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RESUME
Le leucotriéne By (LTB4) et le facteur d’activation plaquettaire (PAF)
permettent de réguler la migration des neutrophiles polymorphonucléaires (PMNs) et
I’extravasation plasmatique au site inflammatoire. Pour déterminer leurs contributions
respectives dans la régulation de la migration des PMNs au foyer inflammatoire, nous
avons étudié le role du PAF et du LTB, et leur effet potentiellement coopératif avec des
antagonistes sélectifs de ces deux médiateurs lipidiques dans un modele d’inflammation
dermique chez le rat. Les résultats montrent un effet inhibiteur additif des antagonistes du
LTB, et du PAF, lorsque utilisés de fagon concomitante, sur la migration des neutrophiles
induite par le PAF, le LTBy, ainsi que sur des médiateurs non-chimiquement apparentés
comme le C5,qesarg €t le facteur nécrosant des tumeurs (TNF-o), tout comme I’extravasation
plasmatique induite par le leucotriéne Dy, ce qui suggére un role régulateur des récepteurs
du LTBy, et du PAF dans la migration des PMNs au foyer inflammatoire.
Nous avons aussi étudié le role de ces médiateurs dans la régulation du traffic des
PMNss en réponse a une inflammation pulmonaire consécutive a I’injection intraveineuse de
billes de Séphadex. Les résultats appuient ’hypothese selon laquelle le PAF et le LTB4
jouent un rdle important dans I’accumulation des PMNs au foyer inflammatoire. En effet,
seule ’administration concomitante des antagonistes des récepteurs du LTB,4 et du PAF a
réduit de facon significative la migration des PMNs aux poumons.
Nos résultats ont contribué & élucider le rdle du LTB4 et du PAF dans la régulation

de I’extravasation des PMNss et de plasma au foyer inflammatoire.

Mots clés : inflammation dermique, inflammation pulmonaire, LTBy,

myéloperoxydase, neutrophiles polymorphonucléaires, oedéme, PAF, rats



SUMMARY

Leukotriene B; (LTB4) and platelet activating factor (PAF) can regulate the
trafficking of polymorphonuclear neutrophils (PMNs) and plasma extravasation at
inflammatory sites. To delineate the role of lipid mediators in regulating neutrophil
extravasation, we studied the effect of PAF and/or LTB, selective antagonists in dermal
inflammation induced by a variety of agonists. The results show that there is an additive
inhibitory effect when the two antagonists are used concomitantly on PMNs dermal
accumulation induced by PAF, LTB,4, ZAP and TNF-a as well as on plasma extravasation
induced by LTD,. These results support a regulatory role for PAF and LTB4 in regulating
PMN:s trafficking at inflammatory sites.

Next, we studied the regulatory role of lipid mediators in regulating PMNs
trafficking in response to pulmonary inflammation induced by intravenous injection of
Sephadex beads. The results show that a single administration of the drugs does not prevent
PMNs accumulation whereas the administration of the two antagonists of PAF and LTB4
concomitantly reduced significantly PMNs migration to the lung.

Our results contributed to elucidate the role of PAF and LTB4 in the regulation of

PMNs migration and the oedema formation at inflammatory sites.

Key words: dermal inflammation, pulmonary inflammation, LTB4, myeloperoxidase,

oedema, PAF, polymorphonuclear neutrophils, rats
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION



1. Réponse inflammatoire

1.1. Généralités

La réponse inflammatoire est un processus permettant la destruction mais aussi la
réparation tissulaire (Borregaard et al., 2005). Ce processus, faisant appel a I’'immunité
innée, implique les mécanismes de défense de 1’organisme contre les agents pathogénes.
Les cellules épithéliales de la peau et des muqueuses créent une barriére physique entre
I’intérieur sensible aux invasions et I’extérieur. Lorsqu’il y a un bris dans ces barriéres, les
neutrophiles polymorphonucléaires (PMNs pour polymorphonuclear neutrophils), premiers
leucocytes arrivés sur les lieux, permettent de limiter les dégits et de vaincre, sinon
d’atténuer l’infection par la dégranulation des granules azurophiles contenant la
myéloperoxydase et autres protéines antimicrobiennes (Tableau 1) (Scott et al., 2004). Les
PMNs seront ensuite remplacés par les macrophages, les lymphocytes et les fibroblastes

pour permettre la récupération du tissu atteint.

Les PMNs sont synthétisés par la moelle osseuse et s’y développent jusqu’a
maturité (Metcalf, 1993). Chez I’individu sain, les PMNs circulants dans le sang sont
normalement non actifs mais peuvent étre rapidement activés et recrutés au site
inflammatoire ce qui impliquera leur adhérence aux cellules endothéliales et leur migration
jusqu’au foyer inflammatoire par chimiotaxie (Figure 1) (Borregaard et al., 2005). Ainsi,
lorsque I’inflammation est causée par un agent pathogene, I’inflammation est généralement
contenue localement et la réponse inflammatoire permet de circonscrire le probléme en
éliminant 1’agent pathogéne (Cronstein and Weissmann, 1993). Cependant, lorsque

I’inflammation est la conséquence d’une pathologie chronique telle 1’arthrite rhumatoide
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(Abramson et al., 1983), les maladies inflammatoires du célon (Lampinen et al., 2005) ou
encore 1’asthme allergique (Poynter et al., 2006), la réponse inflammatoire est susceptible
de produire des effets indésirables liés a I’accumulation des leucocytes et I’extravasation
plasmatique, avec pour résultat I’apparition de douleur et la perte de fonction (Cronstein
and Weissmann, 1993). Ces effets indésirables sont souvent la conséquence de la libération
locale de médiateurs de I’inflammation, la génération de métabolites réactifs de I’oxygéne

et la libération du contenu des granules des PMNs.

Roulement
e ey ————— e
Déformation Chimiotaxie

Bactérie 's : Phagocytose

Apoptose {

Production de cytokines,

.. — (6P ) chimiokines, médiateurs
: (+%) lipidiques
L)
Mort de I’agent pathogéene
Figure 1. Représentation schématique du recrutement des PMNs au foyer infectieux,

traduit et modifié de van Eaden et al., 1999.

1.2. Roles des neutrophiles dans la réponse inflammatoire

1.2.1. Description générale du neutrophile

Les PMNs, aussi appelés simplement neutrophiles sont des cellules présentant un

diameétre de 10 & 12 pm qui possédent un noyau multilobé dont la chromatine, qui est
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grossiére et condensée, se situe en bordure de la membrane nucléaire (Figure 2) (Smith,
1994). Les PMNs sont essentiels dans la réponse inflammatoire innée mais jouent aussi un

role dans I’induction des dommages tissulaires dans plusieurs pathologies.

Figure 2. Représentation schématique d’un PMNSs neutrophile coloré au Giemsa-

Wright, tirée de (Roitt et al., 2002a).

Dans des conditions normales, les PMNs constituent de 50 a 70% des leucocytes
chez I’homme, tandis que chez le rat, les neutrophiles ne constituent que 25 a 30% des
leucocytes totaux circulants (Smith, 1994). Cependant méme dans cette proportion, le

neutrophile chez le rat joue un role essentiel dans la défense contre les pathogénes.

Une fois libérés de la moelle osseuse, les PMNSs circulent dans les vaisseaux
sanguins pour une période de 4 a 10 heures avant d’étre marginés et d’entrer dans le pool
tissulaire ou ils survivent de 1 a 2 jours (MacNee and Selby, 1990). Les neutrophiles
sénescents vont €tre €éliminés par les macrophages tissulaires, principalement au niveau
hépatique et rénal. Chez les humains, le pool de PMNs marginés est égal ou supérieur au

pool circulant et les deux pools s’échangent de fagon dynamique a un taux de 1,5 % par
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seconde pour combler les besoin de 1’organisme (Kuebler, 2005). Chez d’autres espéces
animales tel le lapin, les pools de neutrophiles circulants et marginés sont trouvés dans des
proportions similaires (Suwa et al., 2000). La margination est un phénoméne permettant
I’adhésion lache des neutrophiles a la paroi des cellules endothéliales. Il a été démontré
chez les humains que les neutrophiles marginés, lorsque recrutés pour combattre une

infection, possédent une capacité accrue de phagocytose de 32% (Steele et al., 1987).

Les neutrophiles contiennent 4 types de granules intracellulaires : azurophiles,
spécifiques, gélatinases et des vésicules de sécrétion (Tableau 1) (Moraes et al., 2006;
Borregaard et al., 1983). Les granules azurophiles contiennent de 1’élastase, des défensines,
de la myéloperoxydase, des enzymes protéolytiques et saccharolytiques capables de digérer
les protéines et oligosaccharides microbiens. La lactoferrine prive le microorganisme de ses
nutriments essentiels tandis que le lysozyme et la collagénase détruisent ’enveloppe de
I’agent pathogéne. L’élastase présente aussi des propriétés antimicrobiennes. Les
défensines sont de petits peptides cationiques hautement conservés et riches en résidus
cystéine, ce qui leur permet d’induire des pores dans la membrane des cellules bactériennes

et ainsi les détruire. Ces protéines constituent de 30 & 50 % des granules azurophiles.

La population de neutrophiles est trés hétérogene (van Eaden et al., 1999; Guthrie et
al., 1984a; Condliffe. A.M. et al., 1998). En effet, le neutrophile est majoritairement en
phase inactive (dormante) mais il peut aussi étre, en proportion plus faible, en phase active,
d’amorgage ou de sénescence. L.’amorgage des neutrophiles, processus appelé priming en
anglais, se définit comme étant la diminution réversible du seuil de réactivité cellulaire
occasionnée par ’exposition des neutrophiles & des concentrations sous-activatrices de
molécules proinflammatoires, contrairement a I’activation des neutrophiles qui se traduit

par le déclenchement immédiat de leur réponse (Pabst, 1994). Ainsi, la réponse des



7

neutrophiles amorcés a une stimulation subséquente par un agoniste soluble sera amplifiée.
Les agonistes pouvant induire 1’amorgage des neutrophiles sont les lipopolysaccharides
(LPS) bactériens (Cohn and Morse, 1960), les peptidoglycanes (Riveau et al., 1991), le
peptide N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine (fMLP) (Lew, 1989), le facteur
nécrosant des tumeurs-o. (TNF-a), D’interleukine (IL)-8 (Daniels et al., 1992) et le
leucotriene (LT) B4 (McDonald et al., 1993). Les briilures, le stress et ’activité physique
sont aussi des conditions associées a I’amorgage des neutrophiles (Bjerknes et al., 1990).
Lors de I'amorgage, la forme sphérique des neutrophiles a 1’état de dormance se modifie
pour présenter un gonflement unilatéral lorsqu’ils sont amorcés. Ce changement permet un

plus grand pouvoir d’agrégation et d’adhésion aux cellules endothéliales (Pabst, 1994).

Le neutrophile synthétise et sécréte des cytokines, des chimiokines, des hormones et
des facteurs lipidiques lorsqu’il est activé par le systtme immunitaire (Smith, 1994). Ces
médiateurs peuvent voir leurs actions amplifiées par une activité autocrine et paracrine des
cellules impliquées. De nombreux meédiateurs ont la capacité de moduler I’activité des
neutrophiles tant in vivo que in vitro (Figure 3). Parmis les facteurs relachés par les PMNs
activés, on trouve la prostaglandine (PG) E,, le TNF-q, le facteur d’activation plaquettaire
(PAF), le LTBy, le facteur de croissance des polynucléaires et des macrophages (GM-CSF),

I’IL-1, -2 et -8, mais cette liste est en constante évolution.

1.2.1.1. La maturation du neutrophile

Les neutrophiles issus de la moelle osseuse sont reldchés dans la circulation
sanguine a un rythme de 10'! cellules par jour (Metcalf, 1993; Hoffbrand and Petit, 1987).
Ce processus est principalement régulé par deux facteurs de croissance, le facteur de

croissance des polynucléaires (G-CSF) et le GM-CSF qui sont sécrétés par les monocytes et
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les fibroblastes et qui stimulent la prolifération et la différentiation des cellules précurseures
appelées myéloblastes. L’interleukine-6 (IL-6) aurait des activités similaires au G-CSF. La
maturation des granulocytes dépend de 1’action des facteurs de croissance mais aussi des
interleukines, I'IL-1, -3, -4, -5, -6 et -7 (Metcalf, 1989). Ainsi, ces deux facteurs de
croissance, G-CSF et GM-CSF, favorisent la granulopoiése, incluant les neutrophiles, les
éosinophiles, les basophiles et les macrophages. La figure 4 schématise la formation des
leucocytes et des plaquettes a partir des cellules souches de la moelle osseuse. La période
de différenciation et de maturation prend généralement entre 12 a 14 jours mais peut étre
réduite a de 3 a 4 jours en présence de certains facteurs, par exemple lors d’une infection

bactérienne (Pabst, 1994).

1.2.1.2. Roles des neutrophiles dans la réaction inflammatoire

Les mécanismes de signalisation intracellulaire du neutrophile permettent leur
chimiotaxie, I’assemblage de la F-actine, I’adhésion, I’agrégation, la dégranulation, la
phagocytose et aussi la production de métabolites réactifs de I’oxygéne (ROS, reactive

oxygen species) (van Eaden et al., 1999).

