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Sommaire

Les polymorphonuciéaires neutrophiles (PMNs) au contact de molécules telles
que les cytokines et les chimiokines, les médiateurs lipidiques ainsi que les produits
bactériens réagissent par une modification de leur métabolisme appelee amorgage.
L’'amorcage est caractérisé par une réponse accrue des PMNs lors d'une seconde
exposition & des stimuli pro-inflammatoires. Les PMNs amorcés sont ainsi
hypersensibles aux stimulants. L’amorgage métabolique des PMNs est considéré
comme un changement important dans les mécanismes de défense de I'héte contre
une invasion microbienne. Toutefois, ce processus peut étre a ['origine d'importants
dommages tissulaires dans les cas ol il y a une exacerbation inutile de la réaction
inflammatoire. Dans des conditions normales, les PMNs sanguins ne forment pas une
population homogéne. lls sont constitués majoritairement de PMNs dormants mais
également, dans des proportions beaucoup plus faibles, de PMNs amorcés, actives

ainsi qu’'en apoptose.

La proportion de PMNs amorcés augmente toutefois de fagon significative chez
les patients souffrant de différentes pathologies, notamment dans les maladies
cardiaques ischémiques comme l'angine instable et Pinfarctus aigu du myocarde.
L'augmentation du nombre de PMNs amorcés et activés contribue aussi a la
pathogénése des conditions pathophysiologiques aigués telle que le syndrome de
détresse respiratoire et le choc septique. Il n’est pas rare de rencontrer, chez un méme
patient, une perturbation des gaz et du pH artériels accompagnant les pathologies
décrites précédemment. Notre hypothése de recherche est qu'un état d’hypoxémie
modéré peut contribuer a la détérioration d'états pathologiques, en amorgant les PMNs

ainsi qu'en augmentant leur arrivée au foyer inflammatoire.

Afin d’évaluer les effets de I'hypoxémie sur la réponse fonctionnelle des PMNs,
nous avons développé au cours de ce travail de maitrise, un modéle animal de
pleurésie a la carragénine chez le rat Sprague-Dawley méle. Dans ce modele,

linjection intra-pleurale (i.pl.) de carragénine cause une réaction inflammatoire au



niveau de la cavité pleurale, caractérisée par une accumulation accrue de PMNs
pendant les premiéres heures suivant l'injection. Les exsudats et le sang ont été
recueillis afin de déterminer le compte total et différentiel des leucocytes et afin de
mesurer la réponse fonctionnelle des PMNs en terme de production de monoxyde
d'azote et d’anion superoxyde. Nous avons également déterminé le pourcentage
d’adhésion cellulaire des PMNs isolés sur des plaques recouvertes de protéines de

sérum de veau aprés leur stimulation par différents agonistes.

Nos résultats montrent que I'hypoxémie induit une augmentation de 50% de la
quantité de PMNs dans la circulation sanguine associée a une diminution de 25% du
nombre de PMNs ayant migré dans la cavité pleurale chez les rats hypoxémiques

comparativement aux rats témoins.

L’hypoxémie modifie la réponse fonctionnelle des PMNs isolés du sang et de
l'exsudat ex vivo. En effet, 'hypoxémie a augmenté I'adhésion des PMNs sanguins
tandis que seule I'adhésion basale des neutrophiles de 'exsudat a été augmentée chez
les rats hypoxémiques aprés stimulation au N-formylméthionylleucylphenylalanine
(FMLP), un tripeptide bactérien. De plus, les PMNs de I'exsudat des rats hypoxémiques
stimulés au phorbol myristate acétate (PMA), produisent plus d’anion superoxyde que
ceux des rats respirant l'air ambiant. Enfin, les PMNs du sang et des exsudats des
animaux hypoxémiques produisent 4.5 et 2 fois plus de monoxyde d’azote (NO) apres

leur stimulation avec le lipopolysaccharide bactérien (LPS), respectivement.

Ce travail montre un effet de I'hypoxémie tant au niveau des manifestations
locales que systémigues associées a ce modéle. Ces observations ouvrent de
nouveaux axes de recherche, notamment I'élucidation des médiateurs endogénes
impliqgués dans les effets de I'nypoxémie. L’hypoxémie pourrait étre un facteur
déterminant dans le développement et la progression de nombreuses pathologies ol

cette condition est souvent associée.
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1. Le polymorphonucléaire neutrophile

1.1. Généralités

Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMNs) sont des leucocytes bien
différenciés qui lorsque colorés au Giemsa-Wright présentent un noyau multilobé bleu
foncé sans nucléole et un cytoplasme rose péle, riche d'une multitude de petits
granules d'un rose vif qui contiennent un arsenal de protéines, de glycosaminoglycans
et d'enzymes antimicrobiens (figure 1) (Hoffbrand et Pettit, 1987). Ces cellules issues
de la moelle osseuse sont relachées dans la circulation sanguine a un rythme de 10"
cellules par jour. Ce processus est principalement réglé par deux facteurs de
croissance, le granulocyte colony-stimulating-factor (G-CSF) ainsi que le granulocyte-
macrophage colony-stimulating-factor (GM-CSF) qui sont secrétés par les monocytes
et les fibroblastes et qui stimulent la prolifération et la différenciation de cellules
précurseurs appelées myéloblastes. La période de différenciation et de maturation qui
prend généralement entre 12 a 14 jours peut diminuer a une période aussi courte que
24 heures en presence de certains facteurs humoraux ou encore lorsque I'organisme
est soumis a un stress, par exemple au cours d'une infection bactérienne (Pabst ef al.,

1994).

Dans des conditions normales, les PMNs forment entre 50 et 60 % des
leucocytes totaux circulants chez 'homme. A 'opposé, les PMNs constituent environ
25% a 30% des leucocytes totaux circulants chez le rat, modéle expérimental utilisé
dans ce projet. Une fois libérés de la moelle osseuse, les PMNs circulent dans les
vaisseaux sanguins sur une periode variant entre 4 et 10 heures avant d'étre marginés,
i.e. avant leur attachement "lache" a la paroi des cellules endothéliales. lIs entrent alors
dans le pool tissulaire ou ils survivront jusqu'a un maximum 48 heures. Les
macrophages se chargent a cette étape de phagocyter les PMNs sénescents. Il existe
des échanges entre les pools marginés et circulants mais limportance de ce

phénoméne n'est pas encore tres bien connue (Smith, 1994).
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Figure 1. Représentation schématique d'un polymorphonucléaire neutrophile coloré
au G.iemsa-Wright (Hoffbrand et Pettit, 1987)



1.2. Réle des neutrophiles dans l'inflammation

Les PMNs font partie du systéme immunitaire non spécifique et sont essentiels
a I'héte pour sa défense contre les invasions microbiennes. Leur réle principal est de
phagocyter et de détruire les différents agents pathogenes qui ont réussi a penétrer les
barrieres physiques de l'organisme. Etant les premiéres cellules a arriver au site
inflammatoire, les PMNs assurent la phase initiale de la défense permettant ainsi le
développement de la réponse immunologique qui elle est spécifiquement dirigée contre

I'agresseur (Mannion et al., 1990).

D'une facon générale, les médiateurs de linflammation générés au site de
I'inflammation vont diffuser dans les tissus environnants et activer leurs récepteurs
situés d'une part a la surface des PMNs circulants et d'autre part sur les cellules
endothéliales adjacentes. Les PMNs activés vont, via les molécules d'adhérence
exprimées a la surface des PMNs ainsi qu'a la surface des cellules endothéliales,
s'attacher lachement a la surface endothéliale avant d'y adhérer fermement. lls
migreront par la suite au foyer inflammatoire ou ils phagocyteront et tueront les
pathogénes (Cronstein et al., 1993). Les mécanismes détailles de ce processus seront

traités ultérieurement au point 5 de la page 36.

Dans le cas d'une agression bactérienne, la phagocytose comporte deux
étapes importantes. Premiérement, la reconnaissance du pathogéne ainsi que son
internalisation dans le phagosome. Deuxiémement, linactivation ou la mort du
pathogéne suivie de sa digestion et la plupart du temps d'une réponse sécrétoire
(Mannion et al., 1990).

En ce qui concerne la reconnaissance, les PMNs se lient directement a I'agent
pathogéne comme par exemple a un lipopolysaccharide (LPS) bactérien. Dans la
majorité des cas, cette structure doit au préalable étre opsonisée par liaison avec des
protéines plasmatiques ou tissulaires. Ces derniéres peuvent étre de nature spécifique

(immunoglobulines) ou non spécifique (la matrice extracellulaire, le complement, etc.).
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Les PMNs reconnaissent alors la protéine liée grace a des récepteurs spécifiques

(fragment cristallisable (Fc) et le récepteur du complément) (Pabst et al., 1994).

Lors de la phagocytose, 'agent pathogene est internalisé par invagination de la
membrane plasmique du PMN afin de former un phagosome. Les granules
cytosoliques se fusionnent a ce phagosome en déversant leur contenu hautement
toxique et ainsi former ce qu'on appelle un phagolysosome (figure 2). Cette fagon de
procéder prévient généralement le déversement du contenu des granules cytosoliques
dans le milieu extracellulaire. Par contre, lorsque I'agent pathogéne est beaucoup plus
gros que la taille d'un PMN, il ne peut y avoir formation du phagosome et le contenu
des granules cytosoliques est déversé directement dans le milieu extracellulaire

(Klebanoff, 1992).

Une fois le phagolysosome formé, il y a activation de nombreux enzymes
spécifiqgues capables d'engendrer des radicaux libres délétéres pour les pathogenes.
Certains enzymes utiliseront 'oxygéne consommeé en trés grande quantite par les
PMNSs afin d’élaborer des radicaux libres comme l'anion superoxyde (O, ), le radical
hydroxy (OH+), I'acide hypochloreux (HCIO) ainsi que le peroxyde d’hydrogene (H,0,)
selon un processus appelé "flambée respiratoire oxydative“. D'autres types de radicaux
libres seront formés a partir de la voie de synthése du monoxyde d'azote (NO) (Smith,
1994).

