau male dominant. En revanche, le

dominant subit non seulement les attagques mais il perd auss sa position de dominant.

Le statut social n’'est cependant pas I’ unique facteur de I’ histoire sociale capable de modifier
I’amplitude des effets de la défaite sociale. Ainsi, des individus ayant vécu isolés depuis le
sevrage semblent développer une résistance aux glucocorticoides plus forte que des animaux
logés en groupe. Un stress social récent (formation d’un nouveau groupe une Semaine

auparavant) semble elle auss accroitre les effets du SDR (Avitsur et al., 2003).

B. Importance de I’état d’activation du systeme immunitaire

1) Etudes in vivo

Influence d’un challenge inflammatoire antérieur

Un stimulus inflammatoire peut diminuer la libération de cytokines inflammatoires en
réponse a un nouveau stress de nature immune. Nagano et a. (1999) ont montré que des
injections répétées de LPS diminuent la production ultérieure d'IL-1 et de TNF-a en réponse
aune nouvelle injection de LPS. Harbuz et a. (2002) rapportent que I’induction d’ une arthrite
par I'injection d adjuvant est diminuée chez des rats ayant subit un challenge au LPS trois
semaines auparavant. A notre connaissance, aucune éude n’'avait éudié les consequences

d’ une activation immune antérieure sur la réponse inflammatoire a un stress psychologique.

L’ éude menée au chapitre 6 avait pour objectif de déterminer si un stimulus inflammatoire
peut interagir avec la réponse a un stress psychologique ultérieur. Un modéle plus simple que
I"interaction BCG - SDR a été utilise. L’effet d'une injection préalable de LPS a été observé
sur des souris exposées a quatre heures de contention. Les résultats montrent que la libération
plasmatique d'IL-1b est inhibée par le prétraitement. Cet effet n'est pas d0 a une
désensibilisation de I’axe corticotrope par le LPS puisque le prétraitement n'altere pas la
réponse de I’ACTH et de la corticostérone a la contention. En revanche, le traitement au LPS
ne s est pas opposé al’ effet du stress sur la production d'IL-6 et d’IL-10 par les splénocytes.
Cette éude montre qu'un stimulus inflammatoire peut modifier la réactivité a un stress

psychologique. Cependant, cette désensibilisation ne s exprime pas pour toutes les variables
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mesurées. Entre autres, elle montre qu’ une réponse inflammatoire systémique ancienne d’ une

semaine ne désensibilise pas les splénocytes au stress psychologique.

Ce résultat semble contredire I hypothese formulée & la fin du chapitre précédent, ou il était
suggéré que la stimulation des cellules de la rate par le BCG pouvait avoir diminué leur
sensibilité aux effets du SDR. Cependant, I'effet du BCG sur les splénocytes est beaucoup
plus complexe que celui du LPS. De plus, dans le cas de I’ expérience avec BCG, le BCG éait
encore présent dans la rate au moment du stress, alors que dans le cas de I’ étude ci-dessus, les
effets du LPS sur la rate éaient d§ja atténués par le temps. Afin de préciser les effets du
prétraitement au LPS, une éude faisant varier I'intervale entre le prétraitement et le stress

devrait étre réaisée.

Influence d’un challenge antigénique antérieur

De facon similaire, trés peu de données permettent de déterminer si I’ activation préalable des
lymphocytes est en mesure de diminuer leur sensibilité ultérieure au stress. La vaccination
contre un antigéne est un moyen d’ activer spécifiqguement les lymphocytes spécifiques de cet
antigéne. L’ application quasi-simultanée de chocs éectriques inhibe la réponse spécifique a
cet antigene (Kusnecov and Rabin, 1993; Moynihanet al., 1990). En revanche, s le stress est
appliqué 1 a 5 jours apres la vaccination, la réponse spécifique a I'antigene n'est pas
supprimée aors que celle a des mitogénes polyclonaux I’est (Kusnecov and Rabin, 1993). Il
semble donc que les lymphocytes spécifiques de I’antigéne, activés par |’immunisation
préaable, soient devenus insensibles au stress alors que les autres lymphocytes soient restés
sensibles a I effet suppressif du stress. Les auteurs de cette étude ont propose que seuls les
lymphocytes naifs sont sensibles au stress mais pas les cellules mémoires. Or les lymphocytes
mémoires peuvent aussi étre affectés par le stress puisgu’ un stress de contention chronique est
capable d'inhiber les lymphocytes T cytotoxiques mémoires dirigés contre un herpes virus
chez des souris ayant été vaccinées contre ce virus 4 a 6 semaines auparavant (Wonnacott and
Bonneau, 2002).

