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RESUME

Les phospholipases A, sécrétées (sPLA;) font partie d’'une grande famille
d’enzymes impliquées dans la synthése d’écosanoides, de chimiokines et
dans I'expression de molécules d’adhérence. Ce groupe comprend dix
isoformes différentes (sPLA2-IB, -lIA, -IIC, -lID, -lIE, -IIF, -lll, -V, -X et XII)
dont la majorité sont surexprimées en présence de molécules pro-
inflammatoires telles que linterleukine-1B (IL-1 B) et le lipopolysaccharide
bactérien (LPS). La sPLA,-IIA fut longtemps considérée comme la principale
sPLA; associée a I'inflammation. Toutefois, un nombre grandissant d’études
suggére I'implication d’autres isoformes dans la réponse inflammatoire. Etant
donné la similarité structurelle des différentes isoformes de sPLA; la majorité
des inhibiteurs présentement disponibles sont non spécifiques et bloquent
simultanément plus d’'une sPLA,. De ce fait, encore peu de choses sont
connues quant au role précis de chacune des sPLA, dans la réponse
inflammatoire. Ayant accés a des souris génétiguement modifiees
n’exprimant pas la sPLA-V (sPLA2-V™), nous avons donc investigué le role
spécifique de la sPLA,-V dans le recrutement leucocytaire induit par le LPS,
ainsi que sa capacité a moduler I'expression de certaines molécules
d’adhérence. Pour ce faire, nous avons utilisé le modele inflammatoire de la
poche d’air sous-cutanée. L’administration de LPS dans la poche d’air de
souris contréles (WT) entraine un recrutement leucocytaire important. Cet
appel de cellules inflammatoires est cependant significativement diminué
chez les souris sPLA,-V"". De plus, I'expression des molécules d’adhérence
VCAM-1 et ICAM-1 est également diminuée chez les souris SPLAx-V™
comparativement aux souris WT. Nos résultats démontrent donc le role
important de la sPLA,-V dans le recrutement leucocytaire et I'expression de
molécules d’adhérence induits par le LPS, confirmant ainsi I'implication de

cette enzyme dans le processus inflammatoire.

Mots clés: sPLA,-V, leucocytes, lipopolysaccharide, molécule d’adhérence
intercellulaire 1 (ICAM-1), molécules d’adhérence vasculaire 1 (VCAM-1), 12-

épi-scalaradial et inflammation
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ABSTRACT

Secretory phospholipases A, (sPLA,s) are well known for their contribution in
the biosynthesis of inflammatory eicosanoids. @ These enzymes also
participate in the inflammatory process by regulating chemokine production
and protein expression of adhesion molecules. The majority of sPLA;
isoforms are up-regulated by proinflammatory stimuli such as bacterial
lipopolysaccharide (LPS), which predominantly increases the expression of
group V sPLA; (sPLA2-V). Furthermore, it has recently been shown that
sPLA,-V is a critical messenger in the regulation of cell migration during
allergic airway responsiveness. Herein, we investigated the effect of SPLA2-V
on LPS-mediated leukocyte recruitment and its capacity to modulate
adhesion molecule expression. We conducted our study in the murine air
pouch model, using sPLA2-V null mice (sPLA2-V"") and control wild-type (WT)
littermates. We observed that LPS (1 pg/mL)-mediated leukocyte migration in
sPLA,-V" was attenuated by 52 and 86% after 6 and 12 hours of treatment,
respectively, as compared to WT mice. In WT mice, treatment with the cell-
permeable sPLA, inhibitor (12-epi-scalaradial; SLD) reduced LPS-mediated
leukocyte recruitment by 67%, but had no additional inhibitory effect in sPLA,-
V" mice. Protein analyses from the air pouch skin were carried out upon
LPS-challenge, and the expression of intercellular adhesion molecule (ICAM)-
1 and vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 were both significantly
reduced in sPLA,-V" mice as compared to control WT mice. Together, our
data demonstrate the role of sPLA,-V in LPS-induced ICAM-1 and VCAM-1
protein overexpression and leukocyte recruitment, supporting the contribution

of sPLA2-V in the development of inflammatory innate immune responses.

Keywords: sPLA,-V, leukocytes, lipopolysaccharide, intercellular adhesion
molecule-1, vascular cell adhesion molecule-1, 12-epi-scalaradial,

inflammation
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AVANT-PROPOS

L’inflammation est une réaction tissulaire normale face aux agressions telles
que les infections bactériennes, les traumatismes physiques, les corps
étrangers, etc. Elle joue un rdle protecteur en participant au processus de
défense innée de I'organisme et se manifeste cliniquement par quatre signes
cardinaux : rougeur, chaleur, douleur et ocedéme, en plus d’engendrer
fréquemment une limitation fonctionnelle de I'organe atteint. L'inflammation
se divise en deux groupes selon la persistance du phénomeéne :
L’inflammation aigué se caractérise comme une réponse immédiate a un
agent agresseur, de courte durée et qui tend a guérir naturellement. Pour sa
part, I'inflammation chronique n’a aucune tendance a la guérison spontanée
et évolue en persistant ou en s’aggravant. Dans ce cas, la réponse
inflammatoire n’est plus considérée comme bénéfique, mais est plutét
associée a de nombreuses pathologies dont: l'athérosclérose, I'arthrite

rhumatoide, les maladies inflammatoires du tube digestif et bien d’autres.

Les phospholipases A, sécrétées (sPLA;) font partie d’'une grande famille
d’enzymes d’intérét majeur pour la recherche sur l'inflammation puisqu’elles
participent a la production de médiateurs inflammatoires lipidiques et sont
surexprimées dans plusieurs maladies inflammatoires. Des avancements
importants ont été réalisés au cours des derniéres années en ce qui a trait a
la compréhension des différents médiateurs impliqués dans le
développement de la réponse inflammatoire. Cependant, de nombreuses
études sont encore nécessaires afin d’élucider le role précis de chacune des
isoformes des sPLA, dans linflammation. Ainsi, cela permettrait de
développer des médicaments capables de bloquer spécifiquement certaines
sPLA, pro-inflammatoires sans toutefois affecter les fonctions physiologiques
des autres isoformes. Ce travail de recherche vise donc une meilleure
compréhension du réle de la phospholipase A, de type V dans le recrutement
de leucocytes au foyer d’inflammation et ce dans le but de découvrir une
nouvelle cible potentielle pour le développement de thérapies anti-

inflammatoires efficaces et plus spécifiques.



1.0 INTRODUCTION



1.1 Le systéeme immunitaire

1.1.1 Présentation générale

Le systéme immunitaire est un systeme de défense nécessaire a la protection
des individus contre les micro-organismes pathogénes ayant réussi a franchir
les barrieres naturelles (peau et muqueuses). Il s’agit d’'un systéme trés
précis capable de faire la discrimination entre les molécules étrangéres

(antigénes; Ag) et les molécules de I'organisme lui-méme (le soi).

Chez 'humain, on distingue deux types de réactions immunitaires : 'immunité
innée (naturelle) et I'immunité acquise (adaptative) (Tableau I). L'immunité
innée fait partie des mécanismes de défense non spécifiques, i.e. elle ne
distingue pas les agents pathogénes les uns des autres. Elle débute t6t
aprés I'exposition a la molécule étrangére et nécessite la participation de
plusieurs types cellulaires dont les neutrophiles, les monocytes et les
macrophages. La réponse inflammatoire est aussi comprise dans ce type de
réaction immunitaire et sera abordée plus en détail ultérieurement. La
réaction immunitaire acquise, quant a elle, se met en place plus tardivement.
Elle est capable de reconnaitre et d’éliminer sélectivement chaque type
d’envahisseur (spécificité antigénique) et ce grace a la participation de deux
groupes cellulaires: les lymphocytes (cellules B et T) et les cellules
présentatrices d’antigénes. |l est important de noter que, bien qu’elles soient
séparées au point de vue théorique, les réactions immunitaires innée et
acquise n'opérent pas indépendamment 'une de l'autre. Elles interagissent

et cooperent de maniére a assurer une immunité plus efficace.