1.2.1.2.1. Chimiotaxie

L’activation du neutrophile en réponse a un gradient chimiotactique permet de le
diriger au site inflammatoire. Plusieurs médiateurs permettent 1’activation des neutrophiles
dont I'IL-8 (Kunkel et al., 1991), le LTB,4 (Ford-Hutchinson et al., 1980; Palmblad et al.,

1981), le PAF (Miyagawa et al., 1990), le fragment activé du complément 5a (C5a)
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Figure 3. Représentation schématique du développement des leucocytes et des
plaquettes & partir de cellules souches pluripotentes, modifié de (Roitt et al., 2002a).
Abréviations : BFU-E, unité de formation de I’érythrocyte; CFU, unité de formation de
colonie; CFU-GEMM, CFU se différenciant en granulocytes, érythrocytes, monocytes
ou mégacaryocytes; CFU-B, CFU se différenciant en basophile; CFU-Eo, CFU se
différenciant en €osinophile; CFU-GM, CFU se différenciant en granulocyte et en
monocyte; G-CSF, le facteur de croissance des polynucléaires; GM-CSF, le facteur de
croissance des polynucléaires et des macrophages; M-CSF, facteur de croissance des

macrophages; IL-3, interleukine-3; IL-5, interleukine-5.
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(Till and Ward, 1986), le facteur activant les neutrophiles (NAP), I’'IL-1 (Bevilacqua et al.,

1985;Galea-Lauri et al., 1993), le TNF-a (Galea-Lauri et al., 1993) et le fMLP (Liang et al.,

2001).

Tableau 2.  Médiateurs jouant un role dans 1’activation des neutrophiles et des cellules

endothéliales, traduit de (Albelda et al., 1994).

Cellules cibles

Agents activateurs Neutrophiles Cellules endothéliales
Cytokines TNF-a TNF-q, IL-1
IL-1 IL-4, INF-y
Chimiokines IL-8
MIP-2
Lipides LTB,
PAF
Autres C5a Thrombine, Histamine
fMLP H,0,, Bradykinine, LTC,

L’augmentation de calcium intracellulaire et I’assemblage de F-actine se produisent
rapidement a des concentrations faibles d’agoniste (10”° M) tandis que la dégranulation et le
relaichement de ROS ont lieu a des concentrations plus élevées d’agoniste (10%210° M), et

se déroulent de fagon plus tardive (Figure 4) (van Eaden et al., 1999).

L’actine, une protéine de 43 kDa, est la composante majeure des neutrophiles (van
Eaden et al., 1999). L’actine posséde deux états, le premier est globulaire monomérique (G-
actine) et I’autre est sous forme de polymére filamenteux (F-actine). Lorsque le PMN est
activé, la forme G-actine se polymérise en F-actine, et ce changement de conformation aide
a ’adhérence et a la déformation des neutrophiles permettant la transmigration a travers

I’endothélium.
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Figure 4. Représentation schématique des fonctions du neutrophile en réponse a un

stimulus inflammatoire, tirée de (van Eaden et al., 1999).

L’activation des MAP kinases (MAPK, pour protéines kinases activées par des
facteurs mitogénes) ERK, JNK et p38 survient rapidement apres 1’activation du neutrophile
(Wallach et al., 1999). Ces molécules de signalisation sont surtout connues pour leur effet
activateur de facteurs de transcription et de 1’expression génique, principalement de
I’expression des génes reliés a I’inflammation. JNK et p38 joueraient aussi un role dans la
régulation de ’expression de la sélectine-E, une molécule d’adhérence propre aux cellules
endothéliales (Read et al., 1997). La voie p38 MAPK est essentielle pour la chimiotaxie et
la migration des neutrophiles au foyer inflammatoire par 1’induction de 1’expression de
cytokines et molécules d’adhérence (Cara et al., 2001). Les MAPKs sont des
sérine/thréonine kinases qui possédent un motif Thr-X-Tyr conservé dans la boucle

d’activation du sous-domaine kinase VIII. La MAPK est phosphorylée par une kinase a
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double spécificité (thréonine/tyrosine), la MAPK-kinase (MKK ou MEK pour

MAPK/ERK-kinases). Les MKKs sont phosphorylées par les MAPK-kinase-kinase
(MAP3K). Les MAPK peuvent étre activées par divers agonistes se liant a des récepteurs a
activité tyrosine kinase ou a des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux
protéines-G. La MAPK p38 est activée par deux MKKs, soit les MKK3 et MKK6. La
MKKGS6 active toutes les isoformes de p38 tandis que la MKK3 active les isoformes o, y et

8. La MKK4, qui active la voie de JNK, active l'isoforme a de p38.

L’activation des neutrophiles entraine aussi la stimulation du complexe de
transcription NF-xB (Wallach et al., 1999). Ces protéines appartiennent a la famille NF-
kB/Rel car elles se lient & un domaine d’homologie Rel de I’ADN (Chen and Ghosh, 1999).
Ce domaine est aussi requis pour permettre I’homo- ou I’hétérodimérisation des protéines
de la famille des NF-xB. Le complexe NF-kB est composé de deux sous-unités, p65 et p50
(Finco and Baldwin, 1995). Son activation est régulée par un inhibiteur cytoplasmique,
IxB. La liaison des agonistes inflammatoires, par exemple le TNF-a, a son récepteur, induit
la phosphorylation d’IxB par sa kinase IKK (IkB kinase), ce qui conduit a sa dégradation
par le protéasome. NF-xB est ensuite transloquée au noyau pour augmenter 1’expression de

geénes inflammatoires et immuns.

1.2.1.2.2. Phagocytose

Tout comme le macrophage, le neutrophile est un phagocyte trés efficace
(Faurschou and Borregaard, 2003). Il présente a sa membrane plasmique des récepteurs de
la famille de 1’opsonine tel que des immunoglobulines de type G et le fragment C3b qui
reconnaissent directement la particule bactérienne. L’agent pathogéne est, par la suite,

internalisé€ par invagination de la membrane plasmique du neutrophile (Klebanoff, 1992).
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Les granules azurophiles cytosoliques fusionnent avec les membranes plasmiques
invaginées pour former un phagolysosome dans lequel ils peuvent relacher les enzymes
protéolytiques et pro-oxydantes dont la MPO, I’élastase, les défensines, les lysosymes et
I’azurocidine, servant a détruire le micro-organisme (Faurschou and Borregaard, 2003). La
destruction compléte des agents pathogénes s’achéve lors de la fusion des granules
azurophiles avec les phagosomes. Par contre, lorsque 1’agent pathogéne est beaucoup plus
gros que la taille du neutrophile, il ne peut y avoir formation d’un phagosome donc le

contenu des granules cytosoliques est déversé directement dans le milieu extracellulaire.

1.3. Médiateurs de ’inflammation

Les médiateurs chimiotactiques des leucocytes peuvent étre libérés localement ou
encore €tre attachés a la surface endothéliale. Par exemple, les cytokines TNF-a et IL-1B
(Cybulsky et al., 1988), les chimiokines IL-8 (Sheron and Williams, 1992) et NAP-2
(Wirthmueller et al., 1991), et les médiateurs lipidiques, LTB4 (Borgeat and Naccache,
1990) et PAF (Camussi et al., 1990) sont libérés localement. A ’opposé, I’IL-8 (Rot,
1992), le PAF (Chao and Olson, 1993), le MCP-1 (monocyte chemotactic protein-1)
(Leonard and Yoshimura, 1990) et le RANTES (regulated upon activation, normal T-cell
expressed and secreted) (Weber, 2005) peuvent aussi étre sécrétés et retenus a la surface

endothéliale par leur liaison aux protéoglycans.

1.3.1. Médiateurs lipidiques

Cette catégorie de médiateurs regroupe les leucotriénes (LTs), les cystéines
leucotriénes (CystLTs), les lipoxines (LX), le PAF et les prostaglandines (PGs) (Louis et

al., 2005).
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1.3.1.1. Les leucotriénes

1.3.1.1.1. La biosynthése des leucotriénes

Le terme leucotrieéne origine du mot leucocyte, la cellule d’origine, et de triéne, une
caractéristique structurale (Sirois and Borgeat, 1984a). Les leucotriénes sont des acides gras
insaturés de 20 carbones, présentant 4 doubles liaisons dont 3 constituent le triéne conjugué
et de 2 substituants polaires dont une fonction hydroxyle en Cs et une fonction hydroxyle

ou cystéinyle en Cg ou C)>.

Le LTB; est produit par les PMNs (Borgeat and Samuelsson, 1979), les
macrophages et les monocytes (Doig and Ford-Hutchinson, 1980), les basophiles (Peters et
al., 1981) et les mastocytes (Mencia-Huberta et al., 1983) tandis que les leucotriénes Cs, D4
et E4 sont produits majoritairement par les éosinophiles (Jorg et al., 1982; Sirois and

Borgeat, 1984b), les basophiles, les mastocytes et les macrophages (Borgeat, 1989).

Les leucotriénes Ay, By, C4, Dy et E4 sont générés par la voie de la 5-lipoxygénase
(5-LO) (Figure 5) (Borgeat et al., 1985a; Borgeat, 1989). La 5-LO, une enzyme soluble
monomérique de 78 kDa (Dixon et al., 1990; Matsumoto et al., 1988) dont I’activité dépend
de ’augmentation du calcium intracellulaire et de I’ATP, catalyse 2 étapes importantes de
la synthése des leucotriénes. La premiére étape a lieu a la membrane périnucléaire (Peters-
Golden et al., 1996). La phospholipase A; cytosolique (cPLA;) est relocalisée du cytosol a
I’enveloppe nucléaire ou elle hydrolyse des phospholipides présentant 1’acide
arachidonique (AA) en position sn-2. Ceci permet le reldichement d’AA pouvant étre

converti par la 5-LO en LTA, dans les cellules qui possédent cette enzyme.
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Il existe un réservoir de 5-LO dans le cytoplasme chez les neutrophiles circulants
non activés (Peters-Golden, 1998). Aprés sa translocation, la 5-LO est localisée avec une
protéine essentielle a son activité, appelée FLAP (5-lipoxygenase activating protein)
(Young et al., 1993), une protéine hydrophobique de 17 kDa située majoritairement au
niveau de ’enveloppe nucléaire. Les FLAPs humain et du rat démontrent une homologie de
92 % (Dixon et al., 1990). La FLAP posséde un domaine SH3 (Src Homology 3) qui
reconnait les motifs riches en proline, permettant ainsi une interaction avec les protéines du
cytosquelette (Peters-Golden, 1998). La 5-LO et la FLAP sont retrouvées dans toutes les
cellules produisant les leucotri¢nes (Reid et al., 1990). L’AA libre lie la FLAP qui le
présente a la 5-LO o une réaction d’oxygénation a lieu (Woods et al., 1993). La 5-LO
insert une molécule d’oxygéne au niveau du Cs de I’AA pour former un intermédiaire,
I’acide 5-hydroperoxy-6,8,11,14-éicosatétraénoique (S-HPETE) (Ueda et al., 1986). Cette
méme enzyme catalyse la déshydratation du 5-HPETE pour former un époxyde instable, le
LTA4 (Shimizu et al., 1986). La 5-LO participe aussi a la biosynthése des lipoxines, un
autre groupe de médiateurs lipidiques dérivés de I’ AA jouant principalement un rdle dans la
phase de résolution de la réaction inflammatoire (Serhan, 2005). Le LTA; est un
intermédiaire instable permettant de produire des dérivés bioactifs, soit le LTBy et le LTC,4
(Borgeat and Sirois, 1980). Le LTA4 posséde une demi-vie inférieure a 5 minutes a un pH
7.4 et a 37°C, il est trés labile en milieu acide et est stabilisé en milieu alcalin. Le LTA4 est

produit par toutes les cellules possédant la 5-LO.

Le LTA4 libéré par les neutrophiles peut étre transformé en LTB4 ou en LTC,4 par
des cellules ne possédant pas la 5-LO mais exprimant la LTA4 hydrolase et/ou la LTC,
synthase par un mécanisme de métabolisme transcellulaire (Radmark et al., 1980;

Nicholson et al., 1992). La LTA4 hydrolase est présente dans le plasma humain, les
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érythrocytes, les cellules inflammatoires, dans le lavage broncho-alvéolaire et dans les
cellules épithéliales des poumons (Chung, 1995). La LTC, synthase est une enzyme de 18
kDa ayant une importante homologie avec la FLAP. Cette enzyme a été identifiée dans les
mastocytes, les €osinophiles, les plaquettes mais aussi les cellules endothéliales (Chung,
1995). Le MK-886, un inhibiteur de la FLAP, inhibe aussi I’activité de la LTC4 synthase
(Sala et al., 1997). Par la suite, le LTC; est converti en LTD, 4 I’aide d’une y-glutamyl

transférase et le LTD, est converti en LTE4 par la cystéinylglycine dipeptidase.