Finalement, il est possible que le stress soit capable d affecter a la fois les lymphocytes naifs
et mémoires, mais quand ceux-ci ne sont pas activés. Ceci expliquerait qu’ un stress appliqué
de facon simultanée avec I’infection, ou lorsgue I'infection est dormante soit capable
d’inhiber la réponse spécifique contre le pathogéne, mais que le stress soit moins efficace sur
des lymphocytes effecteurs, d§ja engagés dans la réponse contre |’ antigene.
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2) Etudes in vitro
Un certain nombre d' éudes in vitro viennent appuyer |'hypothese selon laquelle les
glucocorticoides ou les catécholamines auraient des effets différents sur les cellules

immunitaires selon leur stade de différenciation et leur éat d’ activation.

L’influence pro-Th2 des « hormones du stress » dépend de I'état de maturation et

d’activation des cellules immunitaires

Lafonction de présentation de I’ antigéne par les cellules dendritiques est altérée différemment
selon que les glucocorticoides sont appliqués a des cellules dendritiques (DC) matures ou
immatures. In vitro, le traitement de DC avec du LPS permet leur maturation. Elles diminuent
alors leur activité de phagocytose et augmentent I’ expression de molécules de co-stimulation
(B7.1, B7.2 et CD40) et de molécules du CMH 11, qui vont permettre une stimulation efficace
des lymphocytes auxiliaires (Palucka and Banchereau, 1999). S I'on expose des DC
immatures a un traitement par de la dexaméthasone (DEXA) avant de les stimuler avec du
LPS, les cellules obtenues expriment moins de molécules du CMH |1 et de co-stimulation que
les cellules non traitées a la DEXA. Ces cellules induisent une prolifération réduite des
lymphocytes T lorsqu’elles leur présentent un antigene. Cette diminution de la prolifération
est due a une inhibition de la production de clones de type Thl mais pas de type Th2. En
revanche, s les DC sont traitées par la DEXA aprés la maturation par le LPS, aucun
changement phénotypique ou fonctionnel ne survient (Matyszak et al., 2000). Les
glucocorticoides ne pourraient donc altérer la fonction des cellules dendritiques qu’ en agissant
sur les cellules immatures, ¢’ est a dire sur des cellules qui n’ont pas encore été activées par un

signal de danger microbien.

Si la sensibilité des DC aux glucocorticoides varie de facon similaire in vivo, cela pourrait
expliquer I’ effet particulierement important du stress sur la réponse primaire a un antigéne. En
effet, seules les cellules dendritiques sont en mesure d'initier une réponse primaire, alors que
les macrophages et les lymphocytes B sont des CPA efficaces lors d’ une seconde rencontre
avec |’antigene (Palucka and Banchereau, 1999). Si un stress survient juste avant ou au
moment d’ une primoinfection, les cellules dendritiques sont susceptibles d’ étre exposées aux
glucocorticoides circulants avant d entrer en contact avec le pathogéne. Le stress pourrait
alors inhiber fortement leur capacité a initier la réponse primaire, mettant en danger la survie

de I'organisme. En revanche, s le stress survient aprés la stimulation des DC par le
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pathogene, les glucocorticoides ne peuvent plus altérer le fonctionnement des cellules
dendritiques. Si le stress survient de fagcon concomitante a une infection secondaire, méme s
les cellules dendritiques sont inhibées, les cellules mémoires pourraient étre activées par

d'autres CPA, ce qui minimiserait les conséguences du stress.

Glucocorticoides et catécholamines peuvent encore exercer un effet pro-Th2 en agissant non
sur les CPA mais directement sur les lymphocytes. Or I'influence des catécholamines sur les
lymphocytes Th dépend de leur stade de différenciation et de leur état d’ activation. In vitro, la
présence de noradrénaline au moment de la présentation antigénique a des lymphocytes T
CD4 naifs génére des cellules Thl (Swansonet al., 2001). S les catécholamines sont gjoutées
sur des cellules qui viennent de se différencier en Thl ou Th2, elles n’ont aucun effet (Ramer-
Quinn et al.,, 2000). Sur des celules Th plus anciennes (présentant probablement un
phénotype mémoire), les catécholamines inhibent les clones de type Thl (Ramer-Quinn et al.,
1997). Ces résultats appuient |I"hypothese selon laguelle le stress serait inefficace sur des
lymphocytes activés. Cela permettrait d’ expliquer pourquoi le SDR n’a pas atéré la balance
Th1/Th2 de la réponse anti-BCG dans notre étude, alors que le profil Th des celules
meémoires de souris présentant une infection mycobactérienne dormante peut étre affecté par

un stress de contention (Howard and Zwilling, 1999).