Les PMNs posseédent non seulement des granules cytoplasmiques contenant
des enzymes oxydatifs mais également des granules renfermant des enzymes
hydrolytiques ainsi que des polypeptides antimicrobiens. Les granules azurophiliques
contiennent entre autres de nombreux enzymes protéolytiques et saccharolytiques
capables de digérer des protéines de structure microbiennes et des
mucopolysaccharides. D'autres contiennent la lactoferrine, capable d'inhiber Ila
multiplication des bactéries ou encore le lysosyme qui provoque la destruction de la
paroi bactérienne. La plupart de ces protéines sont chargées positivement ce qui

augmente leur liaison aux surfaces cellulaires (Borregaard et al., 1993).
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agent pathogéne par le neutrophile (Smith, 1994)
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L'activité des PMNs est modulée par une pléthore de médiateurs sécrétés par
différentes cellules des systemes endocrinien, nerveux et cardiovasculaire ainsi que
par d'autres types de cellules du systéme immunitaire. Ces médiateurs incluent les
cytokines, les chimiokines, les hormones et les facteurs lipidiques, pour la plupart
sécrétés lorsque I'organisme subit un stress. Dans ce contexte, les médiateurs peuvent
voir leurs actions amplifiées par une activité autocrine et paracrine des cellules
impliquées (Blalock, 1989); (Reichlin, 1993). De nombreux médiateurs ont la capacité
de moduler lactivité tant in vivo que in vitro des PMNs (figure 3) (Smith, 1994). La
figure 3 illustre 'ensemble des médiateurs modulant les fonctions du PMN et montre
que cette liste est en constante évolution. De plus, elle n'inclut pas les fragments de la
cascade du complément comme le fragment C3b qui augmente I'activité phagocytaire
des PMNs ainsi que le fragment C5a qui est un agent chimiotactique (Berger et al.,
1988); (Thelen et al., 1993). Il est a noter que les PMNs sont eux aussi capables de

sécréter différents médiateurs comme la prostaglandine E, (PGE,), le tumor necrosis
factor (TNF), le platelet activating factor (PAF), le leucotriéne B, (LTBy,), le GM-CSF,

les interleukines 1 et 2 (IL-1 et IL-2) et plus particulierement l'interleukine 8 (IL-8)
(Smith, 1994).

1.3. Dommages cellulaires causés par les PMNs

La migration des PMNs au foyer inflammatoire comporte une cascade
d'événements bien définie et hautement régularisée. Ce processus prend fin avec la
mort ou l'inactivation des agents pathogénes initiateurs et par conséquent, par l'arrét de
la sécrétion des médiateurs de linflammation par les différentes cellules impliquées
(Weiss, 1989).

Cependant, il arrive qu’il y ait une défaillance dans les mécanismes de
regulation de ce processus entrainant une suractivation ou une prolongation injustifiée
de la réponse inflammatoire. L’accumulation et I'activation des PMNs dans ce contexte
particulier peut donc produire la destruction des tissus environnants et ainsi contribuer

a l'exacerbation des maladies inflammatoires. Ces dommages tissulaires peuvent
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des neutrophiles (Smith, 1994)
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résulter de I'activation prématurée des PMNs lors de leur migration par la libération de
l'arsenal antimicrobien des PMNs (radicaux libres, enzymes hydrolytiques etc.), par
I'élimination des cellules de I'hote lésées ou mortes lors du processus de réparation
tissulaire ou bien encore par une défaillance dans les mécanismes regularisant la
résolution de la réponse inflammatoire aigué (Weiss, 1989). Par exemple, le
relachement massif de protéases par les PMNs lors des infections pulmonaires
chroniques par le Pseudomonas aeruginosa conduit a la destruction du parenchyme
pulmonaire (Ras et al., 1992). L'activation des PMNs par des complexes immuns dans
le fluide synovial contribue aux dommages tissulaires observés dans [arthrite
rhumatoide (Robinson et al., 1992). L'activation chronique des PMNs peut aussi
favoriser le développement tumoral en créant des dommages a [lacide
désoxyribonucléiqgue (ADN) par la libération extracellulaire de radicaux libres de
l'oxygéne (Weitzman et al., 1990). D'autres exemples de pathologies associées a des
dommages tissulaires causés par les PMNs sont présentés au tableau 1 (Harlan et al.,
1993).

2. L'Amorcage des PMNs

2.1. Définition de I'amorgage

L'amorcage se définit comme étant une diminution reversible du seuil de
réactivité cellulaire occasionnée par I'exposition des PMNs & des concentrations sous-
activatrices de molécules proinflammatoires, contrairement a 'activation des PMNs qui
se traduit par le déclenchement immédiat de tout l'arsenal antimicrobien de ces
derniers. Cette modification du métabolisme cellulaire se traduit par une
hypersensibilité des PMNs a divers stimuli activateurs (Pabst ef al, 1994); (Smith,
1994).

Par exemple, si on ajoute un ftripeptide bactérien comme le N-

formylméthionylleucylphénylalanine (FMLP) a une concentration finale de 0.1 uM a

: : 6 :
une suspension de PMNs non amorcés (10 cellules/ml), on remarque quils ne



Syndromes d'ischémie-reperfusion Pathologies inflammatoires

ou d'origines immunitaires

Infarctus du myocarde Choc septique
Choc Syndrome de détresse respiratoire
Accident vasculaire cérebral Syndrome de défaillances multiples
Section de membres d'organes
Transplantation d'organes Rejet de greffes allogéniques
Circulation extracorporelle Arthrite rhumatoide

Athérosclérose

Maladies inflammatoires de l'intestin
Oedeme cérébral associé

a la méningite

Réaction du greffon contre 'héte
Scléroses multiples

Vasculites

Dermatoses inflammatoires

Diabéte

Asthme

Pneumonie d'aspiration

Brilures

Engelures

Tableau |. Pathologies associées a des dommages tissulaires causés par les PMNs
(adapté de Harlan et al., 1993)
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Figure 4.

Représentation schématique d’'un PMN amorcé au LPS et d’'un PMN non

amorcé, apres stimulation au FMLP
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produisent que trés peu d'anion superoxyde. Par contre, si on ajoute la méme
concentration de FMLP a une suspension de PMNs amorcés par du LPS (10 ng/ml)
pendant 30 minutes, ces derniers produiront une trés forte quantité d'anion superoxyde
(figure 4) (Forehand et al, 1989). Le FMLP a des concentrations micromolaires

activera directement les phagocytes (Forehand et al., 1989).

2.2. Agents responsables de I'amorgage

De nombreux agents ont été identifiés comme responsables, a de faibles
concentrations, de I'amorcage des PMNs. D'une part, nous retrouvons les produits
bactériens comme le LPS, un des premiers agents reconnu comme responsable de ce
phénoméne et retrouvé principalement chez les bactéries Gram-négatives (Cohn et al.,
1960); d’autre part, nous retrouvons le muramy! dipeptide (MDP), les peptidoglycanes,
composantes principales de la paroi des bactéries Gram-positives et retrouvées en
quantité moindre chez les bactéries Gram-négatives (Riveau et al, 1991), l'acide
lipoteichoique ainsi que le FMLP (Lew, 1989). On retrouve également differentes
substances d'origine fongique comme les glucans et les mannans ainsi que plusieurs
médiateurs sécrétés par différents types cellulaires dont les cytokines, representées
par exemple par le TNFa ainsi que les chimiokines, en particulier I'L-8 (Daniels et al.,
1992). Les brilures (Bjerknes et al., 1990), le stress et I'activité physique sont aussi

des conditions associées a I'amorcage des PMNs (Smith et al., 1990).

2.3. Réponse des PMNs a I'amorgage

2.3.1. Changements morphologiques

Une des premiéres réponses qui peut étre observée lors de 'amorgage des
PMNs est le changement de forme de la cellule. Les PMNs qui ont une forme
sphérique a l'état de dormance présentent un renflement unilatéral lorsquils sont
amorcés. Ce changement morphologique confére aux PMNs un plus grand pouvoir

d'agrégation ainsi que d'adhésion aux cellules endothéliales et représente un des
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indicateurs les plus sensibles de 'amorcage (Haslett et al., 1985); (Pabst et al., 1994).

2.3.2. Régulation positive des glycoprotéines membranaires

L’amorcage produit la régulation positive de plusieurs glycoprotéines
membranaires. Certaines de ces glycoprotéines sont emmagasinées dans des
granules qui fusionnent avec la membrane plasmique lors de 'amorgage des PMNs.
C’est le cas entre autres des granules qui emmagasinent le recepteur du FMLP lors de

'amorcage au LPS (Borregaard ef al., 1987).

2.3.3. Sécrétion de médiateurs lipidiques

Les PMNs amorcés vont synthétiser et sécréter différents médiateurs lipidiques
comme le PAF (Betz et Henson, 1980) et le LTB4 (Dessein et al., 1986) aprés

l'application d’'un stimulus activateur comme le lionophore calcique A23187. Les
agents responsables de I'amorcage vont initier ce processus en se liant a leurs

récepteurs couplés a des voies effectrices impliquant I'activation de la protéine kinase
C (PKC) et de la phospholipase Ay (PLAj), déclenchant ainsi la sécrétion des
médiateurs (Mcintyre et al., 1987). Les PMNs amorcés au LPS sont capables de
produire du LTB4, un des principaux eicosanoides produit par ces cellules. Cette

sécrétion demande toutefois I'application d'un stimulus comme le PMA ou le A23187
(Doerfler et al., 1989).

2.3.4. Sécrétion d’hydrolases

La majorité des enzymes sécrétés au foyer inflammatoire sont synthétisés et
entreposés dans des granules lors de la maturation des PMNs dans la moelle osseuse.
Plusieurs de ces enzymes comme l'élastase et la cathepsine G font partie de cette
famille d’hydrolases sécrétées par les PMNs amorcés au LPS en réponse a la

stimulation par le FMLP (Fittschen et al., 1988).
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2.3.5. Production de radicaux libres

Les PMNs amorcés et activés par le LPS ou le FMLP produisent de trés
grandes quantités de radicaux libres oxygénés comme ['anion superoxyde. Les PMNs
amorcés de rat, en particulier, produisent également des radicaux libres de l'azote

comme le NO (Pabst et al., 1994).

2.4. Sous-population de PMNs

Chez un sujet sain, les PMNs sanguins ne forment pas une population
homogeéne. lls sont constitués majoritairement de PMNs dormants (non-activés) mais
également, dans des proportions beaucoup plus faibles, de PMNs amorcés, activés
ainsi qu'en apoptose. Chaque état cellulaire est caractérisé par I'expression de
molécules bien précises a la surface de la membrane plasmique (FcyRI, CD66, CD69,
récepteurs au FMLP etc.) mais également par des réponses fonctionnelles d'intensités

variables provoquées par des stimuli specifiques (Gallin, 1984).

Par exemple, les PMNs amorcés par des concentrations sous-activatrices
dinterféron y exprimeront & leur surface le récepteur du complément FcyRI,
généralement absent chez les PMNs non-actives. Cette situation entrainera donc une

augmentation de la proportion de PMNs amorcés au sein de la population.

2.5. Implications cliniques

De nombreuses conditions physiologiques et pathophysiologiques ont été
associées a une augmentation de la quantité des PMNs amorcés en comparaison avec
des sujets normaux, par exemple, chez les patients souffrant de brilures sérieuses
(Bjerknes et al., 1990), ou soumis au stress et a I'activité physique (Smith et al., 1990).
Il a aussi été démontré que les patients présentant des infections bactériennes aigués
(Bass et al., 1986), de I'hypertension (Pontremoli et al, 1989), ou souffrant de la

maladie de Hodgkin (Tullgren et al., 1991), ou d'une maladie inflammatoire de lintestin
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(Suematsu et al., 1987), de méme que les patients atteints de psoriasis (Bloomfield et

Young, 1988), présentent un tres fort pourcentage de PMNs amorces.