1.3.1.1.2. Activités biologiques des leucotri¢nes

Le LTB4 est un des médiateurs lipidiques chimiotactiques les plus puissants produits
par les cellules immunitaires (Palmer et al., 1980). Le LTB,, a4 une concentration de 100
nM, induit une réponse chimiotactique maximale chez les neutrophiles humains (Kreisle et
al., 2006). Ce médiateur soluble permet 1’adhérence, ’agrégation (Hoover et al., 1984),
I’extravasation (Palmer et al., 1980), la génération d’anion superoxide, la sécrétion du PAF
et d’IL-8, la dégranulation des leucocytes, I’accumulation des neutrophiles dans les tissus
inflammés (Peters-Golden et al., 2004) et la phagocytose des agents pathogénes (Sirois and

Borgeat, 1984b; Hamel and Ford-Hutchinson, 1983).
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Figure 5. Représentation schématique de la biosynthése des prostaglandines et des
leucotriénes, modifié de (Borgeat et al., 1985b;Sirois and Borgeat, 1984a;Maclouf et al.,
1984). 1, isomérase; 2, prostacycline synthétase; 3, thromboxane synthétase. Abréviations :
LTA4;, acide 5(S),12(R)-dihydroxy-6,8,10-trans-trans-trans-14(cis)-€icosatétranéoique;
LTB4, acide 5(S),12(R)-dihydroxy-6,8,10-trans-trans-cis-14-cis-éicosatétraénoique; LTC,,
acide  5(s)-hydroxy-6(R)-S-glutathionyl-7,9-trans-11,14-cis-éicosatétraénoique;  LTDsy,
acide 5-(S)-hydroxy-6-(R)-S-cystéinylglycine-7,9-trans-11,14-cis-éicosatétraénoique;

LTE,, acide 5-(S)-hydroxy-6-(R)-S-cystéinyl-7,9-trans-11,14-cis-éicosatétraénoique.
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On connait deux récepteurs du LTB,4, le BLT1 et le BLT2, appartenant a la famille

des récepteurs couplés aux protéines G et un récepteur nucléaire, le PPARa (peroxisome
proliferator activator receptor a), jouant un réle dans son catabolisme (Yokomizo et al.,
1997; Yokomizo et al., 2000a; Subbarao et al., 2004). Les récepteurs BLT1 et BLT2
présentent 42,5 % d’homologie et sont exprimés majoritairement par les leucocytes
périphériques mais peuvent étre aussi exprimés dans le thymus et le foie humain (Serhan
and Prescott, 2000;Yokomizo et al., 2000b). Le rat posséde un récepteur BLT1 de 351
acides aminés et ayant une homologie de 80.2, 93.2 et 71.6 % avec le récepteur BLT1 de
I’humain, de la souris et du cobaye, respectivement (Toda et al., 1999). Le récepteur BLT1
du rat transfecté dans les cellules embryonnaires du rein posséde une constante de
dissociation (Kd) de 0.68 nM pour sa liaison au LTB4. Le récepteur BLT1 de I’humain et
de la souris présentent une homologie de 92.7 % tandis que le récepteur BLT2 présente une
homologie de 78.6 % entre les récepteurs humain et murin (Izumi et al., 2002). Le
récepteur BLT2 posseéde chez les neutrophiles humains une affinité relativement faible pour
le ligand (Kd de 23 nM) tandis que le récepteur BLT1, un récepteur de 43 kDa, posséde une
trés forte affinité envers son ligand (Kd de 0.1 nM) et est exprimé majoritairement a la
membrane plasmique des neutrophiles activés (Goldman and Goetzl, 1984). Ces deux
récepteurs semblent avoir un mode d’activation similaire mais le role du récepteur BLT2
n’est pas encore clairement élucidé. Le PPARa lie le LTB4 au niveau nucléaire et conduit a
son catabolisme par B-oxydation, ce qui confére a ce récepteur des propriétés anti-

inflammatoires (Subbarao et al., 2004).

Les CysLTs augmentent la perméabilité vasculaire (Goetzl et al., 1984), la

vasoconstriction (Sirois and Borgeat, 1984a), la contraction des muscles lisses (Borgeat and
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Sirois, 1980), la sécrétion de mucus (Goetzl et al.,, 1984) et participent a la réaction

anaphylactique (Monaco et al., 2005; Borgeat and Sirois, 1980).

Les CysLTs se lient & deux récepteurs couplés aux protéines G appelés CysLT) et
CysLT, (Kanaoka and Boyce, 2004). Ces deux récepteurs sont hautement divergents dans
leur séquence en acides aminés avec seulement 38 % d’homologie. Le récepteur CysLT) lie
préférentiellement le LTD,4, mais peut lier avec une affinité plus faible le LTC, et le LTE,,
tandis que le récepteur CysLT; lie préférentiellement le LTCy4 et le LTD4 mais peut lier le
LTE, avec une affinité beaucoup plus faible (Kanaoka and Boyce, 2004; Heise et al., 2000).
Ces deux récepteurs sont exprimés par les mémes types cellulaires, soit les monocytes, les

macrophages, les cellules endothéliales et les fibroblastes.

Dans les conditions normales, le niveau plasmatique de leucotriénes est inférieur a 1
pg/ml (Huang et al., 2004). Lorsque les cellules sont activées, par exemple en réponse aux
ions calciques, le neutrophile peut produire 50 ng de LTB4/10° cellules tandis que les

éosinophiles peuvent produire de 25 4 50 ng de CystLTs/10° cellules (Weller et al., 2006).

1.3.1.1.3. Antagonistes sé¢lectifs des récepteurs du leucotriéne B,

Le CP-105,696, I’acide carboxylique (+)-1-(3S,4R)-[3-(4-phenylbenzyl)-4-
hydroxychroman-7-yl]cyclopentane, est un antagoniste sélectif du récepteur BLT1
(Griffiths et al., 1995). 1l posséde une grande affinité pour les récepteurs BLT1 et possede
un Clsg de 3,7 nM pour I’inhibition de la liaison du LTB4 au récepteur dans des homogénats
membranaires et de 2.1 nM chez les neutrophiles humains. Dans les neutrophiles humains,
la concentration requise pour inhiber la réponse chimiotactique du LTB4 est de 5.2 nM

tandis que la stimulation de 1’expression des molécules d’adhésion est inhibée de 50 % a
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Tableau3.  Activité biologique des différents leucotriénes, tiré de (Sirois and Borgeat,

1984a).

LTB, LTC, LTD,
Est un facteur chimiotactique puissant pour les .
neutrophiles et monocytes in vitro et in vivo
Provoque les phénoménes de margination des
neutrophiles, de leucopénie et d’agrégation in vivo et in +
vitro
Stimule la sécrétion de lysozyme et de B-glucuronidase +
par les PMNs in vitro
Stimule I’influx des ions calcium dans les PMNs +
Induit la transformation des lymphocytes en cellules 1
suppressives et en cellules cytotoxiques
Stimule la libération de prostaglandines et de
thromboxanes par le poumon
Stimule la synthése de prostaglandines et de 7 P
thromboxanes dans les macrophages péritonéaux de rat
Augmente la perméabilité vasculaire + + +
Produit la vasoconstriction de la microcirculation et des 5 -
coronaires
Produit un effet biphasique (hypertension-hypotension) " % i
sur la pression artérielle
Induit des modifications de fréquence et de rythme 2 i
cardiaque
Est un agent myotrope positif puissant du parenchyme N i .
pulmonaire
Est un agent myotrope positif puissant des bronches et de N N

la trachée

Excite les cellules de Purkinje (cervelet de rat)
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une concentration de 430 nM. Lorsque le CP-105,696 est administré par voie intraveineuse,
il a une demi-vie de 33 heures chez I’homme. Cette molécule peut étre administrée selon un
régime posologique d’une dose par jour par voie orale puisque plus de 50 % de la dose
administrée est absorbée. Lorsque administré quotidiennement chez la souris, le CP-
105,696 inhibe le développement et la progression de ’arthrite rhumatoide induite par le
collagéne et réduit l’influx de neutrophiles au niveau de I’articulation. De plus,
I’administration orale inhibe 1’accumulation de neutrophiles en réponse a I’injection
intradermique de LTB4 avec un DIso de 4.2 mg/kg. La sélectivité du CP-105,696 envers les
récepteurs BLT1 a été démontrée in vitro et il a été rapporté que la réponse a I’'IL-1 n’était
pas inhibée in vivo dans un mod¢le de migration des neutrophiles induite par I'IL-1. In
vitro, I'incubation de neutrophiles avec une concentration de 10 puM de CP-105,696
n’inhibe pas la chimiotaxie des neutrophiles en réponse au C5a, au PAF ou a I’IL-8 (Huang

et al., 2004).

Figure 6. Structure chimique du CP-105,696, tirée de (Griffiths et al., 1995).

Chez le rat, le CP-105,696 administré par la voie sous-cutanée inhibe de fagon
dépendante de la dose (0.03 & 3 mg/kg) la perméabilité vasculaire et ’accumulation de
neutrophiles au niveau de I’intestin, du mésentére et des poumons aprés une ischémie-

reperfusion de 1’artére mésentérique supérieure (Souza et al., 2000).
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D’autres antagonistes des récepteurs BLT1 ont été synthétisés, mais peu d’entre
eux ont €té disponibles pour des études in vivo, soit en raison de leur faible sélectivité,

biodisponibilité ou encore de la non-disponibilité commerciale.

En 1989, deux antagonistes des récepteurs du BLT1 ont été découverts soit le SC-
41930 et le ONO-4057 (Ding et al., 2005). Ces deux antagonistes déplacent la liaison du
LTB; au récepteur dans des homogénats membranaires, inhibent 1’agrégation, la

chimiotaxie et la dégranulation des neutrophiles induite par le LTB4.

Par la suite, deux autres inhibiteurs des récepteurs BLT1 ont été caractérisés, soit
I’acide benzophénone dicarboxylique (LY223982) et I’hydroxyacétophénone (LY255283)
(Ding et al., 2005). Ces deux antagonistes bloquent le récepteur BLT1 & des concentrations
nanomolaires dans les expériences in vitro, mais sont faiblement biodisponibles par voie
orale. Le LY293111, dérivé du LY255283, a ét¢ mis au point et possede un taux
d’absorption beaucoup plus élevé et est en étude clinique de phase II (Ding et al., 2005). En
dépit de sa faible biodisponibilité, ’administration orale du LY255283 a des effets
similaires au CP-105,696 chez un modéle d’ischémie-reperfusion de I’artére mésentérique
supérieure chez le rat (Souza et al., 2000). II inhibe ’augmentation de la perméabilité
vasculaire a une concentration de 3 mg/kg. Le LY293111, qui est aussi un agoniste du
PPARYy, est trés stable oralement et posséde des effets anti-cancéreux au niveau du pancréas
humain en inhibant la croissance des cellules cancéreuses pancréatiques et en induisant
leur apoptose cellulaire autant in vitro que in vivo (Ding et al., 2005). Chez le rat, le
LY293111 posséde une faible affinité envers le récepteur BLT1 avec un Ki de 10 nM

tandis que chez ’humain la constante de dissociation est de 5.5 nM (Birke et al., 2001).
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Plus récemment, le BIIL 284 a été synthétisé. Cette molécule est une prodrogue et
présente une faible affinité de liaison pour le récepteur du LTB, (Birke et al., 2001). Par
contre, il est biotransformé en deux métabolites actifs, le BIIL 260 et le BIIL 315, ce
dernier étant une forme glycosylée du BIIL 260. Ces deux métabolites actifs ont une trés
haute affinité pour le récepteur BLT1 chez le neutrophile humain, avec des Ki de 1.7 et de
1.9 nM pour le BIIL 260 et le BIIL 315, respectivement. La liaison est saturable, réversible
et compétitive. Les deux métabolites actifs inhibent la mobilisation des ions calcium avec
un Clso de 0.82 et de 0.75 nM pour le BIIL 260 et le BIIL 315, respectivement. Le BIIL
284, administré par voie orale, inhibe I’inflammation en réponse a I’injection de LTB4 dans
’oreille de souris avec une DIsy de 0.008 mg/kg. Chez le cobaye, le BIIL 284 inhibe la
chimiotaxie induite par le LTB4 avec un DIso de 0.03 mg/kg. Chez le rat, le BIIL 284, le
BIIL 260 et le BIIL 315 ont des Ki de 960, 6.0 et de 1.4 nM, respectivement. Le récepteur
du LTB4 est complétement bloqué 24 heures aprés 1’administration d’une dose de 0.3
mg/kg de BIIL 284 par voie orale chez le singe, montrant une trés longue durée d’action in

vivo.

1.3.1.2. Les lipoxines

Les lipoxines A4 (LXAj4) (acide 5,6,15L-trihydroxy-7,9,11,13-icosatétraénoique) et
Bs (LXB4) (acide 5D,14D,15L-trihydroxy-6,8,10,12-icosatétraénoique), sont des
médiateurs lipidiques de I’inflammation produits par la voie de synthese des 15- et 5-LO ou
par les voies des 5- et 12-LO (Serhan et al., 1984; Serhan, 2005). La structure des lipoxines

est conservée 4 travers les espéces, du poisson jusqu’a I’humain (Serhan, 2005).

Dans les conditions inflammatoires, le LTA,, la molécule clé de la formation des

leucotriénes et des lipoxines (Brink et al., 2003). Les lipoxines régulent les fonctions
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cellulaires en inhibant la migration de PMN activés au niveau de la peau, des poumons et
des reins, et en augmentant la phagocytose des leucocytes (Brink et al., 2003). Les
lipoxines régulent aussi négativement 1’expression de certaines cytokines et chimiokines,
tel que I’IL-8, de I’IL-1 et le TNF-a (Serhan, 2005). La réponse biologique aux lipoxines de
synthése inclut la vasodilatation (Fierro and Serhan, 2001), une réduction de I’infiltration
des neutrophiles au site inflammatoire et le début de la phase de résolution en permettant de
stimuler la chimiotaxie et 1’adhérence des monocytes (Chiang et al., 2005; Fierro and
Serhan, 2001). La LXA4; compétitionne pour le récepteur CysLT, sur les cellules
endothéliales vasculaires humaines et inhibe la liaison du LTC4 et LTDy4, inhibant ainsi leur

action (Brink et al., 2003).