La sensibilité des macrophages aux catécholamines dépend de leur état d’activation

L’ équipe de Zwilling et Lafuse a montré que I’ effet des catécholamines sur les macrophages
dépend de leur état d' activation. Lorsgue des macrophages non activés issus de souris saines
sont traités avec des catécholamines puis infectés avec Mycobacterium Avium, ils présentent
une activité antimicrobienne accrue en produisant plus d’ oxyde nitrique et d'ion superoxide
que des macrophages non prétraités (Weatherby et al., 2003). S les macrophages ont éé
activés préalablement par de I’ IlFN-g ou des mycobactéries, I’ gjout d’ épinéphrine stimule alors
la production d’11-10, inhibe celle de NO, et diminue la capacité des macrophages a tuer les
mycobactéries (Boomershine et al., 1999; Chen et al., 1999). Des récepteurs différents sont
impliqués dans les deux situations. Dans le cas des macrophages non-actives, |’ effet stimulant
est permis par les récepteurs a2 (Weatherby et al., 2003). Dans le cas des macrophages dga
activeés, la suppression passe par laliaison a des récepteurs adrénergiques b2 (Boomershine et

al.,, 1999; Chen et al., 1999). Ainsi, la présence de catécholamines avant I'infection
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bactérienne stimulerait les macrophages, alors qu’ une application sur des macrophages d§a

activés aurait |’ effet inverse.

ll.  Lacomposante physique du stress social

A. Conséquences immunitaires des stress psychologiques et

des stress « mixtes »

1) Importance de la composante physique lors du stress social
Le stress social est un stress de nature mixte. || comporte une composante psychologique
évidente mais aussi une composante physique importante, lié aux combats. Afin de vérifier le
réle des combats dans |’ apparition de I’ éat pro-inflammatoire associé au SDR, nous avons
comparé les conseguences de deux stress sociaux, |’un permettant les combats et |’ autre les
empéchant, créant ainsi deux situations contrastées en termes de blessures (5°™ chapitre). Les
deux stress utilisés (SDR et MSS) étaient comparables en terme de signification éthologique
(une défaite imposée sur le territoire des animaux expérimentaux par un mae étranger), de
durée (deux heures) et de fréquence (six sessions de stress). Par contre, la séparation des
résidents de I'intrus par une cage grillagée immédiatement aprés que I’intrus ait soumis tous

les résidents permettait de limiter les combats dans la procédure M SS.

Les conséquences de chacune des procédures sont résumée dans le tableau 4. Les deux
procédures ont augmenté les concentrations plasmatiques de la corticostérone et de I'lL-6
apres la premiére session de stress, témoignant d'une réponse de stress dans les deux
situations. L’ accroissement de la production d’IL-6 par les cellules spléniques et la diminution
de leur sensibilité aux glucocorticoides ne sont apparus que dans le cas du SDR, aors que le
stress ou les blessures et I activité physique liées aux combats éaient limitées (MSS) n’a pas
affecté les splénocytes. Les résultats de cette étude montrent que les combats sont nécessaires

al’apparition d'un état pro-inflammatoire lors du stress social.

2) Données de la littérature
Le stress sociad n'est pas le seul stress utilisé en laboratoire a présenter une composante
physique importante. Par exemple, les chocs éectriques induisent des brdlures, et le stress

d immobilisation utilisé fréquemment chez le rat implique une fixation rigide des membres et
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de la queue. En revanche, I’ exposition a un bruit ou une odeur peut étre considérée comme un
stress purement psychologique. Le stress de contention, qui consiste a laisser |I’animal dans un
tube qui ne le serre pas mais réduit son activité locomotrice est auss un stress qui respecte

I"intégrité physique de I’animal tant qu’il est suffisamment court.