Tableau | : Vue d’ensemble des mécanismes de défense de I'organisme

Mécanismes de défense non-spécifiques Mécanismes de
défense spécifiques
Barriéres anatomiques et Immunité innée Immunité acquise
physiologiques (naturelle)
« Peau - Phagocytes « Lymphocytes
« Muqueuses / « Meédiateurs « Anticorps
sécrétions chimiques
« Température - Reéaction
corporelle inflammatoire

1.1.2 Cellules du systeme immunitaire / leucocytes

Le systéme immunitaire comprend plusieurs types cellulaires nommés
globules blancs ou leucocytes. Parmi ceux-ci, on retrouve les granulocytes
aussi nommeés polynucléaires, qui regroupent les neutrophiles, les basophiles
et les éosinophiles. Les neutrophiles représentent a eux seuls environ 50-
70% de I'ensemble des leucocytes sanguins. Ce sont les premiéres cellules
retrouvées au niveau du foyer inflammatoire et elles sont nécessaires a la
capture, l'ingestion et la digestion de particules solides inertes ou vivantes
(phagocytose) [1]. Les éosinophiles sont également recrutés au site
d’'inflammation, en particulier lorsque celle-ci est engendrée par une réaction
allergique [2]. Ces cellules ont un pouvoir phagocytaire moins important que
les neutrophiles, mais important dans la défense contre les parasites. Les
basophiles, quant a eux, sont trés peu nombreux (< 1% de tous les
leucocytes). lls interviennent dans certaines réponses allergiques via la
libération du contenu de leurs granules cytoplasmiques (dégranulation) [3].
De plus, les mastocytes sont aussi impliqués dans les réactions inflammatoire
et allergique. Ce sont des cellules mononuclées, dont la participation se fait
par la libération d’amines vasoactives (histamine, sérotonine) nécessaires a

la vasodilatation et a 'augmentation de la perméabilité capillaire locale.



Au sein des cellules du systéme immunitaire on retrouve également des
cellules phagocytaires mononuclées; les monocytes / macrophages. Les
monocytes circulant dans le sang migrent dans le tissu extravasculaire vers le
site d'inflammation et se différencient par la suite en macrophages actives [4].
Ces derniers participent au nettoyage tissulaire et a [I'élimination des
pathogénes grace a leur propriété phagocytaire. De plus, ils sont aussi
essentiels au déclenchement de la réponse immunitaire acquise en agissant
comme cellules présentatrices d’antigenes [5]. Cette présentation
d’antigénes est importante pour l'activation des Iymphocytes qui, tel que
mentionné précédemment, sont les cellules effectrices de la réponse
immunitaire spécifique (acquise). Les lymphocytes représentent environ 20-
40 % des leucocytes et peuvent étre grossiérement divisés en trois groupes;
les cellules B, les cellules T et les cellules NK (natural killer) [6]. Les
lymphocytes T sont responsables de I'immunité cellulaire, i.e. la formation de
lymphocytes spécialement sensibilisés, capables de se fixer aux substances
étrangeéres et de les détruire, tandis que les lymphocytes B sont impliqués
dans limmunité humorale, i.e. qu’ils se transforment en plasmocytes et
produisent les anticorps (Ac) circulants, également capables d'attaquer les
agents envahisseurs. Malgré le fait que les cellules NK font partie d’'une
sous-population de lymphocytes, ces dernieres n’expriment pas de
récepteurs membranaires et n‘ont donc pas de spécificité immunologique
précise. Elles assurent ainsi une réponse immunitaire non spécifique contre
les cibles pathogénes grace a leurs granules contenant certaines enzymes

cytotoxiques.



1.2 La réponse inflammatoire

1.2.1 Définition et description

L’inflammation est un mécanisme de défense physiologique qui se déroule
dans les tissus conjonctifs vascularisés en réponse a différentes agressions.
Il s’agit d’une réaction immunitaire innée ayant comme but ultime de détruire
'agent causal, de limiter I'extension des Iésions tissulaires et d’activer le
processus de réparation. La plupart des caractéristiques de la réponse
inflammatoire ont été décrites dés 1600 avant J.-C., dans des papyrus
égyptiens. Ce n’est toutefois qu’au 1er siecle aprés J.-C. que le médecin
romain Aulus Cornelius Celsus décrivit les quatres signes cardinaux
classiques de l'inflammation: rubor (rougeur), calor (chaleur), dolor (douleur)
et tumor (gonflement; cedeme). Un cinquiéme signe fut ajouté a cette liste,
par Rudolf Virchow en 1858. Il s’agit de la functio laesa (perte fonctionnelle)

qui est fréquemment observée au niveau de I'organe atteint.

Plusieurs agents endogénes et exogenes peuvent provoquer des lésions
tissulaires et ainsi initier la réponse inflammatoire. Parmi les facteurs
déclenchants, on retrouve des micro-organismes (bactéries, virus, parasites,
mycoses), des traumatismes physiques (engelures, bralures, radiations) ou
chimiques (venins, toxines, acides, bases), des corps étrangers, des
réactions immunologiques, ainsi que certaines Iésions vasculaires associées

a une mort cellulaire (nécrose par ischémie).

Quel que soit son siége ou la nature de l'agent pathogéne en cause, le
déroulement de la réaction inflammatoire présente certaines phases
caractéristiques [7] (Figure 1). Premierement, tét aprés I'agression initiale, il
y a congestion active engendrée par une vasodilatation artériolaire, ce qui se
traduit par une augmentation du flux sanguin et un ralentissement de la

circulation au niveau du foyer inflammatoire. Ces capillaires engorgés sont



responsables de la rougeur (érytheme) et de Il'augmentation de Ia
température du tissu (chaleur). Deuxiémement, il y a augmentation de la
perméabilité vasculaire par contraction des cellules endothéliales permettant
ainsi I'exsudation de liquide et de protéines plasmatiques au niveau tissulaire.
L’accumulation de I'exsudat contribue au gonflement du tissu (cedéme).
Finalement, [Iactivation locale de [I'endothélium vasculaire entraine
'expression membranaire de molécules d’adhérence, ce qui permet aux
leucocytes activés d’y adhérer et de le traverser afin d’atteindre le site

lésionnel et d’enclencher la réparation tissulaire.

Le processus inflammatoire peut étre classifie en deux groupes:
linflammation aigué ou chronique. L’inflammation aigué se définit comme
étant une réponse immeédiate et de courte durée face a un agent agresseur.
Elle est caractérisée par des phénoménes dits vasculo-exsudatifs, i.e.
vasodilatation, augmentation de la perméabilité vasculaire permettant
l'exsudation plasmatique et migration de cellules inflammatoires,
principalement constituées de neutrophiles polymorphonucléaires. Elle dure
en moyenne de quelques jours a quelques semaines et guérit habituellement
sans trop de séquelles. L’inflammation chronique, quant a elle, témoigne
d’'une élimination incompléte du stimulus inflammatoire initial. Elle persiste
sur une longue période (mois ou années) et entraine une destruction
tissulaire importante, principalement soutenue par les cellules inflammatoires
recrutées. Ces derniéres se composent essentiellement de macrophages, de
lymphocytes et de plasmocytes. L'inflammation chronique est également
caractérisée par la prolifération de fibroblastes, la déposition de collagénes,

la fibrose et la néoangiogenése.



@ Lésion tissulaire

einule
post- capillaire

@T de la perméabilité vasculaire @ 1 apport sanguin local

Figure 1 : Les principales étapes de la réaction inflammatoire. Plusieurs agents
causent des dommages tissulaires (1) responsables de linitiation du processus
inflammatoire. Quelques minutes aprés 'agression, il y a vasodilatation artériolaire
causant 'augmentation (1) du flux sanguin local (2), suivi par une augmentation (1)
de la perméabilité vasculaire a I'origine de 'cedéme (3). Par la suite, il y a migration
des leucocytes activés (4) et participation de ceux-ci au nettoyage du foyer lésionnel
permettant une réparation tissulaire adéquate (5).