1.3.1.3. Le facteur d’activation plaquettaire (PAF)

Le PAF (1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine) fait partie de la famille
des esters phosphorylcholine (Figure 7) (Johnson, 1999). Le PAF est un important
médiateur pro-inflammatoire qui peut agir de maniére autocrine et paracrine. Il est
synthétisé et libéré par les cellules endothéliales (Camussi et al., 1983a), les plaquettes
(Chignard et al., 1979), les neutrophiles (Sisson et al., 1987; Lynch et al., 1979), les
macrophages et les monocytes (Mencia-Huberta and Benveniste, 1979; Camussi et al.,
1983b), les éosinophiles et les mastocytes (Borgeat et al., 1985b). Le Kd du PAF envers

son récepteur est de 107'° 4 10 M selon le type cellulaire (Prescott et al., 1990).
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Figure 7. Représentation schématique du facteur d’activation plaquettaire, modifié de

(Prescott et al., 1990) ou n=14-16.

1.3.1.3.1. Biosynthése du PAF

Le PAF est synthétisé a partir d’un précurseur inactif appelé lyso-PAF (Johnson,
1999). 11 est synthétisé par deux voies, la premicre voie de novo est constitutive et la
deuxieme voie est inductible en réponse a une stimulation spécifique (Figure 8). La voie
inductible de remodelage est activée durant I’inflammation tandis que la voie de novo
synthétise le PAF nécessaire pour les fonctions physiologiques de base (Snyder et al.,

1996).

La syntheése de novo du PAF s’effectue selon 2 voies enzymatiques distinctes
(Woodard et al., 1987). Elle peut se faire par I’acétylation de 1-alkyl-2-lyso-sn-glycero-3-
phosphocholine par I’acétyltransférase alkylglycérophosphate ou encore, par le transfert de
la base phosphocholine au groupement 1-alkyl-2-acétyl-sn-glycerol par [’enzyme

phosphotransférasecholine a I’aide de CDP-choline (cytidine-5-diphosphate choline).
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La deuxiéme voie de syntheése via le remodelage des phospholipides membranaires
est activée aprés une stimulation inflammatoire (Johnson, 1999). L’activation de la PLA;
cytosolique permet de catalyser 1’hydrolyse de résidus d’acide gras en position sn-2 a partir
d’un alkyl choline phosphoglycéride en formant un intermédiaire, le 1-O-alkyl-sn-glycero-
3-phosphocholine ou lyso-PAF et des acides gras libres (Prescott et al., 1990). Cette étape
est suivie de 1’acétylation du lyso-PAF par D’acétyltransférase pour former le PAF. La
stimulation de la synthése de PAF est étroitement liée au reldichement de I’ AA (Prescott et
al., 1990). Lorsque le PAF n’est plus nécessaire a la réponse inflammatoire, il est dégradé a
I’aide d’une acétylhydrolase hautement spécifique pour les phospholipides avec une courte

chaine d’acide gras en position sn-2.

1.3.1.3.2. Activité biologique du PAF

Le PAF permet d’activer une variété de cellules a relacher d’autres médiateurs
inflammatoires tel que le TNF-a (Camussi et al., 1987) et I’IL-1p (Bussolino et al., 1986)
qui, par la suite, vont stimuler la production de PAF, de GM-CSF et d’IL-6 (Borgeat et al.,
1985b). Aussi, la synthése de PAF est étroitement lie a la production de LTB4 et de 5-
HPETE par les neutrophiles adhérents (Sisson et al. 1987) car le PAF augmente la
biosynthése de LTB4 (McDonald et al., 1994;Borgeat et al., 1985b). La thrombine produite
par les plaquettes permet d’augmenter I’adhésion des neutrophiles aux cellules
endothéliales en stimulant la synthése et I’expression de PAF a la surface des cellules
endothéliales (Johnson, 1999). Le PAF augmente la chimiotaxie et 1’adhésion des

neutrophiles et ceci
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Représentation schématique des deux voies de la biosynthése du facteur

d’activation plaquettaire, tirée de (Chao and Olson, 1993). Abréviations : CDP-choline,

cytidine-5-diphosphate choline; CMP, 5'-monophosphate; CoAS, coenzyme A réduit.

R=CH;-(CH;),CHj3, ou n= 14-16 et R’ = CH;.
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entraine le relachement d’anion superoxide par les leucocytes (Guthrie et al., 1984b),
I’agrégation et la dégranulation des plaquettes (Benveniste et al., 1972), ainsi que la
dégranulation et la sécrétion des élastases des neutrophiles (Fittschen et al., 1985). Le PAF
augmente aussi la perméabilité vasculaire (Humphrey et al., 1982) et le relachement

d’histamine (Benveniste et al., 1972).

Le récepteur du facteur d’activation plaquettaire (PAFR), un récepteur & 7 passages
transmembranaire couplé aux protéines G, peut lier le PAF sous une conformation de haute
affinité et une conformation de plus faible affinité avec des Kd de 0.2 et 500 nM,
respectivement, chez les neutrophiles humains (Chao and Olson, 1993). Le PAFR est
retrouvé & la membrane plasmique des cellules musculaires lisses, des neutrophiles, des
macrophages, des monocytes, des éosinophiles, des cellules de Kupffer, des cellules
épithéliales et chez les plaquettes. Les PAFR du rat et de la souris lient le PAF avec une
haute affinité. Le récepteur du PAF est constitu€¢ de 342 acides aminés et a une masse

moléculaire de 38 kDa chez le rat.

1.3.1.3.3. Antagonistes sélectifs des récepteurs du PAF

Plusieurs antagonistes sélectifs des récepteurs du PAF ont été synthétisés et certains
ont fait I’objet d’études cliniques mais aucun n’a été commercialisé a ce jour. Ces
molécules sont toutefois utilisées dans différents modeles expérimentaux et quelques unes

de ces molécules seront décrites ci-dessous.

Le SR-27417, N-(2-dimethylamino éthyl)-N-(3-pyridinyl methyl) [4-(2,4,6-
triisopropyl phenyl) thiazol-2-yl] amine, est le premier membre de la série des nouveaux

antagonistes sélectifs du PAFR (Herbert et al., 1996; Casals-Stenzel, 1987). Il est
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hautement puissant, spécifique et compétitif. Le SR-27417 lie les récepteurs du PAF sur les
neutrophiles humains et de lapin avec un Ki de 50 et 57 pM, respectivement (Herbert et al.,
1993). Le SR-27417 se lie aux conformations de haute et de basse affinité du récepteur sur
les neutrophiles humains avec un Clso de 0.17 et de 6.9 nM, respectivement, tandis que le
PAF se lie aux conformations de haute et de basse affinité du récepteur sur les neutrophiles
humains avec un Kd de 0.31 nM et de 11.1 nM, respectivement. Le SR-27417 inhibe de
fagon dépendante de la dose la réponse anaphylactique et I’hypotension induite par
I’ovalbumine chez le rat et la souris (Herbert et al., 1996) et aussi le choc septique induit
par les endotoxines (Herbert et al., 1991b). Chez la souris, un effet maximal est observé 3
heures suivant I’administration orale du SR-27417 et sa durée d’action se prolonge pour

une période de 48 a 72 heures (Herbert et al., 1991a).

O

Figure 9. Représentation schématique du SR-27417, tirée de (Herbert et al., 1991a).

Le UK-74,505, ou modipafrant, est aussi un antagoniste des récepteurs du PAF. Il
posséde une longue demi-vie et est trés sélectif (Souza et al., 2003). Il a été utilisé chez la

souris et le rat pour prévenir les dommages tissulaires induits par une ischémie-reperfusion
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des membres inférieurs. Chez le rat, cette molécule présente une inhibition maximale & une

dose de 1 mg/kg.

Le WEB-2086, un thienotriazolodiazepine, est un antagoniste des récepteurs du
PAF, actif autant in vitro que in vivo (Casals-Stenzel et al., 1987). 1l inhibe I’agrégation des
plaquettes et des neutrophiles avec un Clsy de 0.17 et de 0.36 uM, respectivement. 11 est
actif chez différentes espéces dont le cobaye, le rat et le lapin. Chez le rat méle Wistar, le
WEB-2086 peut inhiber les effets hypotenseurs induits par ’administration intraveineuse
de PAF avec un DIso de 0.052 mg/kg bien que ces résultats n’aient pas été reproduits chez

les rats males Sprague-Dawley.

1.3.1.4. Les prostaglandines dans la réponse inflammatoire

Les prostaglandines sont formées par la conversion de I’AA via la cyclo-oxygénase
(COX), aussi appelée prostaglandine synthase (Figure 5) (Serhan and Levy, 2003). La
COX-1 est responsable de la synthése basale et constitutive des PGs tandis que la COX-2,
une enzyme inductible, génére des PGs en réponse a I’inflammation (Smith et al., 2000).
Ces deux enzymes permettent ’insertion de molécules d’oxygene en C11 et C15 de ’AA
formant la prostaglandine G,. La PGG, peut étre réduite en PGH,, qui a I'aide de la
prostaglandine synthase produira les PGD;, PGE; et PGF,. Les prostaglandines, tel que le
PGE,, sont en partie responsables des 4 symptomes généralement associ€s a
I’inflammation: rougeur, chaleur, cedéme et douleur (Cronstein and Weissmann, 1993). La
chaleur et la rougeur sont la conséquence de la vasodilatation sanguine (Williams and Peck,
1977) et de laugmentation du débit sanguin (Serhan and Levy, 2003) au site
inflammatoire. La PGE, favorise ainsi I’extravasation plasmatique créant ainsi I’oedéme et

provoquant une pression dans les tissus, d’ou la douleur ressentie (Raud et al., 1988). La
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PGE; agit en synergie avec d’autres médiateurs de 1’inflammation tel que TNF-a et LTB,4

pour augmenter la chimiotaxie des neutrophiles lors de I’inflammation (Desouza et al.,

2005).

1.3.2. Cytokines et chimiokines

Les cytokines et les chimiokines jouent un role important dans la réponse
inflammatoire. Elles sont sécrétées par une variété de cellules et permettent d’activer de
nombreuses fonctions biologiques. Elles agissent principalement par voie autocrine ou
paracrine. Les cytokines peuvent étre classifiées par leurs familles de récepteurs spécifiques
(Tableau 4). Dans ce chapitre, nous décrirons plus en détails certaines cytokines et

chimiokines utilisées lors de nos études.

Tableau 4.  Famille des récepteurs des cytokines et leurs ligands, modifi¢ de (Metcalf,

1993).
Type de récepteur Membres
Superfamille des récepteurs de type I IL-2R, IL-3R, IL-4R, IL-5R, 11-6R, IL-
(Récepteurs hématopoiétiques) 7R, IL-9R, IL-13R, IL-15R, G-CSF, GM-
CSF
Superfamille des récepteurs de type 11 IL-1R, IL-6R, M-CSF

(Superfamille des immunoglobulines-like)

Superfamille des récepteurs de type 111 TNF-a, TNF-B, CD40, CD27, Fas/CD95,
(Récepteur de la famille TNF) DR4, DR5

Superfamille des récepteurs de type IV IL-8R, MCP-1R, MIP-1aR
(Récepteurs des chimiokines, 7 domaines
transmembranaires)
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Les cytokines et chimiokines sont des molécules d’immunorégulation, elles sont trés
puissantes et ont souvent des activités redondantes (Hopkins, 2003). Les cytokines sont des
molécules de communication entre les lymphocytes, les phagocytes et les autres cellules de
I’organisme. Certaines cytokines sont principalement pro-inflammatoires tandis que
d’autres sont anti-inflammatoires. Les interleukines forment un vaste groupe de cytokines,
elles ont de multiples fonctions dont le controle de la différentiation et de la prolifération
des cellules (Roitt et al., 2002b). Plusieurs types cellulaires, dont le neutrophile, monocyte,
macrophage, lymphocyte, fibroblaste et les plaquettes reldchent une grande quantité
d’interleukines, permettant ainsi d’augmenter I’expression des molécules d’adhésion jouant
un role dans la réponse inflammatoire (Scott et al., 2004). Parmi les cytokines, on retrouve
aussi les TNF-a et -B, qui jouent un role important dans les réponses inflammatoires (Roitt
et al., 2002b). L’IL-1, I’IL-6, et le TNF-a activent, entre autres, la NADPH oxydase des
leucocytes. Le TNF-a permet d’induire la production de HOCI tandis que I’IL-1p permet le

relichement de MPO.

Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques qui permettent de diriger les
cellules de la circulation sanguine vers les tissus (Gozal et al., 1998) Les chimiokines
forment un groupe d’au moins 40 cytokines de petites tailles jouant un réle dans la
migration sélective, 1’activation et le chimiotactisme des cellules. Elles permettent non
seulement de déterminer le type de cellules qui doit traverser I’endothélium mais I’endroit
ou elles doivent se rendre dans les tissus. La plupart des chimiokines ont deux sites de
fixation, I’'un étant leur récepteur spécifique et I’autre leur permettant de se lier aux
hydrates de carbone des protéoglycanes. Ceci permet aux chimiokines de rester attachées a
la surface luminale de ’endothélium et d’étre prétes a stimuler les leucocytes ralentis par

les sélectines lors du processus de migration cellulaire. Les chimiokines se répartissent en
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quatre familles qui se distinguent par la distance séparant deux résidus cystéine conservés
(Smith, 1994). Les chimiokines a ont une séquence CXC et les chimiokines B ont une
séquence CC. Toutes les chimiokines agissent par la stimulation de récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G. La plupart des chimiokines
interagissent avec plusieurs récepteurs. Ainsi, les récepteurs pour les chimiokines CXC sont
appelés CXCR1, CXCR2, etc. et ceux pour les chimiokines CC sont appelés CCR1, CCR2,

etc.