Les études sur I'importance de la composante physique du stress social étant assez rares, nous
avons tenté d’ étendre notre recherche a d’ autres types de stress. Tres peu d études se sont
attachées a dissocier les effets purement psychologiques d’ un stress de ceux dus aux atteintes
somatiques associées. La comparaison des différents types de stress utilisés dans différentes
études suggére qu'un état pro-inflammatoire apparait généralement suite a des stress
« mixtes ». En effet, une session de chocs éectriques ou I'immobilisation chronique sont,
comme le SDR, en mesure d’ accroitre la production de cytokines inflammatoires en réponse a
une injection de LPS (Johnson et al., 2002; Mekaouche et al., 1994; Moraska et al., 2002;
O'Connor et al., 2003). Une contention de quatre heures augmente la production d’IL-6 par
les splénocytes stimulés in vitro avec du LPS (chapitre 6). En revanche, apres un stress de
contention de 15 minutes dans un tube, la réponse inflammatoire a une injection de LPS est au

contraire diminuée (Goujonet al., 1995).

L’ accroissement de la réponse inflammatoire par le stress est parfois associé a une diminution
de la sensihilité des cellules immunitaires aux hormones de I'axe corticotrope. Chocs
électriques et stress social induisent une résistance aux glucocorticoides (O'Connor et al.,
2003; Stark et al., 2001). Mais des stress qui n’induisent pas d’ atteinte physigue ou de douleur
comme |’exposition aigué a du bruit ou de la contention chronique ne modifient pas la
sensibilité des cellules spléniques aux glucocorticoides (Bauer et al., 2001; Sandi et al.,
1992).

Une étude menée chez le rat semble contredire notre hypothese et laisse penser que les
conséguences immunes d’un stress ne difféerent pas selon que le stress présente ou non une
composante physique. Les réponses endocriniennes et immunitaires d’ animaux exposes a des
chocs éectriques et d’animaux exposés a leur odeur mais ne subissant pas les chocs y étaient
comparées (Palermo-Neto et al., 2003). L’ augmentation de la corticostérone plasmatique était
supérieure dans le groupe exposé aux chocs mais les macrophages péritonéaux des deux
groupes présentaient des diminutions de I’ activité phagocytaire et des augmentations de la
production de H,O, comparables. Il est important de noter que les chocs électriques utilisés ici

étaient d’une intensité beaucoup plus faible (0.2 mA) que ceux utilisés dans les études citées
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précédemment (1.6-1.8 mA). Les brllures occasionnées par les chocs étaient probablement
tres superficielles voire inexistantes dans cette étude, minimisant ains I'importance de la

composante physique.

B. Mécanismes possibles de modulation de la réactivité

immunitaire par la composante physique du stress social

Les combats peuvent influencer la réponse au stress de plusieurs facons. D’une part, les
atteintse physiques peuvent augmenter le stress psychologique. D’ autre part, la composante
physique induit des stimuli absents lors d'un stress purement émotionnel. Un stress de nature
psychologique ne fait intervenir que des stimuli sensoriels transmis par la vue, I’ouie ou
I’odorat. En revanche, les stress comportant une composante physique apportent en plus une
composante tactile qui peut étre douloureuse. |ls peuvent auss induire des |ésions tissulaires
et favoriser I'entrée de microorganismes dans le milieu intérieur, provoquant ains une
inflammation locale. Enfin, en induisant des réponses de fuite ou de combat, ces facteurs de
stress favorisent une activité physique intense. Douleur, inflammation locale et activité
physique entrainent des réponses périphériques et centrales spécifiques, pouvant se surajouter
a celles liées au stress psychologique. Au cours de cette thése, nous n’avons pas eu le temps
d éudier I'importance de ces différents facteurs sur la réactivité immunitaire. Nous alons
cependant tenter de présenter les différentes voies par lesquelles les combats associés au stress

peuvent moduler la réactivité immunitaire.

1) Modulation de I'intensité du stress psychologique
Chez I'homme, un stress physiqgue n'est pas nécessaire pour induire un état pro-
inflammatoire. Par exemple, le stress des examens ou le fait de s occuper d’ un proche atteint
de démence diminuent la sensibilité des lymphocytes sanguins au cortisol (Bauer et al., 2000;
Sauer et al., 1995). Il est donc possible qu’un état de résistance n’ apparaisse qu’'a partir d’un
certain seuil d’intensité du stress psychologique, et que la composante physique n’intervienne

gu’ en augmentant ce stress psychologique.