3. L'hypoxémie

3.1. Définition et implications cliniques

L'hypoxémie se définit par une diminution de la pression partielle d'oxygene
dans le sang artériel (PaO,) (Dautzenberg, 1997). C’est une condition qui est

fréquemment rencontrée chez les patients souffrant de maladies cardiovasculaires et
respiratoires telles que linsuffisance cardiaque (Dautzenberg, 1997), linfarctus du
myocarde (Aoki et al., 1998), 'asthme et 'emphyseme (Wanstall, 1993); (Mian ef al.,
1993), le syndrome de détresse respiratoire (Simon et Ward, 1992) et compliquant
d’autres désordres comme le choc septique (Glauser et al., 1991). Il en résulte une
modification de I'homéostasie de différents systemes et plus particulierement du
systéme respiratoire. Chez le rat, une hypoxémie aigué provoque une hyperventilation
accompagnée de tachycardie suivie d'une diminution de la ventilation et d'une
bradycardie (Thomas et al., 1994). Cet état d’hypoxémie provoque egalement la
vasoconstriction des artéres pulmonaires qui est un mécanisme favorisant la
redistribution du sang vers l'apex des poumons, aidant ainsi au maintien de la

ventilation (Anand, 1994); (Wagner et Hervé, 1985).

3.2. Etudes in vitro

Les études in vitro réalisées jusqu'a présent démontrent que les "human
umbilical vein endothelial cells" (HUVEC) hypoxiques produisent davantage de
médiateurs pro-inflammatoires dont l'interleukine 1 (IL-1) (Shreeniwas et al., 1992), le
PAF (Arnoult et al., 1993); (Milhoan et al., 1992) et I'lL-8 (Karakurum et al., 1994). De

plus, elles répondent a des changements aigus et chroniques de PaO; en modifiant

Fhoméostasie ainsi que le niveau de substances inflammatoires et vasomotrices dans



le sang (Bauer, 1990); (Pohl, 1990). De plus, les HUVEC voient I'adhérence des PMNs
augmenter et la proximité des deux types cellulaires stimulent les PMNs a produire de
I'anion superoxyde et du LTB,4 (Arnoult et al., 1994). L'exposition in vitro des PMNs du
sang a des conditions hypoxiques provogque une augmentation de leur activité
phagocytaire, accompagnée par une expression accrue des récepteurs a I'opsonine a
la surface de la membrane plasmique (Knowles et al., 1997). Les PMNs hypoxiques
démontrent également une expression accrue des récepteurs a I'IL-13 (type 1), du

TNFa (p80) ainsi que de I'lL-8 (Simms et D'Amico, 1996).

3.3. Etudes in vivo

Les études réalisées in vivo montrent qu'une hypoxémie aigué chez le rat (F,05
6%, 30 minutes) provoque [I'activation des leucocytes se traduisant par des
changements morphologiques dont une réduction dans la taille des granules et la
présence de lobes en forme de cratéres au niveau de la membrane plasmique (crater-
like lobes) (Mian et al., 1993). Ces conditions expérimentales induisent aussi une
adhésion augmentée des leucocytes a I'endothélium des veinules post-capilaires
mesentériques et spinotrapéziques (Mian et Marshall, 1993). De plus, I'endothélium
repond a des changements aigus et chroniques de PaO, en modifiant 'homéostasie
ainsi que le niveau de substances pro-inflammatoires et vasoactives dans le sang
(Bauer, 1990); (Pohl, 1990). Les effets d'une hypoxémie modérée (F\O, 9%, 12
heures) sur laccumulation des PMNs et leurs réponses fonctionnelles au site

d'inflammation n’avaient pas fait I'objet d'études antérieures.

4. Le modéle de la pleurésie a la carragénine

4.1. La carragénine

La carragénine est un polysaccharide sulfaté extrait a I'eau chaude des cellules



de la paroi de certaines algues de la famille des Rhodophycés qui est largement
utilisée dans I'industrie alimentaire et cosmétique pour ses propriétés gélifiantes. C'est
la ville de Carragheen en Irlande ol croit en abondance I'algue rouge Chondrus crispus
qui a donné son nom a cette substance connue sous le nom de "irish moss" ou de

"Carragheen moss" (Roch-Arveiller et Giroud, 1979).

La carragénine est constituée d’un mélange hétérogéne de polyglycans sulfatés
qui lui confére une propriété anionique. Les extraits sont composés de trois fractions
qui varient en fonction du stade de maturation de I'algue : lambda (%), iota (1), kappa
(x). Ces polysaccharides possédent comme principal hexose le D-galactose et certains
de leurs hydroxyles sont estérifiés par des ions sulfate et sont liés entre eux en position
a(1-3) et/ou en B(1-4). Les trois fractions pures se distinguent surtout par leur degré de

sulfatation (y>1>x) (Roch-Arveiller et Giroud, 1979).

L’activité pro-inflammatoire de la carragénine est trés bien documentée. Cette
substance est trés utilisée en pharmacologie dans les modéles d'oedéme plantaire

(Winter et al., 1962) de pleurésie (Vinegar et al., 1973) et de formation de granulome
(Robertson et Schwartz, 1953). La carragénine inhibe la fraction C4 du complément et

posséde un pouvoir antigénique spécifique et un effet toxique sur les macrophages.
Elle aurait également une action hyperthermique (Roch-Arveiller et Giroud, 1979).
L'intensité de lactivité phlogogéne est corrélée au degré de sulfatation de la

carragénine (Damas, 1980).

4.2. Anatomie de la cavité pleurale

La plévre est une membrane séreuse qui recouvre le parenchyme pulmonaire,
le médiastin, le diaphragme ainsi que la cage thoracique. La plevre est subdivisée en
deux: premiérement la plévre viscérale qui recouvre la totalité des poumons en incluant
les différentes fissures interlobaires et deuxiemement, la plevre pariétale qui recouvre
la surface interne de la cage thoracique, le médiastin ainsi que le diaphragme. Les

plévres viscérale et pariétale se rejoignent toutes deux a la base des poumons créant
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ainsi un espace qui porte le nom de cavité pleurale (Light, 1988).

D’'un point de vue macroscopique, la plévre normale est trés mince, élastique,
transparente et présente une surface lisse. Son étude microscopique révele cing
couches bien distinctes: une couche de cellules mésothéliales présentant a leur
surface de nombreux microvilli, une couche submésothéliale, une couche superficielle
élastique, une couche subpleurale lache et pour terminer, une couche profonde de
nature fibroélastique. La présence et I'épaisseur de chaque couche est cependant tres
variable d’'une espéce a l'autre et d’'une région a l'autre chez un méme animal. La
plévre de 'homme est dite "épaisse” puisquelle a une structure cellulaire beaucoup
plus complexe qualitativement et quantitativement que celle du rat qui est dite "mince”,

donc de structure plus simple (McLaughlin et al., 1961).

La plévre pariétale posséde ses propres lits vasculaires. Elle est alimenteée par
Partére phrénique et musculophrénique supérieure pour sa region diaphragmatique, par
l'artére péricardiophrénique pour sa région médiastinale et par les petites branches des

artéres intercostales pour sa région costale (Light, 1988).

En ce qui concerne la plévre viscérale, la vascularisation différe selon le type de
plévres (épaisse ou mince). Chez 'nomme (plévre épaisse), la plévre viscerale est
alimentée par les artéres bronchiales et les capillaires alvéolaires tandis que chez les
petits mammiféres comme le rat (plévre mince), elle ne possede pas de vascularisation
qui lui est propre. La plévre de ces animaux compte en effet sur sa trés grande
proximité avec les capillaires alvéolaires afin d’obtenir les nutriments et I'oxygéne dont

elle a besoin (Aharinejad et al., 1991).

La plévre viscérale ne posséde pas son propre réseau lymphatique chez
'homme comme chez le rat. Elle est par contre intimement liée au réseau lymphatique
pulmonaire qui est trés bien développé dans cette région. Malgré cette grande
proximité avec le réseau lymphatique pulmonaire, ce dernier ne semble pas impliquée
dans I'élimination des protéines et autres particules générées au cours d'un processus

inflammatoire au niveau de la cavité pleurale car il n'y a pas de communication directe
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entre ces deux structures. La plévre pariétale par contre posséde de nombreux
stomates d’un diameétre variant entre 2 et 12 um qui communiquent directement avec le
réseau lymphatique. Ces stomates représentent la seule issue possible pour les
grosses particules afin de pouvoir quitter 'espace pleural. Certaines particules de faible
poids moléculaire ou certaines molécules protéiques de faible taille pourront diffuser

hors de la cavité a I'aide de vésicules de transport (Wang, 1985).

Le liquide pleural est essentiellement constitué d’un ultrafiltrat de sérum. Il a une
composition chimique trés semblable au sérum correspondant mais contient moins de
protéines. Il forme une trés fine couche de liquide (10-17 um) entre la plévre viscerale
et la plévre pariétale diminuant ainsi le frottement entre ces derniéres (Light, 1988).
Environ 7.1 millions de cellules résidentes peuvent étre obtenues par lavage de la
cavité pleurale chez des rats males Sprague-Dawlay non traités de poids moyen (150-
250 g). Cette population est principalement constituée de macrophages (89%),
d'éosinophiles (9%), de quelques basophiles (1%) et de moins de 0.5% de PMNs
(Vinegar et al., 1982).

4.3. Physiologie de la cavité pleurale

Les mouvements liquidiens au sein de la cavité pleurale correspondent a la
somme des pressions hydrostatiques et oncotiques des capillaires de la plevre

pariétale ainsi que de la plévre viscérale.

Chez les mammiféres, la pression hydrostatique est légérement supérieure au
niveau de la plévre pariétale comparativement a la plévre viscérale. Les pressions
oncotiques quant a elles sont identiques. 1l en résulte donc un mouvement liquidien de
la plévre pariétale vers 'espace pleural. Le liquide pleural ne s'accumule toutefois pas
dans I'espace pleural car il est rapidement drainé par l'intermédiaire des stomas, portes

d’entrée du réseau lymphatique (Light. 1988).
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4.4. Pathophysiologie de la pleurésie a carragénine

Apres linjection de la carragénine dans l'espace pleural, il y a libération
d'histamine et de sérotonine par les cellules environnantes (endothéliales,
mesotheliales, fibroblastes etc.); (Capasso, 1975). Ces deux meédiateurs sont les
principaux responsables de 'augmentation de la perméabilité au niveau des capillaires
permettant 'arrivée de toute une gamme de protéines plasmatiques. La voie alternative
de la cascade du complément est activée et le facteur Cba ainsi produit est I'un des
premiers et des plus importants facteurs chimiotactiques responsables du début de
linfiltration des PMNs dans la cavité pendant les 3 premiéres heures suivant l'injection

de carragenine (figure 5) (Kroegel et Antony, 1997).