(Image adaptée d’aprés: http://www.biologymad.com/Immunology/inflammation.jpg)



1.2.2 La cascade d’adhésion leucocytaire

Des les premiers instants de la réaction inflammatoire, les leucocytes
circulants affluent en grand nombre au niveaui du foyer Iésionnel grace a la
libération de médiateurs inflammatoires, ainsi qu'a la vasodilatation locale.
Cette derniére entraine un ralentissement important du courant circulatoire
favorisant ainsi la margination des leucocytes a proximité de I'endothélium.
L’infiltration leucocytaire des tissus enflammés est initiée par la capture et le
roulement des leucocytes a la surface des cellules endothéliales. Cette
capture lache et transitoire entraine I'activation des leucocytes et permet, par
la suite, leur adhésion ferme a la surface des veinules post-capillaires. Pour
terminer, il y a diapédése et migration unidirectionnelle des leucocytes dans

les tissus extravasculaires vers le site inflammatoire.

Ce processus d’infiltration leucocytaire est minutieusement régulé et requiert
la participation de plusieurs molécules d’adhérence exprimées a la surface
des cellules endothéliales et des leucocytes. Ces molécules sont impliquées
dans les interactions homophiliques (leucocyte-leucocyte), hétérophiliques
(leucocyte-cellule endothéliale) et dans les interactions leucocytes-matrice
extracellulaire. |l existe quatre familles majeures de molécules d’adhérence
cellulaire : les cadhérines, les sélectines, les intégrines et la superfamille des
immunoglobulines (superfamille 1g). Seules les trois derniéres participent a

une étape bien précise de la cascade d’adhésion leucocytaire (Figure 2).



Capture / Roulement —> Adhésion ferme ———> Diapédese

Sélectines

Intégrines/ Superfamille Ig

Leucocytes ICAM-1
VCAM-1

PECAM-1

Activation des
cellules endothéliales

- | aBa»> | @ @$9a-S>5 | O &-&»B5v | &G | | O =&=&5 ) O =-=»> 2
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\ %:}/%:I,
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Figure 2 : Cascade d’adhésion et de migration leucocytaire. Initialement, un stimulus inflammatoire active les
cellules endothéliales entrainant I'expression membranaire de molécules d’adhérence. Les sélectines exprimées
sont impliquées dans la capture initiale et le roulement des leucocytes a la surface de I'endothélium. Cette
captation lache permet l'activation des leucocytes par des médiateurs inflammatoires. Par la suite, 'adhésion
ferme des leucocytes a I'endothélium est possible grace aux intégrines et aux molécules d’adhérence apparentées
aux immunoglobulines (superfamille 1g). Finalement, linteraction avec PECAM-1 (platelet endothelial cell
adhesion molecule-1) permet la diapédése. Une fois sortis du vaisseau les leucocytes migrent de maniére
unidirectionnelle selon un gradient de concentration (chimiotaxie).

(Figure adapté d’apreés réf : [8])
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1.2.2.1 La famille des sélectines

Les sélectines (CD62) sont des glycoprotéines transmembranaires
impliquées dans la capture initiale et le roulement des leucocytes a la surface
de [I'endothélium vasculaire. Cette famille de molécules d'adhérence
comprend trois membres; la sélectine L, la sélectine E et la sélectine P. La
sélectine E est exprimée uniquement a la surface des cellules endothéliales
activées. De ce fait, son expression est uniquement observable suite a la
stimulation par des médiateurs pro-inflammatoires tels que le facteur
nécrosant des tumeurs (TNF-a, pour tumor necrosis factor a), 'interleukine-
18 (IL-1B), la thrombine et le lipopolysaccharide bactérien (LPS) [9, 10]. La
sélectine P est emmagasinée dans les granules a des plaquettes et dans les
corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales [11, 12]. Suite a la
stimulation de ces deux types cellulaires, la sélectine P est rapidement et
transitoirement exprimée a la membrane cytoplasmique aprés quoi, elle est
clivée ou réinternalisée [13, 14]. La sélectine L, quant a elle, est exprimée de
maniéere constitutive a la surface des leucocytes. Lorsque les leucocytes sont
activés, la partie extracellulaire de la sélectine L est clivée par une
métalloprotéinase [15, 16]. De ce fait, la sélectine L est surtout reconnue

pour étre un marqueur de I'activation des leucocytes [17].

Les  sélectines interagissent  faiblement avec leurs ligands
oligosaccharidiques respectifs (contre-récepteur). Parmi ces ligands, le
PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1) [18, 19] est constitutivement
exprimé sur toutes les cellules leucocytaires et se lie aussi bien a la sélectine
P qu’'a la E, tandis que le ESGL-1 (E-selectin glycoprotein ligand-1) est un
ligand spécifique pour la sélectine E [20]. De plus, il existe aussi un contre-
récepteur important pour la sélectine L, le GlyCAM-1 (glycosylation-
dependent cell adhesion molecule-1), qui est exprimé sur les cellules
endothéliales des HEV (high endothelial venules) afin de permettre la

domiciliation des lymphocytes aux nodules lymphatiques [21, 22].
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1.2.2.2 La famille des intégrines

Les intégrines sont exprimées a la surface des leucocytes et impliquées dans
leur adhésion ferme et leur diapédése a travers la paroi endothéliale. Elles
sont donc essentielles a 'accumulation leucocytaire au foyer d’inflammation.
Ces molécules d’adhérence sont des hétérodiméres composés d’'une sous-
unité a et d'une [, liées ensemble de maniére non-covalente. Jusqu’a
présent, au moins 18 sous-unités a et 8 sous-unités [ ont été identifiées,
permettant ainsi plusieurs combinaisons [23, 24]. Les différentes intégrines
formées sont alors catégorisées selon la sous-unité 3 qu’elles contiennent.
Les intégrines de la famille de (1 (CD29) permettent principalement
l'interaction des leucocytes avec les différentes composantes de la matrice
extracellulaire telles que la laminine, la fibronectine et le collagene [25-27].
Les intégrines de la famille B, (CD18) sont, quant a elles, spécifiques aux
leucocytes [28]. Elles sont exprimées a leur surface suite a la stimulation par
différents médiateurs inflammatoires : linterleukine 8 (IL-8), le facteur
d’activation plaquettaire (PAF, pour platelet activating factor) et le LPS [29,
30]. Les intégrines permettent le contact cellule-cellule en s’associant avec
les molécules d’adhérence apparentées aux immunoglobulines (superfamille
lg). L'importance de cette interaction est bien démontrée chez les individus
présentant un déficit génétique en intégrines 3. Ces gens sont atteints d’'une
maladie nommée déficience d'adhésion leucocytaire (DAL). lls souffrent
d’infections graves et récurrentes dues a un défaut de recrutement de
neutrophiles au niveau des sites infectieux, et meurent généralement en bas
age [31].

1.2.2.3 La superfamille des immunoglobulines

Les molécules d’adhérence appartenant a la superfamille des
immunoglobulines possédent toutes au moins deux domaines extracellulaires

de type immunoglobulinique (lIg). Cette famille comprend cing ICAM
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(intercellular adhesion molecule) soit ; ICAM-1 a ICAM-5, VCAM-1 (vascular
cell adhesion molecule)-1 et PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion

molecule)-1.

ICAM-1 est faiblement exprimée a la surface des cellules endothéliales non
activées, ainsi qu’au niveau des monocytes et de certains lymphocytes [32].
Son expression peut étre induite en condition inflammatoire suite a la
stimulation par diverses molécules telles que ; IL-1B, TNF-a, INFy (interféron
gamma) et LPS [33-35]. De plus, ICAM-1 joue un rble important dans
linflammation en permettant I'adhésion ferme des leucocytes a I'endothélium
vasculaire. Cette adhésion est possible grace a la liaison de ICAM-1 avec les
intégrines alLB2 (LFA-1 ou CD11a/CD18) et aMB2 (Mac-1 ou CD11b/CD18)
présents a la surface des leucocytes [36, 37]. De par son interaction avec
intégrine alLB2, ICAM-2 semble également impliquée dans linteraction
leucocytes-cellules endothéliales [38]. Cependant, contrairement a ICAM-1,
ICAM-2 est exprimée de maniére constitutive au niveau de I'endothélium et

son taux d’expression n’est pas modulé en condition inflammatoire [39, 40].