Chez I'animal, il est difficile de dissocier la composante émotionnelle de la composante
physique du stress, I’ une augmentant souvent avec |’ autre. Nous ne disposons pas de données
concernant le réle de I'intensité du stress émotionnel dans I’ apparition de la résistance aux

glucocorticoides. En revanche, I'accroissement des effets du stress quand I'intensité et la
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durée du stress augmentent a été montré sur d'autres variables immunitaires. Aing, la
suppression de la prolifération lymphocytaire par les chocs éectriques ou I'immobilisation
augmente avec le nombre de chocs ou avec la durée de la contention (Rinner et al., 1992;
Shurin et al., 1994). L’ étude menée au chapitre 5 montre que les animaux du groupe MSS ne
présentaient pas de résistance aux glucocorticoides. En paralléle, ces animaux présentaient
une réponse de I'lL-6 plasmatique plus faible que celle des animaux du groupe SDR,
suggérant que I’intensité du stress percu était plus faible que dans le groupe SDR. |l est donc
possible que la diminution de sensibilité aux glucocorticoides soit induite par un stress
psychologique d'intensité particulierement forte, tel que le SDR, mais n'apparaisse pas
lorsque I'intensité est plus faible, par exemple quand I’animal est menacé a distance mais ne
subit pas les attagues de I’ intrus.

2) Importance de l'activité physique
Différents marqueurs sanguins ont é&é comparés chez le rat aprés une session de chocs
électriques, de nage forcée ou de course volontaire dans une roue (Abel, 1994). Lactate et
glucose sanguins se trouvent augmentés et la teneur en CO, est diminuée dans les trois cas.
Seule I'amplitude des réponses varie légerement d’'un groupe a I’autre, indiquant que les
chocs électriques ou la nage forcée induisent des modifications métaboliques liées a une
activité physique. Or le réle de I'activité physique dans les répercussions immunitaires du

stress est généralement ignore.

Ceci est une erreur car I'activité physique est en mesure d'agir sur les mémes variables
immunitaires que le stress. Des rats disposant d’ une roue dans leur cage depuis huit semaines
présentent une diminution de la prolifération des lymphocytes mésentériques, une diminution
de la production d'IgM en réponse a une immunisation, et une production accrue de NO par
les splénocytes (Moraska et al., 2000). De plus, il devient de plus en plus évident que les
effets de I’ activité physique peuvent interagir avec la réactivité au stress. Ains, chez le rat,
I’activité physique réguliere empéche la suppression par les chocs éectriques de I’ activité
cytotoxique des cellules NK et de la réponse humorale a une vaccination (Avula et al., 2001;
Moraska and Fleshner, 2001).

Chez la souris Balb/c, I'activité physique permise par la présence d une roue pendant huit
semaines augmente la capacité des macrophages péritonéaux a produire de I’IL-1 en réponse a
une stimulation au LPS, stimule la prolifération des splénocytes en réponse a la concanavaline
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A, accroit leur production d’'IL-2 mais n’affecte pas celle d'IL-4 (Sugiura et al., 2002).
L’ activité physique chronique chez la souris permettrait donc d’ augmenter la production de
cytokines Thl ou pro-inflammatoires au dépend des cytokines Th2. La chronicité de
I’exercice ne semble pas nécessaire pour induire un état pro-inflammatoire puisque chez
I"homme, un exercice physique bref augmente la production in vitro d’'IL-1 et d'IFN-g et
n' affecte pas celle d'IL-4 par les cellules sanguines aprés stimulation a la concanavaline A
(Moyna et al., 1996). Il est donc possible que I’ activité musculaire fournie par les animaux

lors des combats soit pour partie responsable des effets pro-inflammatoires du stress.

3) Importance des blessures
Un autre facteur important, mais cette fois-ci plus particulier au stress socia, est la présence
de blessures. Les blessures pourraient favoriser I’ effet pro-inflammatoire du stress. En effet,
de Groot et a (2002) ont rapporté que le stress socia désequilibrait la production de cytokines
en diminuant la production d'IL-4 et d'IL-10 sans altérer celle d’'IFN-g et d’'IL-2 uniquement
chez les animaux blessés. Les animaux intacts ne différaient pas des témoins. Dans une étude
utilisant le SDR, il a été montré que la résistance aux glucocorticoides ne survenait que chez
les animaux blessés (Avitsur et al., 2001). Cependant, dans ces études, les blessures éaient
observées a posteriori et un lien de causalité entre la présence de blessures et |’ apparition de la

résistance ne peut étre établi avec certitude.