Parallélement a 'activation de la cascade du complément, il y a libération par
les cellules environnantes de différentes cytokines. Le TNFa, tout comme le facteur
Cba a un rdle tres important dans linfiltration des PMNs au sein de la cavité et son
effet persiste jusqu’a seize heures post-injection (Edamitsu et al., 1995). L’IL-1 favorise
la production de différentes cytokines comme I'lL-6 et I'lL-8, en synergie avec le TNFa.
L'IL-6 va induire la synthése hépatique des protéines plasmatiques de la phase
inflammatoire aigué (PPA) tandis que I'lL-8 favorisera l'infiltration des PMNs dans la

cavité (Utsunomiya et al., 1991).

Les cellules mononuclées, peu nombreuses dans les premiéres heures, voient
leur nombre augmenter de facon significative a partir de la cinquiéme heure (Vinegar et

al., 1982).

A partir de la seixiéme heure, il y a résolution du processus inflammatoire,
accompagné d'une diminution du volume des exsudats et de la phagocytose des
PMNs sénescents par les macrophages. La cavité pleurale retourne & un état normal
quarante-huit heures aprés l'injection de carragénine, a 'exception des macrophages
qui seront présents en plus grande quantité jusqu'a la soixante-douziéeme heure

(Vinegar et al, 1982).
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Figure 6. Réprésentation schématique de [Paccumulation extravasculaire des

leucocytes au foyer inflammatoire (modifiée Yoshida et Gimbrone, 1997)



5. L'adhésion des PMNs

L’accumulation extravasculaire des PMNs au foyer inflammatoire comporte une
séquence d'événements hautement régularisée mettant en jeu plusieurs familles de
molécules d’adhérence. Les médiateurs pro-inflammatoires sécrétés localement ont
pour effet d'activer les PMNSs circulants ainsi que les cellules endothéliales adjacentes
au site d'inflammation. L'attachement initial "lache" des PMNs a la surface endothéliale
s'effectue par l'interaction entre les molécules d'adhérence de la famille des sélectines
et leur contre-ligand, les sialomucines, qui permettent a ces derniers de "rouler" sur la
paroi des veinules post-capillaires (figure 6). Le nombre de cellules qui "roulent"
augmente rapidement avec le développement de la réponse inflammatoire et cette
étape est préalable a leur accumulation au site inflammatoire. La sélectine-L est
exprimée de facon constitutive a la surface des PMNs et sa protéolyse est un
marqueur de leur activation. La sélectine-P et la sélectine-E quant a elles, sont
exprimées de fagon transitoire par les cellules endothéliales activées pendant les
premieres soixante minutes ou les premiéres six heures aprés le début de la réaction

infammatoire, respectivement (Brown, 1997).

L'étape qui suit est celle de l'attachement "ferme" des PMNs aux cellules
endothéliales par l'interaction des intégrines exprimées a la surface des PMNs et des
molécules d’adhérence apparentées a la famille des immunoglobulines (ICAMs). Les
PMNs expriment entre autres la MAC-1 (CD11b/CD18), une p2-intégrine dont
l'augmentation de I'expression est un marqueur de I'activation de ces derniers. Les
cellules endothéliales présentent une faible expression constitutive d'ICAM-1, contre-
ligand de la MAC-1, largement induite apres stimulation par différentes cytokines dont
IL-1 et le TNFa. La diapédiese des PMNs s’effectue au niveau des jonctions inter-

endothéliales par la formation de pseudopodes (Shyy et Chien, 1997).

Les PMNs progressent ensuite vers le site inflammatoire, principalement par
une interaction des p1-intégrines avec les protéines de la matrice extracellulaire, ce qui

a pour effet d'augmenter la réponse fonctionnelle des PMNs (Walsh et al., 1996).



6. L'anion superoxyde

L’anion superoxyde (O,) est un radical libre produit lors de la "flambee
respiratoire oxydative”. Ce mécanisme est mis en branle chez le neutrophile lors de la
phagocytose car ce radical présente une activité bactéricide (Smith, 1994). L'O, est

formé initialement par la réduction d'une molécule d’oxygéne par un électron en
provenance du NADPH. Cette réaction est catalysée par I'action de la NADPH oxydase
exprimée a la surface de la membrane plasmigue et du cytochrome bgsg, accepteur
terminal de la courte chaine de transport d’électrons qui transfére un électron du

NADPH a l'oxygéne (Babior, 1992) (figure 2).

Bien que 'O, soit un des principaux radicaux libres formés, d'autre types de
radicaux ou autres molécules réactives sont également générés. Le peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) est aussi produit de fagon spontanée ou par I'action catalytique de
la superoxyde dismutase (SOD). L'acide hypochloreux (HCIO), par la réaction entre le
H,O, et Pion chlore (CI), trés abondant au sein du fluide extracellulaire (figure 2). Le
HCIO peut réagir par la suite avec des composés azotés pour ainsi former toute une

gamme d'amines chiorées (Weiss, 1989). L'O, peut aussi réagir avec le monoxyde
d'azote (NO) afin de produire le peroxynitrite (ONOQO’) ou bien avec le HyO, en formant

le radical hydroxy (OH¢), deux radicaux libres trés réactifs (Huie et Padmaja, 1993).

7. Le monoxyde d'azote

Le monoxyde d'azote (NO) est un radical azoté synthétisé a partir de l'acide
aminé L-arginine d’une famille d'enzymes appelées oxyde nitrique synthases (NOS).
Certaines isoformes sont exprimées de facon constitutive par différents types
cellulaires tandis qu’une isoforme est induite (iNOS). Le NO joue un réle tres important
dans la physiologie des systémes cardiovasculaires et nerveux et est Fune des

composantes du systéme de défense non-spécifique de I'héte contre les cellules
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tumorales et les microorganismes. En effet, les macrophages produisent de trés
grandes quantités de NO lors de la phagocytose. Le NO produit alors son action
délétére en se combinant aux centres fer-sulfure, inhibant ainsi les enzymes-clés de la
chaine respiratoire de la mitochondrie et de la synthése de I'ADN dans le noyau (Smith,
1994).

A l'opposé, la production de NO par les PMNs humains est controversée mais

celle-ci est bien documentée chez les PMNs de rats (Miles et al., 1995).

Le NO est un radical tres réactif qu'il est difficile de doser directement. Par

contre, il est possible de quantifier la production de NO de fagon indirecte en mesurant
la quantite de nitrite (NO5™), un métabolite produit par son oxydation qui est stable

pendant plusieurs heures (Moncada et Higgs, 1993).

8. But du travail

Dans le but d'évaluer l'effet de 'hypoxémie sur 'amorcage des PMNSs, nous

avons réalisé une série d'études chez des rats soumis a une atmosphére réduite en

oxygene (9%) permettant d’obtenir une hypoxémie modérée (PaO, d'environ 45 mm

Hg).

Une inflammation a été induite par l'injection au niveau pleural d’'une solution de
carragenine (1 mg par cavité) chez les rats hypoxémiques (12 heures post-induction) et

les rats {émoins respirant 'air ambiant.

Les animaux ont été sacrifiés quatre heures aprés linduction de la réponse
inflammatoire. Les exsudats et le sang ont été recueillis d’'une part afin de déterminer le
compte total et différentiel des leucocytes et d'autre part, afin de mesurer la réponse
fonctionnelle des PMNs. Ces derniers ont été purifiés sur des gradients discontinus de
Percoll. Les comptes totaux et différentiels ainsi que la pureté des PMNs du sang et

des exsudats ont été obtenus par microscopie optique apreés coloration des différents
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frottis (Giemsa-Wright). Cette mesure avait pour but de déterminer les effets de
'hypoxémie sur le nombre de PMNs circulants et sur leur capacité de migrer dans le

milieu extravasculaire.

Trois reponses fonctionnelles ont été utilisées comme marqueur de I'amorgage
des PMNs. Premiérement, nous avons quantifié 'adhésion des PMNs sur des plaques
recouvertes de sérum de veau par une réaction colorimétriqgue permettant de
déterminer l'activitt enzymatique de la myéloperoxidase. Cette réaction implique
loxydation d'un substrat, le TMB (3,3',5,5-tétraméthylbenzidine) catalysée par
I'addition de peroxyde d’hydrogéne. Deuxi€mement, nous avons mesuré la production
d’anion superoxyde libéré dans le surnageant par une technique colorimétrique
impliquant la réduction du cytochrome c¢ (réaction inhibée spécifiquement par 'enzyme
superoxyde dismutase). Troisiémement, nous avons effectué le dosage du nitrite dans
le surnageant par une réaction colorimétrique impliquant la réaction du nitrite avec le

réactif de Griess.
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1. Abstract

Rats were maintained in either a hypoxic atmosphere (9% O;) or room air for
12 h before intrapleural injection of carrageenin. Four hours later, blood was taken,
the pleural cavity lavaged, cells counted, and PMN isolated. Hypoxemic rats had 50%
more circulating PMN and 25% less PMN in pleural exudate compared to controls.
Adhesion to serum-coated plastic and superoxide and nitrite production were
assessed. Basal adhesion of blood PMN was unchanged by hypoxemia, whereas
FMLP-stimulated adhesion was 50% greater. In contrast, basal adhesion of exudate
PMN was 72% greater, whereas FMLP-stimulated adhesion was unchanged. PMA-
stimulated adhesion of either PMN-type was unchanged. Following hypoxemia,
exudate PMN produced 64% more PMA-stimulated superoxide compared to blood
PMN, whereas there was no difference between PMN-type from controls. PMN from
blood and exudate of hypoxemic animals produced 4.5- and 2-fold more LPS-
stimulated nitrite, respectively. These results may underlie a mechanism by which

hypoxemia exacerbates disease.



2. INTRODUCTION

Exposure of polymorphonuclear neutrophils (PMN) to subactivating
concentrations of soluble stimuli (such as bacterial products, cytokines, chemokines,
hormones and growth factors) induces a state of preactivation (or primed state)
characterized by a more powerful response to a second stimulus. Although blood
from healthy volunteers contain a mixture of normal, primed, activated and apoptotic
PMN, the proportion of primed and/or activated leukocytes increases in
pathophysiological conditions (Smith, 1994); (Pabst, 1994). Indeed, PMN isolated
from the blood of patients with various disorders associated with leukocyte-mediated
tissue injury, such as septicemia (Welbourn and Young, 1992), adult respiratory
distress syndrome (ARDS) (Simon and Ward, 1992), and ischemic heart disease (de
Servi et al., 1991); (Mehta et a/., 1989) respond to agonist stimulation in an enhanced
fashion. This altered PMN reactivity could have important consequences, as
illustrated by the correlation between the severity of ischemic heart disease and the
increased number of activated PMN circulating in blood (de Servi et al., 1991);
(Wanstall et al., 1993).