L’IL-8 est une chimiokine pro-inflammatoire ayant des propriétés chimiotactiques
pour le neutrophile (Hechtman et al., 1991). L’IL-8 est un des premiers stimuli & entrainer
les réponses inflammatoires. Elle posséde une forte activité¢ chimioattractante mais agit
aussi en synergie avec I’interféron-y, le TNF-a, le GM-CSF et le G-CSF pour augmenter la
production de dérivés ROS (Smith, 1994). L’injection intraveineuse d’IL-8 diminue de
fagon transitoire le nombre de neutrophiles circulants en causant la séquestration de ceux-ci
dans la microvasculature pulmonaire, principalement (Zwahlen et al., 1993). L’IL-8 et I’'IL-

6 sont synthétisés en réponse au TNF-a (Sheron and Williams, 1992).

1.3.3. Protéines du complément

Le systéme du complément comprend environ 30 protéines représentant 10% de
I’ensemble des protéines sériques (Roitt et al., 2002b). Les protéines du complément
permettent la phagocytose, contrdlent I’inflammation et interagissent avec les anticorps
dans la défense immunitaire. L’activation du complément se déroule en cascade. L’étape
centrale de ’activation du complément est le clivage du C3 en deux fragments, le C3a et le
C3b. Le C3a active les phagocytes et les mastocytes tandis que le C3b peut s’attacher de

maniére non-covalente aux structures environnantes. Le C3b permet aussi d’activer les
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fragments C5 & C9. L’activation des voies dites classique, des lectines et alternative méne
au méme résultat, soit I’opsonisation des agents pathogénes en vue de leur capture et de
leur destruction par les phagocytes, 1’attraction des phagocytes aux sites de I’inflammation,
I’augmentation du flux sanguin, I’augmentation de la perméabilité post-capillaire aux

protéines plasmatiques et la libération des médiateurs de I’inflammation par les mastocytes.

L’une des molécules les plus actives du systéme du complément est le C5a (Roitt et
al., 2002b). Par contre, le C5a a une demi-vie trés courte dans le sérum. 1l est rapidement
inactivé par la carboxypeptidase N, qui enléve le résidu arginine N-terminal. La molécule

C5adesarg qui en résulte est un médiateur moins puissant mais de demi-vie plus longue.

1.3.4. Métabolites réactifs de ’oxygéne

Le relichement de ROS via la voie NADPH oxydase est une autre activité
antimicrobienne du neutrophile (Smith, 1994; Babior, 1992). Les ROS sont produits lors de
’activation et la phagocytose par les neutrophiles. L’anion superoxide (O est formé par la
réduction de la molécule d’oxygéne par la voie de la NADPH oxydase. Ce processus est
catalysé par la formation du complexe NADPH oxydase membranaire avec le cytochrome

bssg. Ce cytochrome est le dernier accepteur d’électrons.

Le systéme de la NADPH oxydase est dissocié dans les neutrophiles inactifs, les
composantes étant soit sur la membrane ou dans les granules cytosoliques, et ne pouvant
donc pas interargir entre (Babior, 1992). Lors de ’activation, les composantes cytosoliques
sont déplacées vers la membrane plasmique et permette ainsi d’activer le systéme

d’oxydation.
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Le peroxyde d’hydrogene (H,O,) est formé par la dismutation de O, par 1’activité
catalytique de la superoxide dismutase (SOD) (Babior, 1992). L’acide hypochloreux
(HOCI) est formé par la réaction de I’H,0, avec les ions chlorures présents. De 30 a 70 %
du H,0; est converti en HOCI (Smith, 1994), qui peut réagir avec des composés azotés pour

former toute une gamme d’amines chlorées (Weiss, 1989).

Les ROS, en plus d’augmenter la phagocytose, permettent la margination des
neutrophiles en augmentant ’expression des molécules d’adhérence (Babior, 1992). Le
LTB., le PAF et I’IL-8 produits par les leucocytes stimulent la production de ROS (Smith,
1994). Aussi, ’0O," peut réagir avec le monoxyde d’azote (NO) afin de produire le
peroxynitrite (ONOQO") ou encore avec le H,O, pour former un radical hydroxy (Huie and

Padmaja, 1993).

Les RNS, métabolites réactifs de I’azote, sont aussi produits par les neutrophiles par
la voie de I’oxyde nitrique synthase (iNOS) (Smith, 1994). Les RNS permettent de faciliter
la migration des neutrophiles aux sites inflammatoires car ils induisent la vasodilatation au
niveau des veinules post-capillaire. Les RNS facilitent la relaxation des muscles lisses

vasculaires tandis que les ROS initient la vasoconstriction.

1.4. Molécules d’adhésion jouant un role dans la migration

extravasculaire des leucocytes

En plus du gradient chimiotactique induit par des agonistes, trois classes de
molécules d’adhésion cellulaire (CAMs) dont le rdle est séquentiel dans la majorité des
circonstances, sont essentielles au processus de migration des neutrophiles au foyer

inflammatoire: dans un premier temps, les sélectines et leurs ligands, les sialomucines,
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permettent I’adhésion lache des leucocytes a la surface endothéliales et, par la suite, les
intégrines et les membres de la superfamille des immunoglobulines interviennent

(Cronstein and Weissmann, 1993).

Les CAMs sont des protéines membranaires fournissant a la cellule le moyen
d’interagir avec d’autres cellules de son environnement (Roitt et al., 2002a). Plusieurs des
CAMs traversent la membrane et sont liées au cytosquelette. Ceci permet & la cellule
d’exercer une traction sur d’autres cellules ou de prendre appui pour se déplacer sur la
matrice extracellulaire. Bien que ’affinité de liaison de chaque CAMs pour son ligand soit
faible, la participation de plusieurs CAMs permet une interaction cumulative plus forte. Les
cellules peuvent aussi moduler la densité des CAMs a leur surface, ce qui modifie leur
avidité envers leurs ligands. Certaines CAMs peuvent se retrouver dans des vésicules sous
forme de réserve et peuvent étre mobilisées a la surface cellulaire en quelques minutes ou

encore étre synthétisées et transportées a la surface cellulaire en quelques heures.

Les médiateurs pro-inflammatoires sécrétés localement ont pour effet d’activer les
neutrophiles circulants ainsi que les cellules endothéliales a proximité du site
d’inflammation (Brown, 1997). Le nombre de cellules qui roulent augmente rapidement
avec la réponse inflammatoire. Ainsi, les trois membres des sélectines, incluant la sélectine-
L, -P et -E, sont des glycoprotéines transmembranaires, comportant un domaine
extracellulaire homologue a ceux que ’on retrouve dans les protéines régulatrices du
complément et un domaine semblable au facteur de croissance de I’épiderme (EGF)
(Klintman et al., 2002). Le domaine N-terminal, comme les lectines, se lie aux résidus
hydrocarbonés, d’oul le nom de sélectine. La sélectine-L est exprimée de fagon constitutive
a la surface des neutrophiles et sa liaison avec la PSGL-1 (P-selectin glycopotein ligand-1),

appartenant a la famille des sialomucines permet d’activer le neutrophile (Brown, 1997;
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McEver and Cummings, 1997). La protéolyse et le relarguage des sélectines-L dans le
milieu extracellulaire est un marqueur de I’activation des PMNs. La sélectine-P et la
sélectine-E sont exprimées de fagon transitoire par les cellules endothéliales activées de 15
minutes 4 6 heures aprés le début de la réponse inflammatoire. La sélectine-P est aussi
retrouvée a la surface des plaquettes activées (Klintman et al., 2002). Elle est exprimée
quelques secondes aprés la stimulation des plaquettes et quelques minutes apres la
stimulation des cellules endothéliales par des stimuli tels que ’histamine, la thrombine, la
bradykinine, le LTCy, et les radicaux libres. La sélectine-P est emmagasinée dans les
granules a des plaquettes et dans les corps de Weibel-Palade de I’endothélium. La
sélectine-E est retrouvée seulement 4 la surface de I’endothélium activé, aprés stimulation
par des cytokines dont I’'IL-la et B, le TNF-a et les tachykinines dont la substance P
(Klintman et al., 2002; Luscinskas et al., 1991). Dans les foyers inflammatoires, la
sélectine-E et la sélectine-P, qui sont induites sur I’endothélium activé, se lient a I’épitope
sialyl Lewis-X (CD15) des sialomucines, présent sur de nombreux leucocytes (Roitt et al.,
2002a). Lorsque les sélectines se lient a leurs ligands, les leucocytes circulants dans les
veinules sont ralentis, leur permettant d’intégrer les signaux provenant de 1’endothélium et
de s’activer. Par contre, si les signaux regus ne dépassent pas le seuil nécessaire a leur
activation, les leucocytes se détachent de I’endothélium et retournent a la circulation

veineuse.

Les intégrines, jouant un role dans I’étape subséquente d’adhésion ferme, sont
définies par une sous-unité commune appelée chaine B (Peters-Golden et al., 2004;
Luscinskas et al., 1991). Elles sont exprimées, pour la plupart, de fagon constitutive a la
surface des leucocytes, mais activées lors de leur stimulation. Chaque chaine B peut

s’associer a différentes chaines o, mais selon un nombre déterminé de combinaisons
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possibles. De maniére générale, les intégrines B, jouent un role dans la liaison des cellules a
la matrice extracellulaire, tandis que les intégrines B, jouent un rdle dans I’adhérence des
leucocytes aux cellules endothéliales et aux cellules immunitaires. Les intégrines B3 jouent
un role dans les interactions des plaquettes et des neutrophiles au niveau du foyer

inflammatoire.

Les CAMs endothéliales qui interagissent avec les intégrines comprennent ICAM-1
et -2 (molécule d’adhérence intercellulaire-1 et -2), VCAM-1 (molécule d’adhérence
cellulaire vasculaire-1) et MAACAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule) (Roitt et
al., 2002a). ICAM et VCAM permettent I’adhérence, I’arrét et la transmigration des
leucocytes. PECAM-1, une protéine des jonctions intercellulaires endothéliales appartenant

a la famille des immunoglobulines participe aussi a la diapédese leucocytaire.

Ces molécules sont inductibles ou exprimées sur les endothéliums vasculaires.
ICAM-1 et VCAM-1 sont induites par des cytokines inflammatoires telles que le TNF-a et
Iinterféron-y tandis que ICAM-2 est exprimé faiblement mais de fagon constitutive.
ICAM-1 et -2 interagissent avec LFA-1 (antigéne fonctionnel des leucocytes), exprimé par
la plupart des leucocytes, et ICAM-1 peut aussi lier MAC-1 (macrophage antigen-1) (ligo
et al., 1997), exprimé sur les neutrophiles et les phagocytes mononucléés. De plus, les
agonistes solubles, LTB,s, C5a et le fMLP, permettent d’augmenter 1’adhérence des
leucocytes aux cellules endothéliales (Klintman et al., 2002;Luscinskas et al., 1991).
VCAM-1 se lie au VLA-4 (antigéne de phase tardive) (04f1) , exprimé par les lymphocytes
et les macrophages et au LPAM-1 (integrin o,f7- ligand binding), exprimé par les

lymphocytes T.
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La transmigration est aussi régulée par les jonctions serrées (zonula occludens) des
cellules endothéliales (Burns et al., 1997). En effet, elles régulent la perméabilité
macromoléculaire. Ces jonctions sont discontinues au point de contact entre trois cellules
de I’endothélium vasculaire. La transmigration a lieu plus souvent a ces endroits qu’aux
autres. Les JAMs (junctional adhesion molecules) appartenant a la famille des
immunoglobulines sont exprimées par les plaquettes et les leucocytes et sont présentes aux

points de contact cellule-cellule. Les JAMs s’associent principalement avec LFA-1 et

MAC-1.
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2. Objectifs de I’étude

Les médiateurs lipidiques comme le LTB4 et le PAF jouent un rdle important dans
la régulation de 1’accumulation extravasculaire des neutrophiles et de I’extravasation
plasmatique a I’interface sang-cellules endothéliales (Figure 10). L’objectif de cette étude
est d’évaluer le role de ces médiateurs et leur effet collectif sur la régulation de
I’extravasation des PMNs. Nous avons soulevé I’hypotheése que les médiateurs lipidiques,
particuliérement le PAF et le LTB, agissent de maniere concertée pour réguler la migration
et I’extravasation des PMNs au site inflammatoire, et ce, indépendamment de la nature
chimique du stimulus qui active le PMN dans le contexte de la réponse inflammatoire.
Dans ce but, nous étudierons ’effet d’antagonistes sélectifs des récepteurs du LTB,4 un
récepteur a 7 passages transmembranaires appelé BLT1, ainsi que d’antagonistes sélectifs
des récepteurs du PAF, appartenant & la méme superfamille de récepteurs, dans un modeéle
d’inflammation dermique induite par I’injection intradermique d’agonistes solubles et dans
un modéle d’inflammation pulmonaire induite par I’injection intraveineuse de billes de

Séphadex chez le rat.

Le CP-105,696, un antagoniste sélectif du BLT1, et le SR-27417, un antagoniste
sélectif du PAFR, ont été administrés seuls ou de fagon concomitante chez le rat. Nous
avons choisi ces deux antagonistes car le CP-105,696 possédent une longue demi-vie et il
est pratiquement le seul antagoniste sélectif du BLT1 qui a un effet dans le modéle
expérimental utilisé tandis que le SR-27417 a une plus courte demi-vie mais est tres

puissant comparativement aux autres molécules disponibles.