Les blessures pourraient influencer la réponse au stress soit en augmentant le stress
psychologique, soit en induisant une activation directe du systeme immunitaire au niveau des
blessures cutanées. Le fait que nous n’ayons pas retrouve d'I1L-6 plasmatique au lendemain de
la derniere session de SDR suggére que la réponse inflammatoire induite au niveau des
blessures reste relativement localisée. Mais un faible nombre de bactéries pourrait peut-étre
passer dans la circulation sanguine, pour étre finalement «filtré » et retenu au niveau de la
rate. Or un pré-traitement avec de tres faibles doses de LPS est capable de potentialiser
fortement la production de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages en réponse a un
second challenge au LPS (Hirohashi and Morrison, 1996). Ainsi, le passage de quelques
bactéries via les blessures pourrait jouer un réle dans la potentiaisation de la réactivité

inflammatoire lors du SDR.
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Ces travaux de these nous ont permis de montrer que |’environnement social modifie la
réponse immunitaire. En conditions stables, il influence la réactivité des systemes
neuroendocrinien et immunitaire au travers du statut social. En conditions d'instabilité
sociae, il est source de stress et affecte I'immunité. De plus, hous avons vu que la réponse a
un stress socia est modulée par le statut socia de I’animal déterminé avant la survenue du

stress.

Nous avons aussi mis en évidence I’ influence de facteurs peu étudiés jusqu’ici qui modulent
la facon dont I’ organisme répond aux stimulations de |’ environnement. Ces facteurs sont liés
d' une part a I’histoire de I’individu, d’autre part a la nature du facteur de stress. D’ aprés nos
travaux, |"histoire individuelle récente est capable de modifier la réactivité comportementale
(selon son statut socia, un individu attirera plus ou moins les attaques de I’intrus) ou
immunitaire (un épisode inflammatoire récent modifie la réponse inflammatoire systémique a
un stress de contention). Nous avons aussi montré I'importance d’ une caractéristique propre
au facteur de stress, généralement ignorée dans les études traitant des conséquences
physiologiques du stress, qui est la composante physique associée au stress (un stress social

sans combats ni blessures N’ augmente pas la réactivité inflammatoire des splénocytes).

Les données de la littérature indiquent que le stress peut faire pencher la balance Th1/Th2
vers un profil Th2 et peut avoir un effet pro-inflammatoire. Dans le cas du stress socia, nous
avons montré que seul I’ effet pro-inflammatoire s exprimait. Cela suggere que les effets pro-
inflammatoires et pro-Th2 du stress ne vont pas nécessairement de paire. La compréhension
des conséquences immunitaires du stress serait probablement améliorée s I’on comprenait
guelles sont les caractéristiques des facteurs de stress responsables de I'un ou I’autre de ces
effets. Celaimpliquerait de proposer une classification des facteurs de stress selon un certain
nombre de critéres qu’il faudra définir. Le critere «temps » est utilisé de longue date (notion
de stress aigu ou chronique). Nous avons montré que, dans le cadre du stress socid, la
composante physique est fondamentale dans I’ apparition des altérations immunitaires. |l serait
pertinent d approfondir I’ éude de I’influence de la composante physique du stress, afin de
déterminer si son influence sur I'immunité est généralisable a d’ autres facteurs de stress. 1l est
possible que la composante physique ne joue un réle que parce qu’elle augmente I’intensité
du stress psychologique. Durant cette these, nous avons montré que |’utilisation des
concentrations plasmatiques de glucocorticoides n’ est pas toujours suffisante pour différencier

des stress d'intensité vraisemblablement différente. 1l faudrait donc définir des marqueurs
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physiologiques ou comportementaux permettant de mesurer plus précisément ce critere
« intensité » et de déterminer le seuil d’intensité conduisant a des répercussions immunitaires.
Enfin, des éudes mécanistiques pourraient peut-étre aider a déterminer s |'activation
préférentielle de tel ou tel systéme neuroendocrinien (par exemple le systeme sympathique)
est responsable de tel ou tel effet du stress (par exemple un profil pro-inflammatoire). I fut un
temps ou les facteurs de stress étaient décrits comme stress a dominante sympathique ou a
dominante corticotrope. Cette classification a été délaissée ces derniéres années sans que I’on
ait réellement exploré s elle pouvait étre pertinente en termes de répercussions immunitaires.
Or, il est probable que I’ effet pro-inflammatoire du stress soit plutét dd aux catécholamines
(ou a d’'autres neuromédiateurs moins étudiés tels que le CRH, le peptide intestinal vasoactif

VIP...) gu aux glucocorticoides.