VCAM-1 est observable au niveau de I'endothélium vasculaire suite a son
activation par I'lL-1, le LPS ou le TNF-a. Son expression soutenue permet
'adhésion des monocytes, lymphocytes et éosinophiles aux cellules
endothéliales. Les neutrophiles ne peuvent cependant pas s’y lier, puisqu'ils
ne possédent pas le contre-récepteur de VCAM-1 ; l'intégrine a4p1 (VLA-4 ou
CD49d/CD29) [41]. PECAM-1 (CD31), quant a elle, est présente sur toutes
les cellules du compartiment vasculaire [42]. Elle est exprimée a des degrés
variables sur la plupart des leucocytes et des plaquettes en plus d’étre un des
constituants majeurs des jonctions intercellulaires au niveau de I'endothélium.
De par son interaction homotypique (CD31-CD31) elle permet la diapédése
des leucocytes a travers les cellules endothéliales et donc, I'appel de cellules

inflammatoires dans les tissus extravasculaires [43-45].
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Tableau Il : Principales molécules d’adhérence impliquées dans l'interaction
cellules endothéliales-leucocytes.

Molécules Ligands Roéle principal
d’adhérence leucocytaires
endothéliales
Sélectine P PSGL-1 Roulement des leucocytes (neutrophiles,
monocytes et lymphocytes) a la surface de
I'endothélium
Sélectine E ESGL-1 Roulement et adhésion a [I'endothélium
PSGL-1 activé  (neutrophiles, monocytes et
lymphocytes T)
ICAM-1 Intégrines a3, o R L
(LFA-1) Adhésion, arrét et migration des
Intégrines ayB, 'eucocytes a travers I'endothélium
(MAC-1)
ICAM-2 Intégrines a f,  Adhésion, arrét et migration des
(LFA-1) leucocytes a travers I'endothélium
VCAM-1 Intégrines a,B1 Adhésion a I'endothélium (éosinophiles,
(VLA-4) basophiles, monocytes et lymphocytes)
GlyCam-1 Sélectine L Permettre la domiciliation des lymphocytes
CD34 aux nodules lymphatiques
PECAM-1 (CD31) PECAM-1 Migration des leucocytes a travers
I'endothélium

1.2.3 Les médiateurs solubles de la réponse inflammatoire

Au cours de la réponse inflammatoire une variété de médiateurs sont libérés
par les cellules du systéeme immunitaire, les cellules endothéliales activées et
les plaquettes. Ces médiateurs servent a déclencher ou a amplifier des
aspects spécifiques de la réponse inflammatoire. De plus, certaines de ces
molécules sont aussi responsables de la migration unidirectionnelle et
orientée des leucocytes au site d’'inflammation. Ce phénoméne se nhomme
chimiotaxie et se caractérise plus spécifiquement par un déplacement

cellulaire selon un gradient de concentration établi par les molécules
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chimioattractantes, i.e. d’'un endroit avec une faible concentration d’agents

chimiotactiques vers un emplacement a haute concentration.

1.2.3.1 Les cytokines

Les cytokines sont des molécules importantes au développement et maintien
d’'une réponse inflammatoire. Ce sont des médiateurs peptidiques solubles
sécrétés par une variété de cellules leucocytaires et non-leucocytaires en
réponse a de nombreux stimuli. Ces molécules de faible poids moléculaire
agissent de maniére autocrine (sur les cellules qui les ont synthétisées) ou
paracrine (sur les cellules voisines) par l'intermédiaire d’'une fixation a leurs
récepteurs spécifiques. De ce fait, les cytokines sont donc essentielles a la

communication intercellulaire lors du processus inflammatoire [46].

Les cytokines régulent lintensité et la durée de la réponse immunitaire en
stimulant ou en inhibant I'activation, la prolifération et la différenciation de
différentes cellules ainsi qu’en régulant la sécrétion des anticorps ou de
d’autres cytokines. Elles ont des actions pléiotropiques, i.e. qu'une méme
cytokine peut avoir des effets biologiques différents sur diverses cellules, et
redondants, i.e. que plusieurs cytokines peuvent avoir les mémes fonctions.
Bon nombre de cytokines sont nommées interleukines (IL), ce qui indique
gu’elles sont sécrétées par des leucocytes et agissent également sur ceux-ci.
Vu la grande diversité des cytokines nous ne verrons pas, dans le cadre de
ce mémoire, les fonctions spécifiques de chacune des cytokines. Nous allons
plutdt nous concentrer sur les principales cytokines impliquées dans la

réponse inflammatoire.

Les principales cytokines pro-inflammatoires sont: I'lL-1, I'IL-6, I'lL-8 et le
TNF-a. Elles sont majoritairement (non exclusivement) synthétisées par les
macrophages activés et sont les premiéres cytokines libérées lors de la

réaction inflammatoire. Il existe deux formes importantes d’IL-1 : I'lL-1a et IL-
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1B8. IL-1a est synthétisée et maintenue a l'intérieur de la cellule ou elle peut
se lier au noyau tandis que IL-1B est libérée dans le milieu extracellulaire
[47]. La sécrétion de cette derniére ainsi que celle du TNF-a est stimulée par
des produits bactériens (ex : LPS), des toxines, des complexes immuns et
d’autres cytokines. L’IL-1B et le TNF-a ont des effets similaires et multiples.
lls induisent les effets systémiques de la réponse inflammatoire aigué, i.e. la
fievre, 'inappétence, I'asthénie, la libération sanguine de neutrophiles a partir
de la moelle osseuse, etc. [48]. Ces cytokines stimulent également
'adhésion des leucocytes a I'endothélium en augmentant I'expression des
molécules d'adhérence ainsi que la prolifération des fibroblastes et la
synthése de collagéne nécessaire a la réparation tissulaire. De plus,
l'interféron y (IFN-y) est aussi important pour la réponse inflammatoire. Il est
principalement synthétisé par les lymphocytes activés et agit de maniére
indirecte en favorisant la production d'IL-1 et de TNF-a par les macrophages
et en inhibant I'lL-10 qui elle-méme bloque la synthése des cytokines pro-

inflammatoires [49-51].

L’IL-6, quant a elle, stimule la synthese hépatique des protéines de la phase
aigué de linflammation (ex: protéine C réactive, fibrinogéne, facteurs du
complément) [52], tandis que I'lL-8 agit comme puissant agent chimiotactique
pour les neutrophiles et stimule leur dégranulation. L’IL-8 fait donc partie

d’un groupe de cytokines nommeées chimiokines [53-55].

1.2.3.2 Les chimiokines

Les chimiokines (chimiotactiques cytokines) font partie de la grande famille
des molécules chimioattractantes. Ce sont des protéines de faible poids
moléculaire (6-14 kDa) capables d’'induire une migration cellulaire selon un
gradient de concentration (chimiotaxie) [56, 57] ou par un gradient de

protéines d'adhérence fixées dans la matrice extracellulaire (haptotaxie).
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Certaines chimiokines sont produites et sécrétées de maniére constitutive.
Elles participent ainsi a I'hnoméostasie de l'organisme en contrélant le
recrutement lymphocytaire au niveau des organes Ilymphoides [58].
Toutefois, tel que mentionné précédemment, la synthése de plusieurs
chimiokines peut également é&tre induite par des molécules pro-
inflammatoires tels que certaines cytokines (IL-1B8, TNF-a) et des produits
bactériens (LPS). Ces chimiokines inflammatoires sont relachées par les
monocytes et les macrophages ainsi que par les cellules endothéliales,
épithéliales et fibroblastiques. Elles contrdlent sélectivement I'adhésion, la
chimiotaxie et I'activation de nombreux leucocytes. Elles dirigent ainsi, par
'entremise de leurs récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés
aux protéines G [59], le mouvement des leucocytes vers le foyer

inflammatoire.