Briévement, des rats méles Sprague-Dawley ont €té injectés quotidiennement avec

un facteur stimulant la maturation des granulocytes, le r-met-HuG-CSF (Recombinant
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granulocyte colony-stimulating factor), a une dose de 5 pg/kg pour une période de 9 a 11
jours avant de débuter le protocole expérimental afin d’augmenter le nombre de PMNs
circulants. Les drogues ont été dissoutes dans le véhicule approprié et administrées
oralement par gavage a des temps spécifiques avant I’injection i.d. des agonistes. Les
agonistes solubles étudiés dans le modele de I’inflammation dermique sont le LTBy, le
LTC,, le PAF, le plasma activé par le zymosan (ZAP) et le TNF-a. L’accumulation des
PMNs aux sites inflammatoires a été quantifiée aprés une période de 2 et 4 heures dans les
modeles d’inflammations dermique et pulmonaire, respectivement. Le nombre de PMNs a
été évalué par le dosage enzymatique de la MPO et I’oedéme a été mesuré par le dosage

colorimétrique du bleu d’Evans dans les biopsies ou le tissu.

Le modéle d’inflammation cutané nous a permis de révéler un effet additif des
médiateurs lipidiques dans la régulation de 1’accumulation dermique des neutrophiles
induite par des agonistes de nature chimique différente de celle des médiateurs lipidiques,
dont le TNF-a et le CSadesarg (généré dans le ZAP) et dans 1’accumulation tissulaire apres
I’injection intraveineuse de billes de Séphadex qui se loge au niveau des capillaires

pulmonaires (Maghni et al., 1993).

Nos résultats contribuent a élucider le role des médiateurs lipidiques dans la
régulation de la migration des leucocytes polynucléés et la formation d’cedéme au foyer

inflammatoire dans différents contextes d’inflammation aigué.
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Figure 10. Hypothése de recherche, modifié de (Marleau et al., 1999). Abréviations : 5-
LO, 5-lipoxygénase; 12-LO, 12-lipoxygénase; 15-LO, 15-lipoxygénase; As-H, LTA4
hydrolase; ALXR, récepteur de LXA4; BLTR, récepteur du leucotriéne By; C4-S, LTC,
synthase; C5a, fragment activé du complément 5a; C5aR, récepteur du C5a; cPLA,,
phospholipase A, cytosolique; CysLTR, récepteur des cystéinyls leucotriénes; FLAP, 5-
lipoxygenase activating protein,; fMLP, peptide N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine;
fMLPR, récepteur du fMLP; IL-1, interleukine-1; IL-8, interleukine-8; IL-8R, récepteur de
I’IL-8; LTA4, leucotriéne Aj; LTB4, leucotriene B4, LTC4, leucotriéne Cg4; LPS,
lipopolysaccharide; LXA4, lipoxine A4; PAF, facteur d’activation plaquettaire; PAFR,

récepteur du PAF; TNF-a, facteur nécrosant des tumeurs-a.
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1. ABSTRACT

The inflammatory response is characterized by the influx of polymorphonuclear
neutrophil (PMNSs) in the first hours following injury. Leukotriene B4 (LTB4) and platelet
activating factor (PAF) are potent chemotactic mediators that regulate PMNs trafficking
and plasma extravasation at the inflammatory site. To delineate the relative contribution of
lipid mediators to PMN chemotaxis elicited by different inflammatory stimuli, we used
selective and potent PAF (SR-27417) and LTB4 (CP-105,696) receptor antagonists pre-
treatment in rat inflammation bioassays. In dermal inflammation, rats pretreated with SR-
27417 and CP-105,696 show a reduced accumulation of PMNs compared to single drug
administration, by 75 % in sites injected with PAF, by 82% in these injected with LTBy,
compared to 30-45 % inhibition with either SR-27417 or CP-105,696 alone. Furthermore,
the concomitant administration of the drugs inhibited PMNs accumulation as well as
plasma extravasation to chemically unrelated inflammatory agonists. Similar observations
were made in pretreated rats subjected to Sephadex bead-induced lung inflammation,
inasmuch as only the concomitant administration of the drugs was able to reduce the
accumulation of PMNs by 63 %. These results strongly support a cooperative role of LTB4

and PAF in regulating PMNs trafficking to sites of inflammation.
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2. INTRODUCTION

Polymorphonuclear neutrophil (PMNs) contribute to host defence by releasing
reactive oxygen species, chemotactic molecules including cytokines, chemokines and lipid
mediators which amplify the inflammatory response (Roitt et al., 2002a). However, PMNs
are known to contribute to the pathogenesis of chronic inflammatory diseases and relapse,
and are thought to be responsible for tissue damage (Abramson et al., 1983; Poynter et al.,
2006). Among pro-inflammatory lipid mediators, leukotriene B4 (LTB,) is the most potent
chemoattractant produced by PMNs and acts mainly in a paracrine and autocrine manner
(Palmer et al., 1980; McDonald et al., 1994). Previous studies supported an important role
for LTB4 in mediating PMN trafficking to inflammatory sites in response to a variety of
soluble agonists (Marleau et al., 1999; McDonald et al., 1991). In a similar manner,
platelet-activating factor (PAF), also produced by neutrophils, stimulates neutrophil
responses including LTB4 biosynthesis (McDonald et al., 1994; McColl et al., 1991). Both
LTB, (Chen et al., 2006; Kim et al., 2006) and PAF (Palacios et al., 1999) were shown to
play an important role in chronic murine arthritis using either genetically deficient (5-LO™,
BLT1") or pharmacologic receptor antagonist models. Yet, to our knowledge, the
possibility for a cooperative roles of these mediators in regulating PMNs extravasation in

vivo has not been explored.

In vitro studies supported a close interrelation between LTB,4- and PAF- stimulated
functions of PMNs. For instance, BLT1 signalling was shown to be involved in PAF-
mediated PMN dégranulation and chemotaxis (Gaudreault et al., 2005), and newly

synthesized PAF and LTB, can enhance LT synthesis in PMNs (McDonald et al., 1994).
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PAF-mediated calcium mobilization was also shown to be partially desensitized by LTB,

(Tombhave et al., 1994).

In the present study, we have used a pharmacological approach to test the
potentially cooperative effect of LTBs and PAF in regulating PMN and plasma
extravasation to dermal and pulmonary inflammatory sites in rats. Our results show that
concomitant blockade of BLT1 and PAF receptors enhances the inhibitory effect of single
drug administration in an additive or synergistic manner. These results strongly support a

co-operative role of LTB4 and PAF in regulating PMN trafficking to sites of inflammation.
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3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Animals

Male Sprague-Dawley rats (100-150 g) were purchased from Charles River (St-
Constant, Québec, Canada). Rats were injected daily with recombinant methionyl human
granulocyte colony-stimulating factor (r-met-HuG-CSF) (5 pg/kg) for 9 to 11 days before
experimentation to increase the number of circulating PMNs. All experimental protocols
were performed in accordance with the Canadian Council for Animal Care guidelines and

approved by the institutional animal care and use committee.

3.2. Reagents

r-met-HuG-CSF (filgastrim) was obtained from Amgen Canada Inc. (Mississauga,
Ontario, Canada). (+)-1-(3S,4R)-  [3-(4-phenyl-benzyl)-4-hydroxy-chroman-7-yl]-
cyclopentane carboxylic acid (CP-105,696) was kindly provided by Dr. D.W. Owens from
Pfizer (Groton, CT) and N-(2-dimethylamino-ethyl)-N-(3-pyridinylmethyl)[4-(2,4,6-
triisopropyl-phenyl)thiazol-2-yl]amine (SR-27417) by Dr. J.-M. Herbert from Sanofi-
Aventis (Toulouse, France). BSA (very low endotoxin), dimethyl sulphoxide,
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB), hydrogen peroxide (H»O,), platelet-
activating factor (PAF), prostaglandin E, (PGE,), 3,3°,5,5 -tetramethylbenzidine (TMB)
were purchased from Sigma-Aldrich Compagny (St-Louis, MO). Modified HBSS and
HEPES buffer were from Gibco Life Technologies (Grand Island, NY). Tumor necrosis
factor-a (TNF-a) were purchased from PeproTech Inc. (Rocky Hill, NJ). Sephadex beads
(G50 superfine) were obtained from Pharmacia & Upjohn (Uppsala, Sweden). Ketamine
(Ketalar®) and xylazine (Rompun®) were obtained from CDMV Inc. (St-Hyacinthe,

Québec, Canada). Pentobarbital (Euthansol) was purchased from Schering Canada Inc
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(Pointe-Claire, Québec, Canada). All solutions for parental administration were purchased

from Baxter Corporation Laboratories (Toronto, Ontario, Canada).
3.3. Experimental protocols

3.3.1. Dermal inflammation

Rats were pretreated orally with SR-27417 (0.3 mg/kg in sterile water), and/or CP-
105,696 (3 mg/kg in 0.5 % carboxymethylcellulose), 2 and 16 hours before the intradermal
(i.d.) injections of soluble agonists, respectively. The day of the experiment, anesthesia was
induced by an i.p. injection (0.1 ml/100 g) of ketamine (70 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg)
(90:10), and the rats were placed on heating pads. The agonists under investigation
included LTB,4 (500 pmol/site), PAF (1.9 nmol/site), TNF-a (10 pmol/site) and 3 %
zymosan-activated plasma (ZAP), injected in 50 pul HBSS containing 0.1% BSA and PGE,
(250 pmol/50 pl). Agonists were injected in duplicates on shaved dorsal skin, up to 16 sites
per rat. PMNs accumulated to inflammatory sites for a period of 2 hours. Thirty minutes
before sacrifice, rats were injected i.v. with Evans blue (100 mg/kg) in 0.9% NaCl through
the subclavian vein to assess vascular permeability in response to i.d. injections of agonists.
Before sacrifice, one ml blood sample was obtained from anesthetised rats to determine
total and differential circulating leukocyte counts, the blood was centrifuged and the plasma
extracted for Evans blue quantification. The rats were killed with an overdose of
pentobarbital, skin biopsies were punched out, weighted and frozen at -80°C until assayed

for myeloperoxidase (MPO) activity.
3.3.2. Pulmonary Inflammation

Pulmonary inflammation was elicited by injecting i.v. 15 mg/kg Sephadex beads

through the subclavian vein of anesthetised rats. Four hours later, one ml of blood was
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taken from the thoracic aorta for total and differential counts. Rats were killed with an
overdose of pentobarbital and the heart and lungs flushed with a solution of 0.9 % NaCl
containing 10 mM EDTA and harvested en bloc. Lungs were dissected, weighted and

frozen at -80°C until assayed for MPO.
3.4. Analytical methods

3.4.1 MPO assay

The assays for MPO in skin and lung were done as described previously (Tremblay
et al., 2000); (Goldblum et al., 1985). Briefly, skin biopsies and lung were homogenized in
1 ml of 100 mM acetate buffer, pH 6.0, containing 0.5% hexadecyltrimethylammonium
bromide (HTAB) and 20 mM EDTA. The homogenates were subjected to three freeze-thaw
cycles and than centrifuged at 2000 g at room temperature for 10 minutes. The supernatants
were filtered on 0.2 um Filtropur. Lung supernatants were incubated 2 hours at 65 °C.
MPO, liberated from PMN granules, was assayed by incubating the cells with 3.2 mM
3,3',5,5'-tetramethylbenzidine and 1.0 mM hydrogen peroxide for 5 min at 37°C. The
reaction was stopped by the addition of 100 pl of 0.2 M sodium acetate (pH 3.0). MPO
standards were prepared using isolated rat blood PMN after i.p. casein injection diluted in
PBS/1 % HTAB. PMNs numbers were calculated from the standard curve and expressed as

the number of PMNs per skin site or g of tissue.
3.4.2 Evans blue assay

Evans blue was extracted with dimethyl formamide at room temperature for 48 h
and quantified by measuring supernatant absorbance at 630 nm (Reutershan et al., 2006).
Evans blue concentrations were determined using a standard curve of Evans blue. Plasma

extravasation was calculated as ul = pg Evans blue/site/(jug Evans blue/ul of plasma).
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3.5. Statistical Analysis

All results are expressed as mean + SEM, and statistical comparisons were
performed by a one-way ANOVA followed by pair-wise multiple comparisons using the
Student-Newman-Keuls methods using GraphPad Prism Version 4.0 (San Diego, CA).

Difference was considered significant at p < 0.05.



52
4. RESULTS

4.1. Effect of SR-27417 and CP-105,696 on neutrophil accumulation elicited by soluble
agonists of inflammation in rat skin

In a first series of experiments, we assessed the dose-dependent inhibitory effect of
CP-105,696 on LTBy-elicited PMNs accumulation in skin (Fig. 1A) and of SR-27417 on
PAF-elicited dermal PMNs influx (Fig. 1B). To determine the potentially cooperative
action of the lipid mediators, suboptimal doses of CP-105,696 (3 mg/kg) and of SR-27417
(0.3 mg/kg) were selected to provide a partial inhibition of PMNs migration by both
antagonists. We show that 3 mg/kg of CP-105,696 administered 16 hours before injecting
500 pmol of LTB,4 i.d. inhibited PMNs accumulation by 69 % (p < 0.001) (Fig. 1C)
whereas 0.3 mg/kg of SR-27417, administered 2 hours before injecting 1.9 nmol of PAF
i.d., reduced PMN migration by 43 % (Fig. 1D). Interestingly, SR-27417 also partially
inhibited (37 %, p < 0.05) PMN accumulation elicited by LTB4 (Fig. 1C). In both LTB,-
and PAF- elicited dermal inflammation, the concomitant administration of the selective
BLT1 and PAF receptor antagonists showed an additive effect with 82 and 75 % inhibition
(p <0.001) of PMN accumulation, respectively (Fig. 1C and 1D).