Ces travaux nous ont aussi conduit a plusieurs conclusions et perspectives de recherche en
matiere de gestion des répercussions immunitaires du stress chez I’animal. Une premiere
attitude a adopter est certainement de type préventif. Cette prévention peut-étre faite au
niveau des facteurs de stress. La classification des stress selon des criteres déterminés comme
ci-dessus permettrait de déterminer, dans chague situation de stress rencontrée en élevage, sur
guelles caractéristiques du stress agir pour minimiser les répercussions immunitaires. Par
exemple, nous avons vu que chez la souris les répercussions immunitaires d' un stress social,
méme répété, sont minimisées s la composante physique introduite par les combats est
limitée. S'il en va de méme chez le porc, différentes méthodes de regroupement pourraient
étre testées (en jouant sur le poids, le sexe, le nombre total d'individus, le moment du
regroupement, le nombre de groupes d’ origine réunis, la compartimentation de la loge, etc) en
utilisant la fréquence des combats comme critére de sélection. Le probléme de cette approche

est qu’ elle reste ponctuelle et doit étre recommencée pour chaque facteur de stress étudié.

La prévention peut aussi étre faite au niveau de I’animal, en minimisant sa réactivité
emotionnelle au stress. Certains événements précoces dans la vie de I’animal, comme un
stress survenant dans la période périnatale, peuvent accroitre la réactivité ultérieure au stress.
Une attention particuliere pourrait étre portée aux conditions de gestation puis d’ élevage du
jeune, afin de minimiser la susceptibilité au stress a I’ége adulte. 1l est auss possible
d’influencer la réactivité de I’animal en jouant sur son environnement. Durant cette these,
nous avons pu voir que méme s les conditions de logement (ici les conditions sociales)

n'induisent pas une situation qualifiable de « stressante» (il est difficile de dire s, des
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dominants et des dominés, une catégorie est plus stressée que I’autre), elles modifient le

fonctionnement des systemes neuroendocrinien et immunitaire. Ceci montre que pour
améliorer le bien-étre animal, il est bien sir important de s’ intéresser aux situations de stress
aigu rencontrées en élevage, mais auss a |’environnement (physique et social) dans lequel
I’animal évolue tous les jours. Les recherches menées a ce sujet dans les especes d'intérét
agronomique se sont surtout penchées sur des criteres tels que lataille de I’ espace aloué et le
type de sol proposé. L’effet de I’ apport de litiere a été largement éudié chez le porc, d’ autres
facteurs environnementaux ont peut-étre été négligés. Par exemple, |’ environnement social
chez le jeune est un facteur important. On sait actuellement que I’ élevage des porcelets en box
de maternité conventionnel conduit a des combats plus violents lors d’un regroupement a
I’ &ge adulte que I’ éevage dans une salle de maternité ou plusieurs truies évoluent en liberté

avec leurs porcelets.

Une seconde possibilité consiste a rechercher des traitements minimisant les répercussions
immunitaires du stress. Ici encore, une approche pharmacologique serait nécessaire pour
savoir quelles hormones ou neuromeédiateurs sont impliqués dans les manifestations que |I’on
souhaite éviter. L’utilisation de traitements pharmacol ogiques en élevage a été explorée dans
les années quatre-vingt. Cette approche est peu satisfaisante parce gu’ elle est colteuse et pose
des problemes d’ acceptabilité par e consommateur. Une autre approche concerne le domaine
de I’'immunomodul ation. Certains facteurs nutritionnels sont soupconnés de moduler I’ activité
du systeme nerveux central (tryptophane et voie de la sérotoning) ou du systéme immunitaire
(acides gras polyinsaturés w3 et inflammation). L’efficacité d'une supplémentation de
I’ aimentation en ééments nutritionnels immunomodul ateurs aux périodes critiques de la vie

d un animal d’ élevage est un champ de recherche quasiment inexploré.
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ABREVIATIONS

Liste des Abréviations

ACTH Adénacorticotropine (adenocorticotropin hormone)

BCG Bacille de Calmette et Guérin. Souche atténuée de Mycobacterium bovis.
CBG Transcortine (Cortico-binding globuline)