Jusqu’a présent plus de 50 chimiokines ont été identifiées et séparées en
quatre grands groupes selon la position de leurs deux premiers résidus
cystéines. Les chimiokines du sous-groupe CC ou chimiokines 3 sont les
plus nombreuses et agissent principalement sur les monocytes et
lymphocytes T. Les membres les plus connus sont; MCP-1 (monocyte
chemoattractant protein 1; CCL2), MIP-1a (macrophage inflammatory protein
a; CCL3) et RANTES (regulated on activation normal T-cell expressed and
secreted; CCL5), qui présentent une activité chimiotactique pour les
monocytes, les cellules NK et les lymphocytes T [60-62], en plus d’induire la

dégranulation des basophiles et des éosinophiles [63, 64].

Les chimiokines du sous-groupe CXC (chimiokine a) possédent un acide
aminé entre leurs deux premiéres cystéines. La chimiokine la plus connue de
ce groupe est I'lL-8 (CXCL8). Tout comme cette derniére, la majorité des
chimiokines CXC attire les neutrophiles aux sites d’inflammation aigué [55].
De plus, CXCL8 est une chimiokine a caractéere pro-inflammatoire

principalement sécrétée par les cellules endothéliales et les macrophages.
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Elle accroit la perméabilité vasculaire [65, 66] et 'adhésion des neutrophiles

activés a la surface de I'endothélium [67, 68].

Le troisiéeme sous-groupe, CX3C (chimiokines y), dont les deux premiéres
cystéines sont séparées par trois acides aminés, est formé d'un seul
membre, la fractalkine (aussi nommée neurotactine). Il s’agit d'une
chimiokine un peu particuliére puisqu’elle posséde a la fois un domaine
hydrophile extracellulaire et un domaine hydrophobe, qui permet son ancrage
dans la membrane plasmique des cellules endothéliales et de certaines
cellules cérébrales [69, 70]. Le domaine extracellulaire peut également étre
clivé donnant ainsi naissance a une chimiokine soluble [71]. Lorsqu’elle est
lice a la membrane plasmatique, la fractalkine agit comme une molécule
d’adhérence, tandis que sous sa forme soluble, elle se comporte comme un
agent chimioattractant pour les monocytes, les lymphocytes T et les

neutrophiles [72].

Les chimiokines du sous-groupe C, quant a elles, ne possédent que deux
résidus cystéine. La lymphotactine a (XCL1) et la lymphotactine § (XCL2)
sont les deux seuls membres de ce sous-groupe et ont un effet

chimiotactique pour les lymphocytes [73, 74].

1.2.3.3 Les protéines plasmatiques

Tel que mentionné précédemment, les manifestations systémiques de
linflammation comprennent, la fiévre, I'asthénie, I’hyperleucocytose et
également une perturbation de I'équilibre des protéines plasmatiques.
Celles-ci comprennent entre autre trois grands systémes interconnectés
producteurs de médiateurs inflammatoires, i.e. les systémes des kinines, de

la coagulation et du complément (Figure 3).
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Figure 3: Relation entre les différents facteurs plasmatiques de
'inflammation. La Iésion tissulaire induit I'activation du facteur de Hageman
(XII) et par la suite la formation de médiateurs enzymatiques plasmatiques
par le systéme des kinines et le systéme de coagulation, en plus d’activer le
systeme du complément. Ces différents systémes interagissent tous
ensemble et contribuent a la phase aigué de la réponse inflammatoire. (1 =
augmentation). Tirée du livre; Immunologie : Le cours de Janis Kuby,
©Dunod, Paris, 2001.

De maniére générale, le systéme des kinines est une cascade enzymatique
initiée par une lésion tissulaire, entrainant I'activation du facteur de
coagulation Xl (Hageman) et se terminant par la formation de bradykinine.
Cette derniére participe a la réponse inflammatoire locale en induisant une
vasodilatation et une hyperperméabilité vasculaire. De plus, elle provoque
également de la douleur et une contraction des muscles lisses, symptomes
fréquemment associés a I'inflammation [75].

Tout comme le systéme des kinines, c’est également I'activation du facteur

Xl par des fragments tissulaires altérés qui constitue le mode de
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déclenchement habituel du systéeme de la coagulation au cours de
l'inflammation. Une fois active, ce systéme entraine la formation de caillots
de fibrine permettant ainsi de prévenir les saignements et limiter la dispersion
des pathogénes envahisseurs dans la circulation sanguine. De plus, les
produits de dégradation de la fibrine ainsi formée contribuent a la réponse
inflammatoire en agissant comme puissant agent chimiotactique pour les
neutrophiles [76, 77].

Le systeme du complément comprend plus de 30 protéines solubles,
principalement sécrétées par le foie [78]. Ce systéme hautement régulé
participe a la réponse inflammatoire via la formation d’anaphylatoxines (C3a,
C4a et Cb5a). Ces petites molécules formées par le clivage de protéines du
complément se lient aux récepteurs des mastocytes et des basophiles et
induisent leur dégranulation. L’histamine ainsi libérée provoque la
contraction des muscles lisses et l'augmentation de la perméabilité
vasculaire. De plus, le C3a et le C5a sont également des molécules
chimioattractantes capables d’induire l'adhésion des leucocytes a
'endothélium [79]. Ces anaphylatoxines participent aussi a la migration
leucocytaire au niveau du site inflammatoire via la relache de chimiokines
(MCP-1, RANTES et IL-8) [80, 81].

1.2.3.4 Les médiateurs lipidiques

Les médiateurs lipidigues forment un groupe complexe de molécules
synthétisées a partir des phospholipides membranaires. En effet, I'hydrolyse
des phospholipides par la phospholipase A, (PLAz), entraine la libération
d’acides gras libres et de lysophospholipides. Parmi les acides gras libres,
'acide arachidonique (AA) est le plus souvent produit et est le précurseur
commun des meédiateurs inflammatoires de la famille des écosanoides

comprenant entre autres: les prostaglandines, les leucotrienes, les
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thromboxanes ainsi que les lipoxines. De plus, la libération de
lysophospholipides, plus spécifiquement de Ilyso-PAF, est également
essentielle a la synthése d’'un autre médiateur inflammatoire puissant, le PAF
(Figure 4).

1.2.3.4.1 Le facteur d’activation plaquettaire (PAF)

Le PAF fut initialement découvert en 1970 grace a sa capacité d’activer les
fonctions plaquettaires. Depuis, il a également été identifie comme un
puissant médiateur pro-infllammatoire. Il est produit et relaché par un grand
nombre de cellules telles que les monocytes, les macrophages, les
granulocytes, les cellules endothéliales et il joue un role important a plusieurs
niveaux de la cascade inflammatoire. En effet, en plus d’augmenter la
perméabilité vasculaire [82, 83], le PAF induit également la dégranulation des
basophiles, éosinophiles et neutrophiles [84, 85], I'activation des mastocytes
[86] ainsi que la synthése de cytokines (IL-6, IL-4) [87, 88] et de leucotriénes
[89, 90]. De plus, le PAF est également impliqué dans l'adhésion des

leucocytes a I'endothélium vasculaire [91, 92].

1.2.3.4.2 Les voies de la cyclooxygénase et de la lipoxygénase

En 1982, les Dr Bergstrom, Vane et Samuelsson se sont vus octroyer le prix
Nobel de médecine pour leurs recherches sur les leucotrienes (LT), les
thromboxanes (Tx) et les prostaglandines (PG) [93]. La synthése de
'ensemble de ces médiateurs inflammatoires a partir de I'AA se fait via deux

voies : la voie de la cyclooxygénase (COX) et celle de la lipoxygénase (LO).
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Figure 4. Schématisation de la synthése des différents médiateurs inflammatoires lipidiques et de leurs principales
fonctions. 1 = augmentation, | = diminution, PMN = neutrophile polymorphonucléaire, 5-HETE = acide 5-hydroxyéicosatétraénoique
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La voie de la lipoxygénase assure la synthése de leucotriénes (LTB4, LTCy,
LTD4 et LTE,4) et de lipoxines (LXA4 et LXBy4) via le métabolisme de I'AA par
l'enzyme 5-lipoxygénase. Cette derniére est présente dans les cellules
inflammatoires :  neutrophiles, basophiles, éosinophiles, mastocytes,
macrophages et lymphocytes. Ces cellules assurent la synthése de
leucotriénes en réponse a de nombreux stimuli incluant le facteur C5a du
complément, le LPS, le PAF, I'lL-8, etc. Bien qu’il ait été établi que les
cellules endothéliales ne possedent pas la 5-lipoxygénase, donc ne
synthétisent pas de leucotriénes, elles peuvent cependant générer les LTC4
et LTD4 par un métabolisme transcellulaire [94, 95]. Au moment de
lactivation des leucocytes, le LTA4; libéréa proxmité des cellules
endothélilales est transféré et par la suite transformé en LTC,4 et LTD,4 par

I’endothélium.