We also tested whether CP-105,696 and/or SR-27417 could inhibit PMN
accumulation elicited by chemically unrelated soluble agonists such as ZAP, a source of
CS5adesarg (Skubitz and Craddock, 1981), and TNF-a. Whereas single drug administration did
not significantly block PMN migration, the concomitant drug regimen inhibited ZAP- (Fig.
2A) and TNF-a (Fig. 2B)-chemotactic responses by 72 and 68 % (p < 0.05), respectively.
4.2. Effect of SR-27417 and CP-105,696 on local oedema elicited by LTD; in rat skin

Pretreatment of the rats with either SR-27417 or CP-105,696 did not significantly

reduce plasma extravasation at dermal skin sites elicited by 500 pmol of LTDs. However,
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local oedema was reduced by 45 % (p < 0.01) by the co-administration of the drugs. (Fig.

3).
4.3. Cooperative role of LTB; and PAF on PMN accumulation in lung inflammation
To elucidate the potentially cooperative role of LTB, and PAF in regulating PMN
recruitment to inflamed lungs, rats were pretreated with SR-27417 and/or CP-105,696
followed by the i.v. injection of Sephadex beads. The results show that either drug,
administered alone, did not prevent lung neutrophilia (1.8 + 0.5 x 10° PMN/g in controls
w/o Sephadex) whereas the concomitant administration of the drugs reduced lung
neutrophilia by 63 % (p < 0.05) (Fig. 4 A). Also, the blood neutrophilia can be reduced by

the concomitant administration of the drugs by 66 % (p<0.05) (Fig. 4B)
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5. DISCUSSION

Our results support a cooperative role for the lipid mediators PAF and LTB, in the
regulation of PMN trafficking to inflammatory sites. On the one hand, PMNs influx to
dorsal skin sites injected locally with either LTB4 or PAF was inhibited dose-dependently
by their respective receptor antagonists (Fig. 1A and 1B). Interestingly, LTB;-¢licited
dermal PMNs accumulation was partially blocked by the PAF-receptor antagonist SR-
27417. A similar tendency was observed for PAF-elicited dermal PMN accumulation in rat
dorsal skin (Fig.1D). Such effects of selective receptor antagonists or of inhibitors of
leukotriene biosynthesis have been reported in different experimental settings. For instance,
the selective PAF receptor antagonist Y-24180 inhibited the increase in intracellular
calcium elicited by LTBy, possibly through blockade of endogenous PAF action (Komatsu
and Amano, 1997). Interaction between LTB4 and PAF biosynthesis pathways have also
been reported (Moilanen et al., 1993; McDonald et al., 1994), and the underlying
mechanism identified as a reduced avaibility of arachidonic acid following either LTB4 or
PAF receptor blockade (McDonald et al., 1994). These studies underscored an autocrine
role for endogenous LTB4 and PAF generation on LT biosynthesis. Our results further
show an additive effect of LTB4 and PAF receptor blockade on PMNs recruitment elicited
by either of the lipid mediator. Moreover, our results clearly show that in the rat skin
bioassay model, only the concomitant administration of the antagonists, as opposed to
single drug administration, was able to significantly reduce PMNs influx in response to
chemically unrelated chemoattractants such as C5agesarg and TNF-a (Fig. 2).

A role for either LTB4 or PAF in regulating PMN extravasation in inflammatory
models or in response to specific soluble agonists has been reported. We have previously
shown that 5-LO inhibition reduced PMN migration to dermal inflammatory sites elicited

by fMLP, C5a, IL-8, LPS and TNF-a in rabbits (Marleau et al., 1999). 5-LO inhibition also
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supported a role for LTB4 in murine immune-complex pneumonitis (Tavares de Lima et al.,
1998). In other studies, a role for PAF in mediating oedema formation in the reverse
passive Arthus reaction was proposed (Rossi et al., 1992) as well as in mediating the
hypotensive effect of zymosan (Damas et al., 1993). In vitro, LT synthesis in response to
fMLP or C5a was blocked by BLT1 receptor antagonists, and to a lesser degree by PAF
receptor antagonists (McDonald et al., 1994).

Nevertheless, evidence for a cooperative role of the two lipid mediators, LTB4 and
PAF, in regulating PMN trafficking and plasma extravasation at inflammatory sites is still
scarce. Our results show that the regulatory effect of LTB4 and PAF on PMN migration
(Fig. 1 and 2) and plasma extravasation (Fig. 3) are additive. Indeed, the dermal
accumulation of PMNs induced by the intradermal injection of LTB4 was inhibited by 69 %
(p < 0.001) by CP-105,696 pretreatment at a dose of 3 mg/kg and by 37 % (p < 0.05) with
the selective PAF receptor antagonist at the dose used (0.3 mg/kg) (Fig. 1C). When the two
drugs were administrated together, PMN numbers were inhibited by 82 % (p < 0.001). A
similar tendency was observed upon the local injection of PAF (Fig. 1D). Furthermore,
only the concomitant administration of the two receptor antagonists inhibited the migration
elicited by ZAP- and TNF-a by 73 % (p < 0.05) and 68 % (p < 0.05), respectively (Fig. 2).

To assess the cooperative role of LTB4 and PAF in a pathological model of
inflammation, we induced pulmonary inflammation by intravenous injection of Sephadex
beads. This inflammatory model is known to involve a variety of mediators including
cytokines, chemokines and lipid mediators (Maghni et al., 1993; Maghni et al., 1992). The
total accumulation of neutrophils in the lung was 3.8 x 10° PMN/g lung.

Our results show that lung neutrophilia was reduced by 63 % (p < 0.05) with the
concomitant administration of the drugs. Neither the PAF receptor antagonist, nor the

BLT1 receptor antagonist were able to prevent PMNs influx to the lungs. This effect was
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associated with a 66 % (p < 0.05) reduction in blood neutrophilia, suggesting that it may
account for the reduced PMN:ss trafficking to the lungs.

In summary, our results support a cooperative role for LTB4 and PAF in regulating
PMN migration and plasma extravasation to inflammatory sites. This concerted action may

represent as a novel therapeutic avenue in inflammatory diseases.
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9. LEGEND TO FIGURES

Figure 1

Inhibition of LTB4 (500 pmol/site)- and PAF (1.9 nmol/site)- induced dermal accumulation
using selective PAF and BLT]1 receptor antagonists. Rats were pretreated orally 2 (SR-
27417) and 16 (CP-105,696) hours before the i.d. injection of soluble agonists (50 pl/site)
at duplicate sites on dorsal skin. After a 2-hour period of accumulation, the rat was killed
and skin biopsies were punched out. (A) Dose-dependent inhibition of LTB4s—elicited PMN
accumulation by CP-105,696 (1-30 mg/kg). (B) Dose-dependent inhibition of PAF—elicited
PMN accumulation by SR-27417 (0.1-1 mg/kg). (C) Effect of a single or combined
administration of SR-27417 (0.3 mg/kg) and CP-105,696 (3 mg/kg) on LTB4-induced PMN
migration. (D) Effect of a single or combined drug administration on PAF-induced PMN
migration. Values obtained for sites injected with HBSS/BSA 0.1% are subtracted (0.985 x
10° PMN/site). Data are the mean £ SEM of 24 sites obtained from 12 rats. *, P < 0.05;

**% P <0.001 compared to vehicle; #, P <0.05 compared to SR-27417.
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Figure 2

Inhibition of ZAP (3 %f/site)- and TNF-a (10 pmol/site)-elicited PMN accumulation to
dermal inflammatory sites by pre-treatment with PAF and BLTI receptor antagonists.
Effect of a single or combined administration of SR-27417 (0.3 mg/kg) and CP-105,696 (3
mg/kg) on (A) ZAP- and (B) TNF-a-induced PMN migration. Values obtained for sites
injected with HBSS/BSA 0.1% are subtracted (0.985 x 10° PMN/site). Data are the mean +
SEM of 24 sites obtained from 12 rats.*, P < 0.05; compared to vehicle and #, P < 0.05

compared to SR-27417.
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Figure 3 :

SR-27417 and CP-105,696 co-administration inhibits soluble agonist-induced local
oedema. Rats were pretreated orally with SR-27417 and/or CP-105,696 as indicated in
figure 1. Thirty minute before sacrifice, rats were injected i.v. with Evans blue (100
mg/kg) solution in sterile 0.9 % NaCl in the jugular vein 5 minutes before the i.d.
injections. After a 30-minute period of accumulation, rats were killed and skin biopsies
were punched out. Effect of a single or combined administration of SR-27417 (0.3 mg/kg)
and CP-105,696 (10 mg/kg) on LTD4 (500 pmol/site) -elicited oedema formation. Values

obtained for sites injected with HBSS/BSA 0.1% are subtracted (16 pL). Data are the mean

+ SEM of 24 sites obtained from 12 rats.*, P < 0.05; compared to vehicle.
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Figure 4 :

SR-27417 and CP-105,696 co-administration inhibit pulmonary inflammation elicited by
i.v. Sephadex beads administration. Rats were pre-treated orally 2 (SR-27417) and 16 (CP-
105,696) hours before the administration of Sephadex beads (15 mg/kg dissolved in 0.9 %
NaCl) through the subclavian vein. Four hours later, the rats were sacrificed, the heart and
lungs flushed with 0.9 % NaCl/EDTA 10 mM and harvested en bloc. Effect of a single or
combined administration of SR-27417 (0.3 mg/kg) and CP-105,696 (30 mg/kg) on (A)
PMNs numbers in the lungs and (B) blood PMNs. Values were subtracted from rats
injected i.v. with vehicle (0.9 % NaCl). Data are the mean + SEM of 4-6 rats. *, P < 0.05
compared to vehicle with Sephadex, #, P < 0.05 compared to SR-27417, t, P < 0.05

compared to CP-105,696.
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3. DISCUSSION GENERALE

3.1. Problématique

La réponse inflammatoire est régulée par plusieurs facteurs chimiotactiques qui
permettent aux PMNs d’arriver au foyer infectieux et d’agir pour détruire les agents
pathogénes (Cronstein and Weissmann, 1993). Ces facteurs sont principalement les
chimiokines, les cytokines, les fragments dérivés du complément et les médiateurs
lipidiques. Par contre, lorsque I’inflammation est la conséquence de pathologies chroniques
telles I’arthrite rhumatoide (Abramson et al., 1983), les maladies inflammatoires du cdlon
(Lampinen et al., 2005) ou encore I’asthme allergique (Poynter et al., 2006), la réponse
inflammatoire est susceptible de produire des effets indésirables liés a 1’accumulation de
leucocytes et la formation d’cedéme, dont la douleur et la perte de fonction (Cronstein and
Weissmann, 1993). Ces effets indésirables sont souvent la conséquence de la libération de
médiateurs de I’inflammation, la génération de ROS et la libération du contenu des granules
des neutrophiles. Les médiateurs lipidiques, tels que le LTB, et le PAF, jouent un réle clé
dans la migration et dans I’extravasation des neutrophiles a I’interface sang-cellules

endothéliales (Marleau et al., 1999).

Dans cette étude, nous avons évalué I’hypothése que les médiateurs lipidiques,
particulierement le PAF et le LTB, agissent de maniére concertée pour réguler la migration
et I’extravasation des PMNs au site inflammatoire, et ce, indépendamment de la nature
chimique du stimulus qui active le PMN dans le contexte de la réponse inflammatoire. Afin
de vérifier cette hypothése, nous avons utilisé une approche pharmacologique visant a
bloquer I’activité des récepteurs du LTB, et/ou du PAF a I’aide d’antagonistes sélectifs

pour ces récepteurs. Selon notre hypothése de travail, le blocage simultané de ces deux
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récepteurs aura un effet inhibiteur additif ou synergique sur la migration des PMNs au foyer
inflammatoire. Différents modéles expérimentaux ont été utilisés pour vérifier cette
hypothése, nous permettant de confirmer un effet coopératif du PAF et du LTB, dans la

migration des neutrophiles.

3.2. Considérations méthodologiques

Nos protocoles expérimentaux ont été réalisés chez des rats méles Sprague-Dawley.
Parmi les avantages de ce modéle, nous avons pu tester plusieurs stimuli inflammatoires
chez le méme animal dans le bioessai de I’inflammation dermique. En effet, on peut
administrer jusqu’a douze injections intradermiques sur le dos du rat. Il en résulte donc une
réduction du nombre d’animaux requis. Les rats sont aussi nettement moins coliteux que
plusieurs autres espéces dont le lapin et le cochon d’Inde. Enfin, I’antagoniste des
récepteurs BLT1 utilisé dans nos études, le CP-105,696 est inactif chez le lapin (Showell et

al., 1995), ce qui limite son utilisation aux petits rongeurs.

Parmi les limites du modéle, notons que les neutrophiles circulants ne constituent
que 25 a 30% des leucocytes totaux chez le rat (Smith, 1994). Afin d’augmenter la
neutrophilie sanguine, nous avons injecté, sur une période de 9 a 11 jours avant le protocole

expérimental, une dose de 5 pg/kg de r-met-HuG-CSF (filgastrim).