CFU Colony forming unit

CMH | Complexe majeur d’ histocompatibilité de type |

CMH I Complexe majeur d histocompatibilité de type 11

ConA Concanavaline A, mitogéne polyclona des lymphocytes T

CPA Cellule présentatrice d’ antigene

CRH Corticolibérine (cortico-releasing hormone)

CRP Protéine C-réactive (C-reactive protein)

DC Cellule dendritique

DEXA Dexameéthasone (glucocorticoide de synthese)

DTH Réponse d' hypersensihilité retardée (delayed type hypersensitive)

GH Hormone de croissance (growth hormone)

GnRH Gonadotropine releasing hormone

GR Récepteur des glucocorticoides

HHS Axe hypothal amo-hypophyso-surrénalien

I0A Immunoglobuline A, sécrétées au niveau des muqueuses

1gG Immunoglobulines G, divisées en sous-classes de type 1 (1gG1), 2a (1gG2a)...
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IgE

IgM
IL-1 (-6 etc)
IFN-g
KLH
LAL
LPS
LT-a
NF-kB
NK

NO

NR
Nramp 1
PHA

PPD

SAL

SDR

T CD4 ouT4 Lymphocyte T porteur du marqueur membranaire CD4 (T auxiliaire)

Immunoglobulines E, produites lors des réactions allergiques
Immunoglobulines M, produites lors d’ une réponse primaire
Interleukine-, interleukine-6, etc

Interféron-g

Keyhole lymphet hemocyanin (protéine antigénique)

Lignée de souris alatence d’ attaque longue
Lipopolysaccharide

Lymphotoxine a

Facteur nucléaire kB (facteur de transcription)

Cellules tueuses naturelles (Natural Killer)

Oxyde nitrique

Porc de style adaptatif non résistant

ABREVIATIONS

Géne de la protéine 1 de résistance naturelle associée aux macrophages

Phytohémaglutinine A, mitogene polyclonal des lymphocytes T
Dériveé protéique purifié (Purified Protein derivative) ou tuberculine

Mitogene pokeweed, mitogene polyclonal des lymphocytesB et T

Porc de style adaptatif résistant
Lignée de souris alatence d’ attague courte

Social disruption stress

T CD8 ou T8 Lymphocyte T porteur du marqueur membranaire CD8 (T cytotoxique)
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ABREVIATIONS

TGF-b Facteur de croissance transformant b (transforming growth factor-b)
Th Lymphocyte T auxiliairesou T helper

Thl/Th2 Lymphocyte T auxiliaires de type 1 ou 2, produisant des cytokines de type 1
(IL-2, TNF, IFN-g) ou de type 2 (IL-4, IL-6, IL-10)

TNF-a Facteur de nécrose tumorale a (tumor necrosis factor a)

TSH Hormone thyréotrope
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Formations suivies pendant la these

Journées de formation :

Formation INSERM de deux jours «initiation a la prévention des risques professionnels en
laboratoire de recherche », 5-6/11/01. 16 h

Formation INSERM de deux jours d'initiation a la technique de cytométrie de flux, 18-
19/09/01. 16 h

Formation ABIES « L'aprés-thése ou bien préparer son avenir professionnel », 11-13/03/03.
18h

Formations dipldmantes :

Cours d'immunologie générale et dimmunophysiologie des infections, Institut Pasteur, du
02/04/01 au 25/06/01. 450 h

Dipldme Universitaire du CESAM (Université Paris VI), modules « Méthodologie » et
« Statistiques appliquées alabiologie », année universitaire 2002-03. 100 h

Conférences/ séminaires :

Séminaire AGRI Bien-étre "Cognition animale”, 11/12/00. 5h
Séminaire AGRI Bien-étre " Sciences humaines et sociales', 05/12/01. 5h
Journées de la Recherche Porcine, 6-7/02/02. 12 h

Ecole d' éé « Neurobiologie of stress in health and disease », Elbe, Itaie, 4-10/05/02. 50h
Conférence internationale « Cytokines and the ageing brain », Arcachon, 2-3/06/02. 12h
Séminaire AGRI Bien-étre "Hédonisme et anhédonisme”, 25/09/02. 5h

Conférence internationale « Neuroendocrine-lmmune Interactions », San Feliu de Guixols,

Espagne, 5-10/10/02. 27h
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Journées de la Recherche Porcine, 4-6/02/03. 12 h

Total ; 728 h
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