Les fonctions biologiques des LTC4, LTD4 et LTE4 sont connues depuis les
années 1940. Cependant, a cette époque ces leucotriénes étaient plutot
considérées comme une seule molécule nommée SRS-A (slow-reacting
substance of anaphylaxis). Celle-ci était relachée par les macrophages lors
de réactions allergiques séveéres (réaction anaphylactique) et entrainait une
bronchoconstriction [96]. Depuis il a été démontré que les LTCy4, D4 et E4 ne
sont pas seulement impliqués dans la bronchoconstriction, mais également
dans la vasoconstriction et I'hyperperméabilité vasculaire. Le LTB4, quant a
lui, ne produit qu’'une minime augmentation de la perméabilité vasculaire. Il a
le réle le plus important dans la réaction inflammatoire puisqu’il exerce un
puissant pouvoir chimiotactique sur les polynucléaires [97], sur les
éosinophiles [98] et sur les lymphocytes T [99]. De plus, il stimule aussi
I'adhésion des polynucléaires aux cellules endothéliales, leur dégranulation et
la libération de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages et les

lymphocytes [100].
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La 5-lipoxygénase, en collaboration avec la 12-lipoxygénase, permet
également la synthése de lipoxines. Les LXA4 et LXB4 sont impliquées de
plusieurs fagons dans la résolution de la réponse inflammatoire. En effet,
elles diminuent le chimiotactisme des polynucléaires [101] et leur adhésion
aux cellules endothéliales [102] stoppant ainsi leur migration aux foyers
d’'inflammation. De plus, elles activent les monocytes [103] et stimulent la
phagocytose des neutrophiles apoptotiques par les macrophages [104]. Leur
réle anti-inflammatoire s'oppose donc a celui des leucotrienes pro-

inflammatoires.

La voie de la cyclo-oxygénase implique la participation de deux enzymes,
COX-1 et COX-2. COX-1 est exprimée de maniére constitutive dans la
majorité des tissus de I'organisme et est nécessaire a la protection du tube
digestif et de la fonction rénale. La COX-2 est, quant a elle, surexprimée en
réponse a divers stress cellulaires et stimuli inflammatoires (ex : LPS, IL-18,
TNF-a) [105]. De plus, contrairement a COX-1, COX-2 est associée a de
nombreux processus pathologiques (cancer, inflammation chronique,
douleur, etc.). L’activation de ces enzymes est a 'origine de la synthése des
prostaglandines (PGD,, PGE, et PGFyy), de la prostacycline (PGly) et du
thromboxane A, (TXA,).

Une fois produite et libérée par les cellules endothéliales, la PGl, peut inhiber
'agrégation plaquettaire et induire une hyperpolarisation [106] des cellules
musculaires lisses entrainant une vasodilatation locale [107, 108]. Ces effets
peuvent étre contrés par le TXA,, un antagoniste naturel de la PGl,,
principalement produit par les plaquettes sanguines. Une fois fixé a son
récepteur spécifique couplé a une protéine G [109], le TXA, peut engendrer
une vasoconstriction, une activation plaquettaire ainsi qu’une prolifération des
cellules musculaires lisses [110]. En ce qui a trait aux prostaglandines, leurs
effets sont trés variables et dépendent du type de prostaglandines impliquées
(PGD,, PGE2 ou PGFy,) et de leur concentration. De ce fait, il a été

démontré que de fortes concentrations de PGE, bloquent I'augmentation de
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la perméabilité vasculaire induite par la bradykinine tandis qu’a des
concentrations plus faibles, la PGE; induit une hyperperméabilité [111]. De
maniére générale, les prostaglandines sont également responsables de la
fievre, de la douleur, de la vasodilatation et du recrutement leucocytaire

associé au processus inflammatoire.

De nombreux agents anti-inflammatoires ciblant la voie des COX ont été
développés afin de traiter les pathologies ayant une composante
inflammatoire. Parmi ces médicaments, on retrouve les anti-inflammatoires
non stéroidiens (AINS) non spécifiques, i.e. ils inhibent simultanément COX-1
et COX-2 (aspirine, ibuproféne, indométhacine, naproxéne, etc.). De par leur
inhibition de la COX-1, ces médicaments entrainent des effets secondaires
importants principalement des douleurs gastro-intestinales et des ulcéres
(saignements). Afin de prévenir ces effets non désirables certains inhibiteurs
spécifiques de la COX-2 ont également été développés: célécoxib
(Celebrex®) et rofécoxib (Vioxx®) qui fut retiré du marché en 2004 a cause
du risque de problémes cardiovasculaires. Malheureusement, aucun de ces

meédicaments ne parvient a guérir les maladies inflammatoires chroniques.

En somme, linflammation est habituellement un processus physiologique
bénéfique participant a 'homéostasie tissulaire. Cependant elle peut devenir
néfaste si elle perdure trop longtemps ou est mal régulée. De ce fait,
linflammation chronique est donc associée a de nombreuses pathologies
inflammatoires incluant entre autres: polyarthrite rhumatoide, maladie de

Crohn, colite ulcéreuse, pancréatite chronique, etc.
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1.3 Les phospholipases A;

Les phospholipases Az (PLA2) sont des enzymes qui hydrolysent la liaison
ester des phospholipides membranaires en position sn-2, produisant ainsi
des lysophospholipides et des acides gras libres (Figure 5). Tel que
mentionné précédemment, ce clivage des phospholipides est a 'origine de la
synthése des médiateurs inflammatoires de la famille des écosanoides et du
PAF. Ces enzymes sont classées en trois sous-groupes selon leur
localisation, leur poids moléculaire et la quantité de calcium (Ca**) dont elles
ont besoin pour soutenir leur activité catalytique : les PLA; Ca’*-dépendantes
cytosoliques (cPLA,), les PLA, Ca®*-dépendantes sécrétées (sPLA,) et les
PLA, Ca?*-indépendantes (iPLA,).

X
?
0=P-0"
sn1 Hsn2 (|)3n3
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? Qe pia
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Figure 5 : lllustration du site spécifique d’hydrolyse des phospholipides par les

phospholipases A,. (Figure adaptée de la référence [112] )
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1.3.1 Les phospholipases A, cytosoliques

Les cPLA; sont des enzymes de haut poids moléculaire (85 kDa) nommées
ainsi de par leur localisation principale. Ce sous-groupe de PLA, comprend
trois membres : les cPLA; q, B et y également appelés respectivement cPLA,-
IVA, -IVB et -IVC [113]. La cPLAza est constitutivement exprimée dans la
majorité des cellules de I'organisme a I'exception des lymphocytes, tandis
que la cPLA2B est exprimée dans le pancréas, le cerveau, le coeur ainsi que
le foie et la cPLAyy dans le muscle squelettique [113] (Tableau Ill). La
cPLAa fut découverte en 1991 dans le cytosol de plusieurs types cellulaires
et tissus [114, 115] et est depuis 'enzyme la mieux connue de ce groupe.
Son expression est augmentée suite a la stimulation par des cytokines pro-
inflammatoires et s’accompagne d’'un accroissement de la production de
médiateurs lipidiques. La synthése de ces médiateurs est rendue possible
grace a l'activation de la cPLAq, qui est régulée a la fois par les niveaux de
Ca?" intracellulaire et par la phosphorylation de certains de ses résidus
sérine.  Cette activation permet a la cPLA;a de migrer au niveau
périnucléaire, favorisant ainsi son interaction avec ses substrats
(phospholipides) [116]. Cela lui permet également de libérer de 'AA a
proximité des enzymes responsables de la synthése d’écosanoides, i.e. les
cyclooxygénases et les lipoxygénases et ainsi favoriser la synthése de ces

médiateurs inflammatoires lipidiques.