Hypoxemia, a systemic reduction in partial pressure of oxygen in arterial
blood (Pa0,), often occurs in patients suffering from respiratory and cardiovascular
diseases (Mian et al., 1993); (Wanstall et al, 1993) including life-threatening
conditions such as ARDS (Simon and Ward, 1992), septic shock (Glauser ef al.,
1991), myocardial infarction (Aoki et al., 1998) and their resulting complications
(Mulder and Marelli, 1992). In vitro studies show hypoxic conditions to modulate
endothelial cell and leukocyte functions, which may enhance leukocyte-endothelium
interactions. For example, hypoxic endothelial cells show increased production of the
inflammatory mediators, interleukin-13 (IL-1B) (Shreeniwas et al., 1992), platelet
activating factor (PAF) (Arnouit et al., 1993); (Milhoan et al., 1992), and interleukin-8
(IL-8) (Karakurum et al., 1994). Moreover, endothelium responds to acute and
chronic changes in PaO, by reguiating the level of hemostatic, inflammatory and

vasoactive agents in the blood (Bauer, 1990); (Pohl, 1990). When co-incubated
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under hypoxic conditions, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) enhance
PMN adherence via a CD11b/CD18-ICAM-1 interaction, and stimulate PMN to
produce superoxide anion (Oy) and leukotriene B4 (LTBy) (Arnould et al.,, 1994). In
vitro exposure of PMN to hypoxic conditions induces a previously inactive population
to engage in phagocytosis, which is associated with an increase in plasma
membrane expression of opsonic receptors (Knowles et al., 1997). Furthermore,
hypoxic PMN have enhanced receptor expression for IL-1 (type 1), TNFa (p80) and
[L-8 (Simms and D'Amico, 1996).

In vivo, acute systemic hypoxia (FiO, 6%, 30 min) in rats promotes leukocyte
activation, as indicated by the appearance of crater-like lobes, reduction in granule
size and modification of the cell membrane (Mian et al., 1993), and increases the
number of adherent leukocytes to muscle and mesenteric venules (Mian and
Marshall, 1993). However, the effects of moderate hypoxemia (FiO; 9%, 12 h) on
PMN accumulation and functional responses at sites of inflammation remains
unknown. We address this issue in the present study. We document circulating and
exudate PMN numbers after induction of carrageenin pleurisy in rats breathing either
room air or an atmosphere with a low F;O,. We also compare the ability of both blood
and exudate PMN to produce superoxide anion and nitrite, and to adhere to serum-
coated plates in response to agonist stimulation. Our results show hypoxemic
animals to have fewer PMN in pleural exudate despite enhanced numbers of
circulating PMN. In addition, PMN from blood and pleural exudate of hypoxemic

animals show enhanced functional responses upon stimulation

3. MATERIALS AND METHODS

3.1. Chemicals

Carrageenin, cytochrome ¢ (from horse heart), superoxide dismutase (SOD),
sulfanilamide, N-formyl-Met-Leu-Phe (FMLP), phorbol myristate acetate (PMA), BSA
(low endotoxin), lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli (serotype 0111:B4),
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hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB), and 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine
(TMB) were purchased from Sigma Chemical Company (Oakville, On, Canada). N-
(1-naphthyl)ethylenediamine, Dextran T-500 and Percoll were purchased from
Pharmacia Canada Inc. (Baie d'Urfé, Qc, Canada). RPMI 1640 medium, calf serum,
Modified Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) and HEPES buffer from Gibco
Laboratories (Grand Island, NY). Other chemicals were of reagent grade and all
solutions for parenteral administration and cell isolation were diluted with pyrogen-

free, sterile 0.9% NaCl (Baxter Travenol Laboratories, Malton, On, Canada).

3.2. Induction of hypoxemia and carrageenin pleurisy

Male Sprague-Dawley rats (180-220 g) were purchased from Charles River
(St-Constant, Qc, Canada). One group was exposed to a low F,0, (9%) atmosphere
in a 500 L plexiglass chamber equipped with circulating fans and an on-line oxygen-
sensor (OM-15, SensorMedics, Anaheim, CA). A second group was maintained in
room air (control normoxic group). The hypoxic environment was established by
introducing a mixture of room air and nitrogen into the chamber. Excess humidity was
prevented by cooling the recirculation circuit. Rats remained in their usual cages and
were allowed full access to food and water. After 12 h exposure in either the chamber
or room air, carrageenin was injected intrapleurally (i.pl.; 1 mg/cavity) and rats
maintained for a further 4 h within experimental conditions. Between 1 and 3 animals
were added to each group in order to determine the degree of hypoxemia obtained
after the preliminary 12 h exposure and/or after the final 4 h following carrageenin
injection. These animals were sedated with an i.m. injection of Hypnorm® (Janssen-
Cilag Ltd, Kent, UK) and blood obtained by cardiac puncture for measurement of
partial pressure of oxygen and pH (IL312 pH/Blood gas analyzer, Instrumentation
Laboratory, Lexington, MA). The remaining animals were anesthetized with an i.p.
injection of sodium pentobarbital (Somnotol®, MTC Pharmaceuticals, On, Canada) at
the end of the experimental exposure period and blood and pleural exudate collected
within 30 min of removal from the chamber. Briefly, rats received 72 iu heparin via

the descending aorta before collection of 8 ml blood into EDTA (final concentration of
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16 mM). The pleural cavity was lavaged with 3 mi of heparinized saline (10 iu/ml). A
hemocytometer and stained cytospin preparation (Diff Quick stain, Dade Diagnostics
of P.R. Inc., Aguada, PR) were used to determine the total and differential leukocyte

numbers, respectively, for both blood and pleural lavage fluid.

3.3. Isolation of circulating and exudate rat neutrophils

Eight ml of blood was mixed with 2 ml of 6% Dextran T-500 in 0.9% saline.
Erythrocytes were allowed to sediment at 37°C for 30 min and the leukocyte-rich
layer removed and centrifuged (275 x g; 6 min). The cell pellet was resuspended in 2
ml HBSS-30 mM HEPES buffer containing 10% rat plasma, layered onto a
discontinuous Percoll density gradient (56,60,68 and 72% in platelet poor rat plasma)
and centrifuged at 800 x g for 30 min. The neutrophil-rich bands were collected at the
60/68% and 68/72% interfaces. Contaminating erythrocytes were removed by
resuspending the cell pellet in 20 ml of 0.2% NaCl at 4°C, leaving for 15 s and then
mixing with 20 ml of 1.6% NaCl/10 mM dextrose. Exudate PMN were isolated using
the same procedure without dextran sedimentation. Cell suspensions contained

>98.8% neutrophils.

3.4. Adhesion assay

Blood and exudate PMN were resuspended in PBS containing 0.1% BSA, 1.4
mM Ca?* and 0.7 mM Mg®". PMN (5 x 10*well) were incubated in calf serum-coated
plates at 37°C for 30 min in the presence or absence of FMLP (10'8—10'6 M) or PMA
(10® M). Non-adherent PMN were then removed by flicking the buffer from the wells
followed by two gentle washes with fresh PBS/BSA. Adherent PMN were lysed by
incubating at room temperature for 20 min with PBS buffer containing 1% HTAB
buffer and 20 mM EDTA (pH 8). 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). Rat MPO standards were prepared using isolated biood
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PMN diluted in PBS/1% HTAB. The number of adhered PMN was calculated from the
standard curve and expressed as a percentage of the total number of PMN added to

the well.

3.5. Measurement of O, production

Blood and exudate rat neutrophils (4 x 106/ml) were suspended in PBS
containing 0.1% BSA, 1.4 mM Ca" and 0.7 mM Mg®" . Cells (8 x 10°) were added to
1 ml plastic cuvettes containing a mixture of cytochrome ¢ (0.1 mM) and PMA (10
8M). Superoxide dismutase-inhibitable O,  generation was determined by comparison
with samples containing SOD (50 pg/ml). Samples were incubated at 37°C for 30 min
in the dark after which the absorbance at 550 nm was determined. Results are
expressed as the amount of O, produced per ml using an extinction coefficient of

21.1 x 10° (Pons et al., 1994).

3.6. Nitrite production by cultured PMNs

Freshly isolated circulating or exudate rat neutrophils (2 x 106/ml) were
suspended in RPMI medium supplemented with 10% calf serum. Cell suspensions
were incubated for 24 h at 37°C in the presence or absence of LPS (10 ug/mi). Cell
supernatants were then obtained by centrifugation (12 000 x g, 10 min) and nitrite
levels determined by a colorimetric assay based on the Griess reaction (Green et al.,
1982); (Griess, 1864); (Griess, 1979). Briefly, Griess reagent (1% sulphanilamide,
0.1% naphtylethylenediamine in 5% phosphoric acid) was added to an equal volume
of the supernatant and the absorbance measured at 570 nm. The concentration of

nitrite was determined from a standard curve of sodium nitrite (1 to 200 uM).

3.7. Statistical analysis of the data

Data is presented as mean + SEM. Student's t-test was applied to the data

obtained in the superoxide, nitrite and adhesion (following PMA stimulation) assays,
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as well as to leukocyte and PMN numbers. One-way ANOVA was applied to the data
generated from the adhesion (following FMLP stimulation) and nitrite (mononuclear

leukocytes) assays. P<0.05 was accepted as significant.

4. RESULTS

Rats exposed to a low FO, were tachypneic and showed less spontaneous
activity than observed with animals breathing air. Exposure of rats to 9% F,0, for 12
h induced a moderate hypoxemia with a PaO, of 47 = 2 mmHg compared with 70 £ 1
mmHg in animals breathing air (P<0.01; n=6 pairs of rats). PaO, was further reduced
to 36 = 2 mmHg (P<0.05; n=10) in hypoxemic rats 4 h following i.pl. carrageenin
injection. PaO, remained constant in rats breathing air (76 £ 3 mmHg; n=7). Blood

pH was not affected in hypoxemic animals (7.43 + 0.02; n=7).

Hypoxemic rats had 50% more circulating PMN than observed with rats
breathing air (Figure 1A). The total circulating leukocyte number was not significantly
different between the two treatment groups. In contrast, hypoxemic rats had 25%
less PMN in the pleural exudate than observed with rats breathing air (Figure 1B).
This reduction was associated with 24% less total leukocytes in the pleural exudate

of hypoxemic rats than observed with rats breathing air.

FMLP (10'6M)-stimulated adhesion of isolated blood PMN to serum-coated
plastic plates was 50% greater with PMN from hypoxemic rats than with PMN from
rats breathing air (Figure 2A). There was no significant difference between the two
groups when stimulated with lower concentrations of FMLP (10'7M and 10‘8M).
Neither basal nor PMA (10'8M)—induoed adhesion of blood PMN was different
between the two groups (Figure 2B). In contrast, basal adhesion of exudate PMN
from hypoxemic rats was 72% greater than with exudate PMN from rats breathing air
(Figure 3). Neither FMLP (10'7NI)— nor PMA-stimulated adhesion of exudate PMN was

different between the two treatment groups (Figure 3).



Superoxide production measured by unstimulated PMN isolated from blood or
exudate was low (circa 1.0 nmol/ml) and unaffected by hypoxemia (data not shown).
In hypoxemic rats, PMA(1O'8M)—stimulated exudate PMN produced 64% more O,
than produced by PMA-stimulated blood PMN (Figure 4). PMA-stimulated exudate
PMN from hypoxemic rats produced 98% more O, than produced by exudate PMN
from rats breathing air. There was no significant difference between O, generation

by blood PMN from the two groups (Figure 4).