Chez le rat, les agonistes chimiotactiques, et en particulier le LTB4 sont peu
puissants comparativement a leur effet chez d’autres especes (Ford-Hutchinson, 1990). Une
fagon de palier cet inconvénient a été d’injecter, simultanément avec les agonistes pro-

inflammatoires, de la prostaglandine E;, pour son effet vasodilatateur (Raud et al., 1988).
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Chez le rat, I’antagoniste sélectif des récepteurs du LTB4 (CP-105,696) a une

longue demi-vie de 16-18 heures (Showell et al., 1995) et une biodisponibilité élevée
considérant que plus de 50 % de la dose administrée est absorbée (Griffiths et al., 1995). A
I’opposé, 1’antagoniste sélectif des récepteurs du PAF, le SR-27417, posséde une demi-vie
relativement courte d’environ 4 heures mais est plus puissant comparativement a d’autres

antagonistes dont le WEB2086 et le UK-74,505 (Herbert et al., 1996; Herbert et al., 1991a).

Les drogues ont été données par voie orale (gavage), un mode d’administration non
invasif comparativement a I’administration intraveineuse. Le SR-27417 a été dissout dans
I’eau stérile et le CP-105,696 dans du carboxyméthylcellulose sodique 0.5 %, deux
véhicules inoffensifs pour ’h6te. La dose optimale des deux drogues a été choisie selon nos
expériences préliminaires, de fagon a inhiber environ 50 % de la migration des PMNs
induite par I’injection intradermique de LTB4 par le CP-105,696, de méme pour I’injection
intradermique de PAF par le SR-27417. Une dose de 3 mg/kg dans du CMC 0.5 % pour le
CP-105,696 et une dose de 0.3 mg/kg, dissoute dans de ’eau dans le cas du SR-27417 ont

donc été administrées.

La période d’accumulation des neutrophiles dans les sites de peau a été fixée a 2
heures suivant I’injection des agonistes, di au fait que plus de 70 % des neutrophiles y ont
migré pendant cette période (Marleau et al., non publié; Borregaard et al., 2005). Ils seront
ensuite remplacés par les macrophages, les lymphocytes et les fibroblastes permettant la
réparation du tissu atteint. Les agonistes étudiés incluent le LTB4 (500 pmol/site), le PAF
(1.9 nmol/site), le TNF-a (10 pmol/site) et le ZAP (3 %f/site). Le nombre de PMNs par
biopsie a été estimé par la mesure de la MPO libérée par les_granules azurophiles, utilisée

comme marqueur de la migration des PMNs au site inflammatoire (Borregaard et al., 1983).
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La formation d’cedeme par I’injection locale de LTD4 (500 pmol/site) a été mesurée
par I’essai du bleu d’Evans. Le LTD4 a été choisi comme agoniste car il permet
d’augmenter la perméabilité vasculaire (Goetzl et al., 1984). Le bleu d’Evans, injecté par
voie intraveineuse se lie & I’albumine et suit donc les protéines plasmatiques lors de
I’augmentation de la perméabilité vasculaire, ce qui résulte en une coloration bleue du site
inflammé (Takano et al., 1998). Le bleu d’Evans est extrait des sites dermiques a 1’aide du
DMF et quantifié en mesurant I’absorbance de 1’extrait & 630 nm. Nous avons utilisé cette
méthode pour quantifier la quantité de plasma extravasculaire en réponse a I’injection
intradermique locale de LTD4 pour une période de 30 minutes suivant 1’injection

intraveineuse du bleu d’Evans et I’injection intradermique de I’agoniste.

Le modéle d’inflammation pulmonaire induit par 1’injection de billes de Séphadex a
été utilisé pour confirmer le role du LTB4 et du PAF dans un contexte inflammatoire ou
plusieurs médiateurs entrent en jeu. Chez le rat, ’injection intraveineuse de billes de
Séphadex conduit a leur accumulation dans les microvaisseaux pulmonaire (Sorden et al.,
1990). Les cellules inflammatoires, principalement les neutrophiles, les éosinophiles et en
proportion plus faible les macrophages, migrent aux poumons pour dégrader partiellement
les billes de Séphadex (Maghni et al., 1993; Maghni et al., 1996). Aussi, ce modéle
expérimental active la libération de thromboxane A,, d’IL-5, d’IL-3, de leucotriénes et de
PAF. Ce protocole expérimental est facile a exécuter et ne demande que quelques heures
pour induire une accumulation appréciable de neutrophiles au niveau des poumons. L’essai
de MPO a aussi été utilisé pour doser les neutrophiles dans les poumons suivant 1’injection
intraveineuse de billes de Séphadex G-50. La grosseur des billes ainsi que le temps optimal
pour induire la migration des PMNs pulmonaires ont été déterminés dans des expériences

préliminaires (Bélanger et al., non publié).
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3.3. Roéle des médiateurs lipidiques dans la réaction inflammatoire chez le

rat

Pour déterminer le role des médiateurs lipidiques, principalement du LTB4 et du
PAF, nous avons utilisé¢ le CP-105,696 et le SR-27417, des antagonistes sélectifs des
récepteurs BLT1 et du PAF, respectivement. Lors de I’inflammation dermique, la migration
des PMNs induite par I’injection intradermique de LTB4 (500 pmol/site) a permis la
migration de 6.7 x 10° PMNs/site (Fig. 1A). La premiére série d’expériences avait pour but
de déterminer la dose permettant d’inhiber la migration des PMNs stimulée par chacun des
agonistes, LTBy4 et PAF, d’environ 50 % par leur antagoniste sélectif respectif. Une courbe
dose-inhibition de la migration des PMNs induite par le LTB4 a été effectuée avec le CP-
105,696, I’antagoniste sélectif du BLT1. La migration des PMNs induite par le LTB4
lorsque les rats sont prétraités avec du CP-105,696 a des doses de 3, 10 et 30 mg/kg est
inhibée significativement de 69 % (p< 0.001), 89 % (p< 0.001) et 90 % (p< 0.001),
respectivement. Une dose de 3 mg/kg a été utilisée pour les études subséquentes car nos
résultats avec une dose inférieure a 3 mg/kg de CP-105,696 ont été peu reproductibles. La
migration induite par I’injection intradermique de PAF (1.9 nmol/site) a permis une
accumulation dermique de 3.5 x 10° PMNs par biopsie (Fig. 1B). De la méme fagon, une
courbe dose-inhibition de la migration des PMNs induite par le PAF a été effectuée pour le
SR-27417, ’antagoniste sélectif du PAFR. L’utilisation de doses de SR-27417 de 0.1, 0.3
et 1 mg/kg a permis I’inhibition de la migration des PMNs de 29 %, 43 % (p<0.05) et 90 %
(p<0.001), respectivement. Ainsi, une dose de 0.3 mg/kg a été retenue pour la suite des
expérimentations. Nous avons observé que I’accumulation de PMNs induit par le LTB4 est
partiellement bloquée par le SR-27417, I’antagoniste sélectif du récepteur_PAF (Fig. 1C).

De la méme maniere, I’accumulation de PMNs induite par le PAF peut étre partiellement
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réduite par I’antagoniste sélectif du BLT1 (Fig. 1D). Dans d’autres expériences, des
antagonistes sélectifs des récepteurs des LTs et du PAF ou encore le blocage de la
biosynthése des LTs ont montré des effets similaires. Par exemple, 1’antagoniste sélectif du
PAFR, le Y-24180, inhibe I’augmentation de calcium intracellulaire induite par le LTB,
possiblement en bloquant I’action du PAF endogéne (Komatsu and Amano, 1997). Une
interaction entre la biosynthése du LTB, et du PAF par le neutrophile a aussi €té rapportée
(Moilanen et al., 1993; McDonald et al., 1994), et le mécanisme sous-jacent attribué a la
réduction de la disponibilité de 1’acide arachidonique lorsque 1’on bloque les récepteurs du
PAF ou du LTB4 (McDonald et al., 1994). Ces études montrent un effet autocrine du LTB4
et du PAF sur la synthése des LTs. Nos résultats montrent aussi un effet inhibiteur additif
sur le recrutement des PMNs lorsque les récepteurs du PAF et du LTB, sont bloqués.
Aussi, nos résultats montrent clairement que dans le modéle d’inflammation dermique chez
le rat, seulement I’administration concomitante des antagonistes des récepteurs permet de
réduire de fagon significative la migration des PMNs en réponse au C5agesarg €t au TNF-a

(Fig. 2).

Un réle pour le LTB4 ou pour le PAF a aussi été rapporté dans différents modéles
inflammatoires ou en réponse a des agonistes solubles spécifiques. Par exemple, nous avons
précédemment montré que I’inhibition de la 5-LO réduit la migration des PMNs aux sites
inflammatoires chez le lapin induite par le fMLP, le C5a, I'IL-8, le LPS et le TNF-a
(Marleau et al., 1999). Dans d’autres études, le role du PAF dans la formation d’cedéme
dans la réaction passive d’Arthus a été proposé (Rossi et al., 1992), ainsi que dans la
médiation des effets hypotenseurs du zymosan (Damas et al., 1993). In vitro, la biosynthése
des LTs en réponse au fMLP ou au C5a est bloquée par ’antagoniste des récepteurs du

LTB, et a un degré moindre par 1’antagoniste des récepteurs du PAF (McDonald et al.,
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1994). Ainsi, un rdle coopératif entre le LTB, et le PAF dans la migration des PMNs et

dans I’extravasation plasmatique est a envisager. Nos résultats montrent un effet additif du
LTB4 et du PAF sur la migration des PMNs (Fig.1 et 2) et sur I’extravasation plasmatique

(Fig. 3).

La migration induite par I’injection intradermique de LTB,4 a été inhibée de 69 %
(p<0.001), par I'utilisation du CP-105,696 a une dose de 3 mg/kg et de 37 % (p< 0.05), par
I’utilisation du SR-27417, un inhibiteur du récepteur du PAF, & une dose de 0.3 mg/kg
(Figure 1C). De plus, I’utilisation des deux drogues simultanément a permis de réduire la
migration des PMN de 82 % (p< 0.001). Le méme phénoméne a été remarqué lors de
I’inflammation locale induite par I’injection intradermique du PAF (Figure 1D). De plus,
I’administration concomitante des deux antagonistes des récepteurs du LTB,4 et du PAF a
permis d’inhiber significativement la migration des PMNs induite par le ZAP- et le TNF-a

par 73 % (p < 0.05) et 68 % (p < 0.05), respectivement (Fig. 2).

Un autre modele inflammatoire a été utilis€é pour permettre de confirmer les
résultats obtenus précédemment sur le rdole coopérative du LTB4 et du PAF dans la
régulation du traffic des PMNs. L’inflammation pulmonaire induite par I’injection de billes
de Séphadex a permis d’étudier un modéle inflammatoire qui nécessite la participation de
plusieurs cytokines, chimiokines et médiateurs lipidiques (Maghni et al., 1993; Maghni et
al., 1992). La migration totale des neutrophiles dans les poumons a été de 3.8 x 10’
PMNs/g de poumons (Fig. 4). L’administration de 1’un des deux antagonistes ne permet pas
d’inhiber significativement la migration au foyer inflammatoire tandis que I’utilisation
concomitante du CP-105,696 et de SR-27417 a permis de réduire de 63 % (p<0.05) la

migration des neutrophiles au poumons. Le CP-105,696 a été utilisé a une dose plus élevé



76

(30 mg/kg) car une dose inférieure ne permettait pas de réduire la migration des PMNs aux
poumons (Bélanger et coll., non publi¢). De fagon paralléle a la neutrophilie pulmonaire, la
neutrophilie sanguine a été réduite par I’administration concomitante des deux drogues,
passant de 5.6 x 10° PMN/ml a 1.9 x 10° PMN/ml, une réduction de 66 % (p<0.05). Ainsi,
le modele inflammatoire pulmonaire confirme les résultats obtenus avec le modéle
d’inflammation dermique. Le LTB4 et le PAF agissent de concert lors de processus

inflammatoire.

3.4. Perspectives futures

Nos résultats ont permis de clarifier et de mettre en évidence un effet coopératif des
médiateurs lipidiques, particulierement du PAF et du LTB4, dans la migration
extravasculaire des PMNs au foyer inflammatoire et dans la formation d’cedéme. Des
¢tudes complémentaires seront utiles pour clarifier ce réle. D’une part, I’utilisation d’un
autre mode¢le animal, tel le lapin, pourra étre envisagé avec d’autres antagonistes des
récepteurs BLT1 et PAF. Des souris génétiquement déficientes en 1’un et/ou I’autre de ces
récepteurs pourraient aussi étre fort utiles. Enfin, des modéles plus complexes, par exemple
I’induction de D’arthrite rhumatoide par I’injection de collagéne ou encore un modéle
chronique d’athérosclérose, faisant intervenir plusieurs médiateurs de 1’inflammation,
pourraient étre envisagés. Le dosage plasmatique des médiateurs de 1’inflammation ainsi
que des cytokines et chimiokines pourrait permettre de vérifier leur modulation en réponse
aux antagonistes des récepteurs du LTB4 et du PAF. Aussi, un inhibiteur du LTD4 pourrait
étre utilisé permettant de voir si I’inhibition de ces trois récepteurs provoque une inhibition
encore plus importante de la migration des neutrophiles dans un contexte d’inflammation

provoquée par plusieurs médiateurs.
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3.5. Conclusion

Pour conclure, cette étude apporte de nouvelles informations en regard du role des
médiateurs lipidiques dans la régulation de la migration des PMNs lors de la réponse

inflammatoire.
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