1.3.2. Les phospholipases A, indépendantes du calcium

Le groupe VI, soit les iPLA;, comprend uniquement deux membres : la
iPLA2B (VIA) et la iPLAyy (VIB) (Tableau Ill). Ce sont des enzymes ayant un
poids moléculaire de 85-88 KDa et qui, comme leur nom lindique, ne
dépendent pas du Ca?* pour étre complétement actives. La iPLAB est

exprimée de maniére ubiquitaire dans le cytosol de plusieurs cellules et est
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principalement impliquée dans I'homéostasie des membranes cellulaires
[117]. Pour ce faire, elle participe au contréle des niveaux de phospholipides
ainsi qu’au remodelage des membranes cytoplasmiques et intracellulaires
[118]. De plus, la iPLA2B semble également jouer un réle dans la prolifération
cellulaire [119, 120] et, paradoxalement, dans le processus apoptotique [121,
122] par des mécanismes encore mal élucidés. En ce qui a trait a la iPLAzy,
due a sa découverte tardive [123], ses fonctions enzymatiques et

physiologiques demeurent encore inconnues.

1.3.3 Les phospholipases A, sécrétées

Les sPLA; ont été initialement découvertes dans les venins d’abeilles et de
serpents [124]. Ces sPLA, sont considérées comme myotoxiques et
neurotoxiques puisque leur administration entraine une nécrose rapide des
fibres musculaires squelettiques ainsi que des dommages nerveux importants
[125]. Chez les mammiféres, les sPLA; représentent le sous-groupe de PLA,
le plus volumineux, comprenant dix enzymes ou isoformes différentes :
sPLA,-IB, -lIA, -IIC, -IID, -lIE, -IIF, -lll, -V, -X et =XII (Tableau IIl). Le profil
d’expression de ces différentes sPLA, varie énormément d’'une cellule a
l'autre. Cependant, elles partagent certaines caractéristiques communes soit
un faible poids moléculaire (14 a 19 kDa), un contenu important en ponts
disulfures et le besoin de Ca®* (concentrations de I'ordre du milimolaire) pour
soutenir leur activité catalytique. Ces enzymes sont exprimées et
emmagasinées a l'intérieur des cellules. Suite a une activation appropriée de
ces dernieres, les sPLA, sont habituellement relachées dans le milieu
extracellulaire, mais peuvent également rester dans des vésicules
cytoplasmiques ou étre associées aux membranes des différents organelles
[126, 127].
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Groupes Autre noms Espéces Source chez I’lhumain Localisation Poids Besoin Fonctions
(kDa) en Ca* principales
1 Serpents e Sécrétée 13- 15 mM Toxine de venin
Mammiféres Pancréas, poumons, reins, Sécrétée 13- 15 mM Digestion de
rate nourriture
Il Mammiféeres et Synovie, poumons, placenta, Sécrétée 13- 15 mM Toxine,
serpents sérum, rate, thymus, os, bactéricide,
moelle osseuse, relache d’AA
chondrocytes, kératinocytes,
plaquettes, mastocytes,
macrophages
Serpents e Sécrétée 13- 15 mM Toxine
Rongeurs (testicules)  ——emememeee- Sécrétée 15 mM
Humains et rongeurs Organes lymphoides, cdlon, Sécrétée 14 mM Relache d’AA
pancréas, endothélium,
éosinophiles, mastocytes,
kératinocytes
Humains et rongeurs Cerveau, coeur, poumons, Sécrétée 15 mM Relache d’AA
placenta, muscle lisse
Humains et rongeurs Reins, foie, placenta, Sécrétée 17 mM Relache d’AA

synovie, testicules, thymus,
endothélium
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Groupes Autre noms Espéces Source chez I’lhumain Localisation Poids Besoin Fonctions
(kDa)  en Ca* principales
] Humains et reptiles Cceur, reins, foie, muscle Sécrétée 55 mM Toxine
v cPLA; a Mammiféres Maijorité des cellules Cytosolique 85 <uM Relache d’AA
cPLA; B Mammiféres Cerveau Cytosolique 110 <uM Relache d’AA
cPLA, vy Mammiféres Muscles squelettiques, coeur  Cytosolique 60 Aucun Relache d’AA
\" Humains et rongeurs Cceur, poumons, placenta, Sécrétée 14 mM Relache d’AA
épithélium respiratoire,
endothélium vasculaire,
chondrocytes, fibroblastes,
kératinocytes, macrophages,
neutrophiles
Vi iPLALB Mammiféres Majorité des cellules Cytosolique 85-88 Aucun Remodelage
phospholipides
iPLALY Mammiféeres Muscle, coeur Membranaire a0 Aucun N/D
VIl PAF-AH Mammiféres Plasma, macrophages, foie Sécrétée 45 Aucun Dégrade le PAF
PAF-AH-II Humains et bovins Reins, foie Cytosolique 40 Aucun Dégrade le PAF
VIl PAF-AH-1 a; Humains Cerveau Cytosolique 30 Aucun Dégrade le PAF
PAF-AH-1 a, Humains Cerveau Cytosolique 30 Aucun Dégrade le PAF
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Groupes Autre noms Espéces Source chez I’lhumain Localisation Poids Besoin Fonctions
(kDa)  en Ca* principales
IX Escargots marins = aemeeeeee- Sécrétée 14 mM N/D
X Humains et souris Intestin, poumons, rate, Sécrétée 14 mM Relache d’AA
thymus, épithélium et remodelages
endothélium respiratoire, phospholipides
macrophages, kératinocytes,
neutrophiles
Xl A Plantes e Sécrétée 12,4 N/D N/D
Plantes s Sécrétée 12,8 N/D N/D
Xl A Humains et souris Coeeur, cerveau, intestin, Sécrétée 19 mM Relache d’AA
reins, foie, poumons,
pancréas, placenta, muscle
squelettique
B Humains Intestin, reins, foie Sécrétée 19 mM Relache d’AA

N/D : non déterminé, AA : acide arachidonique, PAF : facteur d’activation plaquettaire

@Tableau adapté de : [128] et [129]
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Avant 1986, seule une sPLA, était connue chez les mammiféres, soit la
SPLA,-IB [130]. Cette derniere est exprimée dans les cellules acinaires du
pancréas et est abondamment présente dans le liquide pancréatique. Elle
est sécrétée sous forme inactive et c’est le clivage de son prépropeptide en
position N-terminale au niveau du duodénum qui la rend active. Elle fut
initialement considérée uniquement comme une enzyme digestive nécessaire
a I'hydrolyse des phospholipides alimentaires. Toutefois, sa découverte dans
d’autres organes non digestifs [131], ainsi que sa grande affinité pour le
récepteur de type-M des sPLA;, [132], suggére une implication de cette
enzyme dans la signalisation intracellulaire. Les récepteurs des sPLA, seront

abordés plus loin.

La deuxiéme sPLA; décrite fut la sPLA.-IIA. Cette derniére fut isolée a partir
du liquide synovial de patients atteints d’arthrite [133] et, par la suite,
associée a de nombreuses pathologies inflammatoires. Elle est
constitutivement exprimée dans certains organes du systeme digestif, en plus
d’étre emmagasinée dans les granules de sécrétion de nombreuses cellules
du systéme immunitaire dont, entre autres, les éosinophiles [134], les
mastocytes [135] et les neutrophiles [136]. Son expression augmente suite a
une stimulation par des médiateurs pro-inflammatoires tels que LPS, TNF-aq,
IL-1B, et est réduite en présence de glucocorticoides. De plus, il a aussi été
démontré que le niveau de sPLA,-IIA dans le plasma et les différents
exsudats est étroitement corrélé avec la sévérité de la maladie inflammatoire.
De ce fait, la sPLA-IIA est depuis longtemps considérée comme la principale

sPLA, impliquée dans le processus inflammatoire.