Blood PMN from hypoxemic rats produced 4.5-fold more LPS (10 ug/mi)-
stimulated nitrite than produced by blood PMN from rats breathing air, when
incubated for 24 h at 37°C (Figure 5). Similarly, exudate PMN from hypoxemic rats
produced 2-fold more LPS-stimulated nitrite than produced by exudate PMN from
rats breathing air. No production of nitrite was detected in unstimulated PMN from

either blood or pleural exudate from either group (data not shown).

Mononuclear contamination of PMN preparations was <2% (2 x 10* cells/ml).
Production of nitrite by LPS-stimulated mononuclear cells at 2 x 10%ml was
undetectable after 24 h at 37°C, irrespective of source (Figure 6). Furthermore, even
at 2 x 10° cells/ml (equivalent to the dilution of PMN used in this study), the
production of nitrite by mononuclear cells isolated from blood remained negligible. In
contrast, pleural exudate mononuclear cells at 2 x 10%/ml produced 3- to 4.5-fold
more nitrite than produced by an equivalent dilution of PMN (95.0 = 37.6 uM vs 21.2
+ 6.5 uM from rats breathing air, P<0.05; 141.1 £ 47.3 uM vs 42.8 + 10.3 pM PMN

from hypoxemic rats, P<0.05).

5. DISCUSSION

The chemotactic stimuli that attract PMN to infected and damaged sites also
modify PMN reactivity (Smith, 1994). Presumably as a consequence, the proportion
of primed and/or activated PMN is increased in the blood of patients with various

cardiovascular and respiratory diseases (Smith, 1994); (Simon and Ward, 1992);
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(Robert et al., 1994). Moreover, the risk of cardiovascular diseases such as
atherosclerosis, myocardial infarction and stroke, correlates with increased numbers
of activated circulating PMN (de Servi et al, 1991); (Mehta ef al., 1989). Hypoxemia
often accompanies these and other clinical disorders associated with leukocyte-
mediated tissue injury, such as sepsis, ARDS and ischemia-reperfusion syndromes
(Wanstall, 1993); (Harlan et al., 1993). We hypothesized that hypoxemia could
contribute to disease by enhancing PMN recruitment to sites of inflammation and by

priming PMN functions.

The present results show hypoxemic rats to have fewer PMN in pleural
inflammatory exudate despite increased numbers of circulating PMN. We determined
the effect of hypoxemia on three functional assays: adhesion to serum-coated plastic,
superoxide production and nitrite production. Unstimulated PMN isolated from blood
of hypoxemic rats did not differ in any functional assay when compared with blood
PMN from normoxic rats, but were primed for FMLP-stimulated adhesion and LPS-
stimulated nitrite production. Unstimulated exudate PMN differed from circulating
PMN in that exudate PMN from hypoxemic rats were more adherent when compared
with exudate PMN from normoxic rats, were not primed for FMLP-stimulated
adhesion, but were primed for both LPS-stimulated nitrite production and PMA-

stimulated superoxide production.

The increased numbers of circulating PMN in hypoxemic rats may represent a
combination of increased circulation of PMN from the marginating pool in the lungs
and the reduced number of PMN migrating to the pleural cavity. In the rat, acute
hypoxemia triggers hyperventilation and tachycardia followed by a secondary fall in
ventilation and bradycardia (Thomas et al, 1994). Hypoxic arteriolar pulmonary
vasoconstriction results as a mechanism to redistribute blood flux towards the apex
of the lung, helping to maintain ventilation (Anand, 1994); (Wagner and Hervé, 1989).
This hypoxia-induced vascular remodeling and vasoconstriction could affect the

marginating pool of PMN in the lung.

The reason for the reduced number of PMN in the pleural exudate of



hypoxemic rats compared with normoxic controls also remains to be elucidated. It is
not possible to determine whether the reduced number of carrageenin-induced
exudate PMN in hypoxemic animals represents a specific reduction in PMN
accumulation alone or a generalized reduction in a leukocyte accumulation
mechanism, since non-PMN leukocytes formed less than 22% of total leukocytes,
many of which may be resident leukocytes of the pleural cavity (Wang, 1985). This
issue and the effects of hypoxemia on pleural edema formation are currently being

investigated in our laboratory.

A number of mediators are responsible for the plasma extravasation and
sequential leukocyte accumulation induced by the i.pl. injection of carrageenin.
Although mainly complement dependent, PMN accumulation in this model involves
the concerted action of other mediators, including prostaglandins, bradykinin, and the
cytokine, IL-8 (Ogino et al., 1996). General release of these mediators into the
systemic circulation during hypoxemia could affect the extravasation of PMN and
other leukocytes to inflammatory foci, for example, by desensitizing the subsequent
chemotactic response to mediators induced by i.pl. carrageenin (Hetchman et al.,
1991); (Ley et al, 1993). Whether hypoxemia increases plasma levels of
endogenous chemotactic mediators remains to be determined, however, exposure of
endothelial cells to severe hypoxia (0 - 2% F,O,) leads to de novo synthesis of IL-8
(Karakurum et al., 1994) and PAF (Arnould et al, 1993); (Milhoan et al., 1992),
(Michiels et al., 1994). In addition, a number of vasoactive substances, including
prostacyclin and endothelial-derived relaxing factors, both of which may moduiate
PMN adhesion to the endothelium, are released in the blood as a function of oxygen
availability (Bauer, 1990).

Alternatively, the reduced number of PMN in the pleural exudate of
hypoxemic rats may be due to an alteration in endothelial adhesiveness for PMN.
Exposure of HUVEC to extreme hypoxia (pO2=7.5 mmHg) for 2 h significantly
decreases the adherence of PMN in vitro (Pietersma et al, Ann. New York Acad. Sci.,
1994): (Pietersma et al., Am. J. Physiol., 1994). In contrast, mild hypoxia (pO,=53

mmHg) induces endothelial hyperadhesiveness for leukocytes (Pietersma et al, Ann.



New York Acad. Sci., 1994) and primes circulating PMN for stimulated adhesion to
serum-coated plastic in the present study. /n vivo, an acute drop in PaO, and PaCO,
induced by 3 min exposure of anesthetized rats to 6% O, in N, was followed by an
increased adherence of leukocytes to the venular wall of mesenteric and

spinotrapezius microcirculation (Mian and Marshall, 1993).

The enigma of the enhanced adhesion shown in this and other studies and
the reduction in number of PMN in pleural exudate may be related to the regional
microvasculature. In the rat, both systemic and pulmonary circulation are the source
of the pleural blood supply (Aharinejad et al., 1991). In the systemic circulation, PMN
emigrate primarily through postcapillary venules, whereas in the pulmonary
circulation, these processes occur mainly in capillaries (Hellewell et al,, 1994). The
involvement of the CD18 integrin family in mediating PMN adhesion to most vascular
endothelium, normally a prerequisite step for their subsequent emigration, has been
well-documented (Arfors et al., 1987); (Price et al., 1987); (Nourshargh et al., 1989).
However, PMN accumulation in rabbit lungs, induced by the intrabronchial instillation
of C5a occurs primarily through a CD18-independent mechanism, whereas a CD18-
dependent mechanism predominates in the skin of the same animals (Hellewell et al.,
1994). Moreover, IL-8, PAF, and chemotactic bacterial cell wall components have
been shown to induce PMN accumulation through both CD18-dependent and -
independent mechanisms in the pleural cavity (Kroegel and Antony, 1997). Whether
this is also true in the rat pleural circulation and whether either mechanism is altered

in hypoxemia remains to be documented.

The in vivo priming of circulating PMN adhesion and nitrite production by
hypoxemia shown in this study supports other studies in vitro. Exposure of human
peripheral blood PMN in vitro to severe hypoxia (pO,;<15 mmHg) increased
phagocytosis in response to stimulation by cytokines, including IL-8, TNFo and IL-13
(Knowles et al., 1997); (Boon, 1996), and increased the microbicidal activity (Knowles
et al., 1996). Furthermore, hypoxic PMN show an up-regulated expression of
receptors for these cytokines (Simms and D'Amico, 1996). Concomitant with the

increase in phagocytosis, hypoxia also enhances cytokine-stimulated (IL-8, TNF and
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IL-1) expression of the opsonic receptors, CD32w and CD35 (Knowles et al., 1997).
We may speculate that the priming of circulating PMN may be associated with a
hypoxemia-induced increase in receptor expression on PMN, though there is

currently no evidence to support this hypothesis.

PMN isolated from the pleural exudate of hypoxemic rats show enhanced
functional responses compared to PMN isolated from animals breathing air. These
enhanced functional responses could increase the tissue damage induced by PMN in
disorders complicated by hypoxemia. In the present study, only exudate PMN from
hypoxemic rats had a greater ability than circulating PMN to generate superoxide
anion. Our findings contrast to previous studies on transmigration where the process
of transmigration enhances the potential of human PMN to generate superoxide
anion (Yee et al., 1994). Furthermore, the transmigrated PMN in this previous study

were unable to increase their already primed ability to generate superoxide anion.

Blood and pleural exudate PMN from hypoxemic rats generate, respectively,
4- and 2- fold more LPS-stimulated nitrite compared to PMN from rats breathing air.
Mononuclear contamination of PMN suspensions (lower than 2% in both PMN type)
did not alone significantly contribute to the amount of nitrite released. In previous
studies, circulating rat PMN did not produce significant amounts of nitrite in the
absence of agonist stimulation whereas peritoneal exudate PMN released nitrite into
supernatant (Miles et al., 1995). The ability of rat exudate PMN to produce nitrite
spontaneously suggests the induction of nitric oxide synthase (NOS) gene
expression by the process of cell migration to the inflammatory site (Miles et al.,
1995): (Fierro et al., 1996). Our data further suggests that hypoxemia can also
induce NOS gene expression and/or can prime for LPS-induced NOS gene

expression and nitrite production.

Moderate hypoxemia is a state often encountered in patients suffering from
either acute or chronic lung and cardiovascular diseases. The present study shows
that hypoxemia in the rat is associated with modified numbers and enhanced

functional responsiveness of both circulating and exudate PMN. This may underlie a
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mechanism by which hypoxemia could contribute to the progress of many diseases
(Aoki et al., 1998), such as the poor long-term outcome of hypoxemic patients with
acute myocardial infarction (Aoki et al., 1998), ARDS (Simon and Ward, 1992), or
inflammatory pleural disorders which can complicate pulmonary diseases such as

pneumonia.
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LEGEND TO FIGURES

Figure 1

Circulating (A) and exudate (B) leukocyte and PMN numbers in rats
exposed to either a low FO, (9% O,) atmosphere or room air. Rats were
maintained in either environment for 12 h following which they received an
i.pl. injection of carrageenin (1 mg/cavity) followed by a further 4 h period
within experimental conditions during the development of pleural
inflammation. After this period, animals were anesthetized and blood and
pleural exudate collected. Aliquots of both fluids were taken to determine
total leukocyte numbers in a hemocytometer and differential counts on
stained cytospin preparations. Results are expressed as mean + SEM cell
counts from 14 pairs of rats. ** P<0.01 compared to values from rats

breathing air.
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Figure 2
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Adhesion of blood PMN to serum-coated plastic following stimulation with
10°M - 10°M FMLP (A) or 10°M PMA (B). Rats were treated as described
in Figure 1. PMN were purified on discontinuous Percoll gradients (>98.8%
pure) and resuspended in PBS containing 0.1% BSA, 1.4mM Ca* and
0.7mM Mg®. PMN (5 x 10%well) were incubated at 37°C for 30 min +
agonists. The wells were then twice gently washed to remove non-adherent
PMN. Adherent PMN were lysed with buffer containing 1% HTAB buffer (pH
6.0). The number of adherent PMN/well was calculated from a standard
curve. Results are expressed as mean + SEM % adhesion of PMN from 6
pairs (10'8M FMLP) and 7 pairs of rats. ** P<0.01 compared to values from

rats breathing air.
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Figure 3
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Adhesion of exudate PMN to serum-coated plastic after stimulation with 10"
"M FMLP or 10®M PMA. Methods are as described in Figure 2. Results are
expressed as the mean + SEM % adhesion of PMN from 5 pairs (basal,

PMA) and 4 pairs (FMLP) of rats. * P<0.05 compared to values from rats

breathing air.
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Figure 4
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Superoxide production by PMA (10'8M)—stimulated PMN. Rats were treated
and PMN purified as described in Figure 2. PMN (8 x 105) in PBS (+ BSA,
Ca* and Mg®") were added to a mixture of cytochrome ¢ (0.1mM) and
buffer, SOD (50 mg/ml) or PMA. Superoxide production was measured as
SOD-inhibitable reduction of cytochrome ¢. Results are expressed as mean
+ SEM superoxide/ml produced by 2 x 10° PMN/mi from 6 pairs of rats.

* P<0.05 compared to values with PMN from blood. ** P<0.01 compared to

values from rats breathing air.
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Figure 5
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Nitrite production by LPS (10 pg/ml)-stimulated PMN. Rats were treated and
PMN were purified as described in Figure 2. PMN were resuspended at 2 x
10%ml in RPMI containing 10% fetal calf serum. Aliquots (350 pl) were
incubated for 24 h + LPS. Nitrite in supernatants was measured as a
parameter of nitric oxide formation by incubation with Griess reagent. A
standard curve derived using NaNO, was used to determine the
concentration of nitrite (UM). Results are expressed as mean + SEM from 6

pairs of rats. *P<0.05 compared to PMN isolated from rats breathing air.
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Figure 6
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Nitrite production by LPS (10 pg/ml)-stimulated mononuclear leukocytes.
Rats were treated and mononuclear cells purified as described for PMN in
Figure 2. The mononuclear leukocytes are collected on the top of the 56%
Percoll density layer with a purity of 100%. Monocytes were resuspended at
2 x 10%ml (approximately the number of contaminating cells in PMN
preparations) to 2 x 10%ml in RPMI containing 10% fetal calf serum. Nitrite
production over 24 h following LPS stimulation was determined as
described in Figure 5. Results are expressed as mean + SEM from 6 pairs

of rats.
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Lorsque des PMNs sont mis en présence de concentrations sous-activatrices
de stimuli solubles comme les facteurs chimiotactiques libérés a la suite d’'une infection
ou d’'un traumatisme cellulaire, ces leucocytes passent d'un état de dormance a un état
de préactivation (amorcage), caractérisé par une réponse accrue lors d'une seconde
exposition a de tels stimuli (Smith, 1994). Ce phénomene est observé entre autres,
chez les patients présentant différentes pathologies cardiovasculaires et respiratoires.
En effet, ces derniers présentent une proportion de PMNs amorces et/ou activés
beaucoup plus importante comparativement aux sujets sains (Smith, 1994); (Simon et
Ward, 1992): (Robert et al., 1994). De plus, il a été démontré qu'une augmentation du
nombre de PMNs activés pouvait contribuer a la pathogenése de maladies
cardiovasculaires comme I'athérosclérose ou l'infarctus du myocarde (de Servi et al.,
1991); (Mehta ef al., 1989). L’hypoxémie est une condition souvent associée a ce type
de pathologies ainsi que celles mettant en jeu des dommages cellulaires causés par la
forte réactivitté des PMNs comme dans le cas de la septicémie, du syndrome de
détresse respiratoire ou encore dans les syndromes d'ischémie-reperfusion (Wanstall,
1993); (Harlan et al., 1993). Notre hypothése de recherche est que I'hypoxémie
modérée peut contribuer a la détérioration de différents états pathologiques, en

amorcant les PMNs ainsi gqu'en augmentant leur propriétés chimiotactiques.

Les résultats de notre étude montrent une diminution dans la migration des
PMNs et dans leur accumulation au foyer inflammatoire chez les rats hypoxémiques.
Ce phénomeéne est observé malgré une augmentation de la quantité de PMNs
sanguins circulants. De plus, nous avons observé que 'hypoxémie amorce les PMNs,
quiils aient été isolés a partir du sang ou de la cavité pleurale des animaux
hypoxémiques. Trois essais fonctionnels ont éte utilisés comme marqueur de
Famorcage des PMNs: I'adhésion a une plaque recouverte de protéines de sérum de
veau, la production d’anion superoxyde ainsi que la production de monoxyde d'azote
(dosage du nitrite). Les PMNs du sang des rats hypoxémiques ont montré une
augmentation dans leur capacité d'adhérer aux protéines sériques lorsque stimulés par
le FMLP pour l'essai d’adhésion. De plus, les PMNs sanguins isolés des animaux

hypoxémiques voient leur production de nitrite augmentée lorsque stimulés par le LPS.
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Par contre, la production d'anion superoxyde par les PMNs isolés du sang des rats
hypoxémiques n'a pas augmenté de fagon significative en comparaison avec la
quantité produite par les PMNs isolés du sang des rats respirant I'air ambiant. De plus,
il est important de noter que les PMNs sanguins des animaux hypoxémiques voient
leur réponse fonctionnelle augmentée aprés stimulation par le FMLP ou le LPS. En
aucun cas la réponse basale des PMNs sanguins n'a été augmentée. Cette
observation correspond bien a la définition d'un état d'amorgage des PMNs sanguins

plutdt qu'a un état d'activation spontanée.

A l'opposé, les PMNs non stimulés isolés de I'exsudat des rats hypoxémiques
ont une capacité d'adhérer augmentée comparativement aux PMNs non stimulés de
Iexsudat des rats témoins. A I'opposé des résultats observés pour les PMNs sanguins,
I'adhésion des PMNs isolés de la cavité pleurale des animaux hypoxémiques, a I'état
basal, a augmenté. L'addition d'un stimulus tel que le FMLP ou le PMA n'a pas
provoqué une augmentation de ladhésion des PMNs de l'exsudat des rats
hypoxémiques par comparaison a ceux des rats temoins. Cette observation refléte
vraisemblablement le fait que la diapédése et la migration des PMNs au foyer
inflammatoire les activent (Yee et al., 1994). Il est alors difficile de stimuler des cellules
déja activées, du moins en regard avec leur capacité d'adhérer a des plagues
recouvertes de sérum de veau. En effet, les PMNs isolés de l'exsudat des rats
hypoxémiques ont montré une augmentation de leur production d'anion superoxyde
aprés leur stimulation au PMA et une augmentation de la quantité de monoxyde

d'azote libéré dans le surnageant des cellules incubées en présence de LPS.

L'augmentation de la concentraton de PMNs sanguins chez les rats
hypoxémiques peut étre attribuable a au moins trois phénomenes. Premierement,
I'hypoxémie pourrait favoriser la sécrétion de médiateurs chimiotactiques dans la
circulation sanguine. En effet, des études in vitro ont montré une production accrue
d'IL-8 et de PAF par les cellules endothéliales (Karakurum et al., 1994); (Milhoan et af.,
1992). La libération de ces médiateurs dans la circulation sanguine aurait pour
conséquence d'induire une neutrophilie en favorisant la sortie des PMNs de la moelle

osseuse vers la circulation sanguine (Ember et al, 1994). Deuxiemement,
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laugmentation des PMNs circulants pourrait étre secondaire a une diminution du
nombre de PMNs migrant dans la cavité pleurale. La sécrétion de facteurs
chimiotactiques au niveau systémique pourrait aussi expliquer l'inhibition de la
chimiotaxie des PMNs sanguins in vivo. En effet, 'administration iv. dl1L-8, par
exemple, réduit la capacitt des PMNs sanguins de migrer dans le milieu
extravasculaire en altérant la conformation moléculaire des microfilaments d'actine
(Westlin et al., 1992). Le remodelage de la distribution cellulaire des microfilaments
d'actine et les effets de I'll-8 sur le cycle de polymérisation/dépolymérisation de l'actine
résultent en une inhibition de la capacité des leucocytes sanguins d'adhérer et de
migrer a travers l'endothélium (Hetchman et al., 1991); (Westin et al, 1992).
Troisiémement, la vasoconstriction pulmonaire secondaire a I'hypoxémie pourrait
affecter le pool de PMNs marginés et ainsi augmenter les échanges entre les pools

marginés et systémiques.

Ainsi. la diminution du nombre de PMNs ayant migré dans la cavité pleurale des
rats hypoxémiques pourrait étre due a une diminution de I'adhérence des PMNs a la

surface des cellules endothéliales. En accord avec cette hypothése, il a été démontre
que l'exposition des HUVEC a une hypoxie extréme (paO, = 7.5 mmHg) sur une

période de deux heures cause une diminution significative de I'adhérence des PMNs in
vitro (Michiels et al, 1994); (Pietersma et al., 1994). A l'opposé, une hypoxémie
modérée (paO, = 53 mmHg) provoque une augmentation marquée de I'adhérence des
leucocytes a la surface des cellules endothéliales et amorce les PMNs sanguins
comme démontré dans notre étude (Michiels et al., 1994). Une diminution marquée de

la PaO, et une augmentation marquée de la PaCO, induites chez des rats anesthésies

(6% O, dans le Ny) pendant 3 minutes a montré une augmentation de I'adhérence des

leucocytes au niveau de la paroi des veinules post-capillaires mésentériques et de la
microcirculation spinotrapézienne (Mian et Marshall, 1993). Cette observation, bien
qu'a l'encontre de I'explication proposée pour expliquer la réduction de la migration des
PMNSs dans le milieu extravasculaire chez les animaux hypoxémigues, pourrait étre la
conséquence des conditions expérimentales drastiques imposées a ces rats. Notre

protocole expérimental a permis d'induire une hypoxémie modérée chez nos animaux
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et de les exposer a ces conditions pendant une période de seize heures au total.
Néanmoins, une augmentation de I'adhésion des PMNs aux cellules endothéliales,
quoique préalable a leur migration extravasculaire, ne garantit pas cette derniére. En

effet il est intéressant de noter que I'administration par voie systémique du LTB, induit

une augmentation de I'adhésion des leucocytes dans la microcirculation (Rosenberg et
al., 1991) mais empéche ces derniers de migrer au foyer inflammatoire (Marleau et al.,
résultats non publiés). Ces observations nous permettent de spéculer que 'hypoxémie
peut induire une augmentation de ce médiateur lipidique dans la circulation sanguine,

inhibant de ce fait la migration extravasculaire des PMNs.

Il nest pas possible avec les résultats que nous avons présentement de
déterminer si la réduction du nombre de PMNs dans I'exsudat, suite a I'induction de la
pleurésie a la carragénine chez les rats hypoxémiques est due a un probleme
spécifique d’accumulation des PMNs ou bien a un probléme généralisé a tous les types
de leucocytes. En effet, environ 22% des leucocytes retrouvés dans la cavité apres
induction de la réaction inflammatoire ne sont pas des PMNSs. Il est fort probable qu'une
bonne proportion de ces leucocytes fassent partie des leucocytes résidents de la cavité
pleurale et en conséquence, qu'ils n'aient pas contribué a la réduction observée dans le

nombre de PMNs ayant migré dans la cavité pleurale (Vinegar et al., 1982).

De nombreux médiateurs ont été identifiess comme jouant un réle dans les
phénoménes inflammatoires et dans I'accumulation séquentielle des différents sous-
types de leucocytes au foyer inflammatoire suivant linjection intra-pleurale de
carragénine. L'accumulation extravasculaire des PMNs, bien que principalement
dépendante du complément dans ce modéle, met en jeu plusieurs médiateurs telles
que I'lL-8 et possiblement la bradykinine, de méme que les prostaglandines
vasodilatatrices qui potentialisent leur migration (Ogino et al., 1996). Ainsi, la source
des cytokines, chimiokines ou autres mediateurs chimiotactiques potentiellement
libérés dans la circulation sanguine, pourrait provenir du foyer inflammatoire induit par
linjection de carragénine dans notre modele. Une avenue intéressante pour l'avenir
serait de déterminer si I'hypoxémie modifie les niveaux plasmatiques endogenes de

ces médiateurs. Il faut également mentionner que de nombreuses substances
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vasomotrices comme la prostacycline ou les facteurs de relaxation incluant le NO,
synthétisés par 'endothélium en fonction de la concentration sanguine d'oxygéne, ont

la capacité de moduler 'adhésion des PMNs a la surface endothéliale (Bauer, 1990).

L'anatomie particuliére de la microcirculation pleurale pourrait aussi rendre
compte de certaines de nos observations. En effet, la cavité pleurale du rat est irriguée
par deux sources distinctes: la microcirculation pulmonaire de la plévre viscérale ainsi
que la microcirculation systémique de la plévre pariétale (Aharinejad ef al., 1991). Au
niveau de la microcirculation systémique, les PMNs migrent principalement au niveau
des veinules post-capillaires tandis qu’au niveau de la circulation pulmonaire, les PMNs
migrent surtout au niveau des capillaires (Hellewell et al., 1994). La migration des
PMNs au niveau de I'endothélium des veinules post-capillaires est un phénomene
dépendant des B,-intégrines. En effet, celles-ci permettent I'adhésion ferme des
leucocytes sur la paroi de la surface endothéliale, etape préliminaire a la migration
(Price et al., 1897); (Nourshargh et al., 1989); (Arfors et al, 1987). A l'opposé,
accumulation des PMNs au niveau pulmonaire se fait en partie par un mécanisme
indépendant des B,-intégrines (Hellewell et al., 1994). De plus, il a été démontré que
IIL-8, le PAF ainsi que les composantes chimiotactiques des parois des bactéries
induisent 'accumulation des PMNs dans la cavité pleurale par des mécanismes a la

fois dépendants et indépendants des B,-intégrines (Kroegel et Anthony, 1997). Ainsi, la
modulation potentielle de I'adhésion dépendante des f,-intégrines par hypoxémie

n'inhiberait que partiellement I'accumulation des PMNs au niveau de la cavité pleurale

puisqu’une partie de cette accumulation résulte d'un mécanisme indépendant des B,-

intégrines. Quoique ces explications corroborent nos observations expérimentales, il

faudra vérifier les effets de 'hypoxémie sur I'expression et la fonction des Bo-intégrines

au cours d'études ultérieures.

L’amorcage des PMNs sanguins chez les rats hypoxémiques confirme, dans

notre modéle expérimental in vivo, les résultats d'études antérieures in vitro.
L’exposition des PMNs sanguins a une hypoxie sévére (PaO, < 15 mm Hg) in vitro

augmente la réponse fonctionnelle des PMNs, par exemple leur activité phagocytaire,



83

en réponse a leur stimulation par différentes cytokines comme I'lL-8, le TNFa et I'L-18
(Knowles et al.,1997); (Boon, 1996) de méme que leur pouvoir bactéricide (Knowles et
al., 1996). De plus, les PMNs hypoxigues montrent une surexpression des récepteurs
pour ces cytokines (Simms et D'Amico, 1996). L’hypoxie augmente non seulement
lactivité phagocytaire des PMNs mais également I'expression des sous-types du
récepteur Fcy, CD32w et CD35, aprés stimulation par I'IL-8, le TNFx et IL-B (Knowles
et al., 1997). A la lueur de ces résultats nous pouvons supposer que I'hypoxemie
modérée augmente I'expression de récepteurs a la surface des PMNs. Cette

hypothése reste & vérifier dans des études ultérieures.

Les PMNs de lexsudat pleural des rats hypoxémiques presentent une
augmentation de leurs réponses fonctionnelles par comparaison aux PMNs isolés de la
cavité pleurale des rats témoins. Cette observation est trés importante car cette
réactivité accrue des PMNs pourrait contribuer a augmenter les dommages tissulaires
dans les pathologies associées a I'hypoxémie. Dans cette étude, les PMNs de
lexsudat des rats hypoxémiques ont montré une augmentation dans la production
d'anion superoxyde, comparativement aux PMNs de I'exsudat des rats témoins. Nos
résultats montrent aussi que les PMNs de I'exsudat des rats hypoxémiques géneérent
plus d’anion superoxyde en réponse a la stimulation par le PMA, comparativement aux
PMNs sanguins de ces mémes animaux. Yee et al. (1994) ont rapporté que la
migration des PMNs augmentait leur capacité a produire de I'anion superoxyde. Nos

observations appuient cette hypothése, du moins chez les animaux hypoxémiques.

Bien que le FMLP ait été utilisé comme agoniste dans le test d'adheésion, ce
dernier, utilisé seul, se révele inefficace en ce qui concerne la stimulation de la
production d'anion superoxyde chez les PMNs de rat (Mayer et al., 1993); (Benoni et
al., 1998). Le FMLP induit la production d'anion superoxyde seulement apres
l'amorcage des PMNs par la dihydrocytochalasine B, un alcaloide fongique interférant
avec l'assemblage des filaments d'actine des cellules eucaryotes (Wang et al., 1994);
(Hsu et al., 1997). Cette propriété prévient Putilisation de cette association dans le but
d'investiguer I'amorgage des PMNs de rat, puisque lamorcage des PMNs est associé a

une modification du cytosquelette.
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Les PMNs sanguins ainsi que les PMNs de I'exsudat des rats hypoxémiques
libérent respectivement quatre et deux fois pius de nitrite dans le surnageant des PMNs
incubés en présence de LPS par comparaison aux PMNs des rats témoins. Les
cellules mononuclées qui contaminent la suspension de PMNs (moins de 2 % pour les
2 types de PMNs) ne contribuent pas de fagon significative a la production de NO en
réponse a la stimulation par le LPS. Des études précedentes ont montré que les PMNs
sanguins de rat ne produisaient pas de concentrations significatives de NO en absence
de stimulation par un agoniste alors que les PMNs de I'exsudat péritonéal de rat en
produisaient spontanément (Miles ef al., 1995). Cette observation suggere que le
processus de migration des leucocytes au foyer inflammatoire induit I'expression du
géne de la forme inductible de I'oxyde nitrique synthase (INOS) (Miles et al., 1995);
(Fierro et al., 1996). Les résultats de notre étude suggerent que Fhypoxémie pourrait
induire I'expression du géne codant pour la iNOS et/ou pourrait amorcer les PMNs pour

une production accrue de NO apreés stimulation au LPS.

La pleurésie induite chez les rats par l'injection de carragénine provoque chez

ces derniers de la dyspnée, de la tachypnée et peut méme entrainer une diminution de
la PaO, au cours de ce processus inflammatoire. Il est raisonnable de croire qu'une

atmosphére réduite en oxygéne augmentera limportance de ces phénoménes
pathophysiologiques. Afin de vérifier si le caractére modéré de I'hypoxémie a éte

préservée pendant la période de 4 heures suivant linduction de la pleurésie chez les
rats soumis a une F,0, de 9%, nous avons effectué une mesure de la PaO; au temps

0, soit au moment de l'induction de la pleurésie, ainsi que 4 heures plus tard, a la fin de

la période expérimentale. Nous avons observé qu'aprés une période d'adaptation de
12 heures a un état d’hypoxémie, i. e. avant linduction de la pleurésie, la PaO, des rats
était en moyenne de 47 + 2 mmHg (n=6). Quatre heures plus tard, la PaO, moyenne
était diminuée a 36 = 2 mmHg (n=10). Une hypoxémie modérée se définissant par des
valeurs de PaO, se situant environ entre 40 et 680 mmHg chez 'homme, la PaO, a 4

heures se retrouve donc un peu en deca de la limite inférieure (Pietersma et al., 1994);

(Dekoster et al., 1989). Par contre, il est intéressant de noter que méme avec cette
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PaO, relativement basse, les rats n‘ont pas présenté les symptomes cliniques d'une

hypoxémie sévére (détresse respiratoire, perte de conscience, coma etc.). L'hypoxémie
présentée par les rats dans notre protocole expérimental peut donc étre considérée
comme modérée, quoique a la frontiére d'une hypoxémie sévere au moment du

sacrifice, 4 heures aprés l'induction de la pleurésie a la carragénine.

L’hypoxémie modérée est une condition fréquemment rencontrée chez les
patients atteints de pathologies cardiovasculaires et pulmonaires, soit aigués ou
chroniques. Les résultats de cette étude montrent que 'hypoxémie module les
concentrations sanguines de PMNs et leur capacité d'émigrer au foyer inflammatoire.
L'hypoxémie augmente aussi la réponse fonctionnelle des PMNs sanguins et des
PMNs isolgs de la cavité pleurale. L’hypoxémie est donc une condition susceptible de
contribuer a lexacerbation de nombreuses pathologies tel que suggéré par le pronostic
défavorable des patients hypoxémiques atteints d'un infarctus aigu du myocarde (Aoki
et al, 1998), du syndrome de détresse respiratoire (Simon et al, 1992) ou encore des
différentes pathologies pleurales qui peuvent compliquer les infections pulmonaires

comme la pneumonie.
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