La sPLA-IIC fut originalement identifiée au niveau des testicules de rats
[137]. Chez 'humain, le géne de la sPLA,-IIC est considéré comme un
pseudogéne, puisque l'absence d'une portion d'un exon entraine la
génération d’'un peptide non fonctionnel [137]. Par la suite, le criblage de

banques de données d’ADN génomique mena a la découverte d’'une grande
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quantité de sPLA, dont les sPLA,-IID, -lIE et -lIF qui ne sont encore
aujourd’hui que trés peu connues. La sPLAx-IID est constitutivement
exprimée dans les organes digestifs et immunitaires. Cette dernieére semble
impliquée dans le processus inflammatoire puisqu’il a été démontré que
'administration systémique de LPS chez le rat entraine une augmentation de
son expression dans une variété de tissus [138]. La sPLA2-IIE est également
induite par une stimulation au LPS et se retrouve, chez ’homme, au niveau

du cceur, du placenta, du cerveau et des poumons [139].

Contrairement aux autres sPLA,, la sPLA,-IIl est une enzyme beaucoup plus
volumineuse ayant un poids moléculaire de 55 KDa. Elle est présente dans
les venins d’abeilles et fut uniquement découverte en 2000 chez I’humain
[140]. Une étude récente laisse sous-entendre que la sPLA-Ill pourrait
devenir un nouveau biomarqueur efficace pour le dépistage des cancers du
célon [141].

La sPLA2-X est la plus distincte de toutes les sPLA,, partageant uniquement
35 % d’homologie avec la sPLA,-IIA. Elle est exprimée dans les organes
digestifs (cblon, estomac, etc.) et immunitaires (thymus, rate, leucocytes)
ainsi que dans les testicules [142]. Tout comme la sPLA,-IB, la sPLA,-X est
sécrétée sous une forme inactive et le clivage de sa portion N-terminal est
nécessaire a son activation. La sPLA,-X est 'une des enzymes lipolytiques
les plus actives de sa famille, en plus de posséder une certaine affinité pour
le récepteur type-M des sPLA; [143]. Certaines études affirment que la
sPLA,-X est une enzyme pro-inflammatoire importante de par sa capacité a
induire la synthése d’écosanoides [144]. Cependant, il a récemment été
démontré que la surexpression de cette derniere dans une lignée cellulaire
de macrophages entraine une diminution de 'activation de ces derniers ainsi
q’'une atténuation de la réponse inflammatoire [145]. De ce fait, I'implication

de la sPLA,-X dans la réponse inflammatoire demeure donc controversée.



33

La sPLA2-V, quant a elle, fut clonée en 1994 chez le rat et la souris. Chez
'humain, cette enzyme est exprimée dans une grande variété de tissus,
incluant principalement le cceur et le placenta [146]. On la retrouve
également dans les cellules du systéeme immunitaire : mastocytes [127],
macrophages [147] et neutrophiles [148] ainsi qu’au niveau de I'endothélium
vasculaire [149, 150]. Son expression est induite par plusieurs molécules
pro-inflammatoires dont, entre autres, le LPS et I'lL-13 [151]. Initialement, la
sPLA,-V et la sPLA,-IIA furent considérées comme ayant des activités
biologiques redondantes. Cependant, cela fut infirmé par la découverte que
la PLA2-V est plus efficace que les sPLA,-IIA et —IB pour induire la relache
d’AA de plusieurs types cellulaires et que la sSPLA2-V et la sSPLA2-IIA n’ont pas
toujours la méme localisation intracellulaire. En effet, il a été démontré que,
contrairement a la sPLA,-IIA, la sPLA,-V ne se loge pas dans les granules de
sécrétion des mastocytes mais est plutdt localisée au niveau des membranes
plasmiques et nucléaires [127]. De plus, la sPLA,-V est impliquée dans la
réponse inflammatoire de par sa capacité a promouvoir la synthése

d’écosanoides dans de nombreux types cellulaires.

Les sPLA-IIA, -IIC, -IID, -lIE, -lIF et V présentées précédemment font partie
des sPLA; du groupe Il. Ce sous-groupe fut formé sur la base de la proximité
chromosomique de ces enzymes et de leurs similitudes structurelles (Figure
6). En effet, les sPLA, du groupe Il sont toutes regroupées dans le méme
locus du chromosome 1 chez I'humain et du chromosome 4 chez la souris
[152]. Durant plusieurs années, les études portant sur le role des sPLA; dans
la réponse inflammatoire se sont principalement intéressées a la sPLA,-IIA.
Toutefois, l'identification des autres isoformes de sPLA; du groupe Il a mis en
évidence l'implication potentielle des ces enzymes dans le processus
inflammatoire. De plus, la découverte de souches de souris n’exprimant
naturellement pas la sPLA,-IIA, mais présentant une réponse inflammatoire

appropriée est venue également renforcer cette hypothése [153].
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Figure 6 : Structure des sPLA,. Le domaine catalytique entourant I'histidine (H) catalytique ainsi que la boucle de liaison au Ca**

sont bien conservés chez toutes les sPLA;. Les sPLA.-IB et -X possédent un prépropeptide qui doit étre clivé afin que ces enzymes
soient activées. La sPLA,-IB a également une insertion unique nommée boucle pancréatique. Les sPLA, de la sous-famille du
groupe |l se ressemblent et possédent un pont disulfure bien conservé, réunissant deux cystéines (C*° & C terminale) ainsi qu’une

extension C-terminale (a I'exception de la sPLA»-V). Figure adaptée de [154].
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1.3.3.1 Les récepteurs des sPLA,

Jusqu’a récemment, les activités biologiques des sPLA, étaient uniquement
attribuables a leur capacité d’hydrolyse des phospholipides membranaires.
Cependant, la découverte de récepteurs pour les sPLA; a permis de mettre
en évidence l'implication de ces enzymes dans plusieurs autres fonctions

physiologiques.

Les premieres études ayant démontré la capacité de liaison des sPLA; a
certaines protéines membranaires furent effectuées avec des sPLA, de
venins de cobras et d’abeilles. Ces études démontrérent que les effets
neurotoxiques et myotoxiques de ces enzymes sont principalement
engendrés par leur interaction avec deux récepteurs structurellement et
pharmacologiquement distincts : le type-N (type neural) [155] et le type-M
(type musculaire) [156]. Le récepteur de type-N est exprimé en grande
quantité au niveau cérébral et posséde une faible affinité pour les sPLA,-IB et
-IIA [157]. De plus, d’autres récepteurs similaires, mais non identiques au
récepteur de type-N, ont aussi été identifiés au niveau des poumons, du foie,

du cceur et des reins [155, 158].

Le récepteur de type-M est une glycoprotéine transmembranaire de type | de
180 kDa qui est clonée depuis 1995 chez I'humain [159]. Il est
structurellement similiare au récepteur du mannose (DEC-205) retrouve a la
surface des macrophages et comprend un seul passage transmembranaire,
une petite portion cytoplasmique ainsi qu’'un grand domaine extracellulaire. |l
est exprimé en grande quantité dans le muscle squelettique [156], mais se
retrouve également dans les poumons, le foie, le cceur, les reins [132] et a la
surface des cellules myéloides [160-162]. Ce récepteur était initialement
considéré comme un mécanisme de protection servant a éliminer les
enzymes actives du milieu extracellulaire. Cependant, les études récentes

ont établi que la liaison des sPLA; au récepteur de type-M se fait
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indépendamment du Ca?*. Cette interaction entraine I'activation de voies de
signalisation intracellulaire, principalement la voie des MAP Kinases, assurant
ainsi plusieurs fonctions importantes dont la prolifération et la migration
cellulaire ainsi que la production de cytokines, d’hormones et de médiateurs
lipidiques [163]. De plus, il a été démontré que les souris génétiquement
modifiées n'exprimant pas le récepteur de type-M possédent une résistance
accrue au choc endotoxique induit par le LPS. Les niveaux plasmatiques de
cytokines pro-inflammatoires (TNF-a et IL-13) sont également réduits suite a
'administration de LPS chez ces souris [164]. Contrairement au récepteur de
type-N, le récepteur de type-M murin a une haute affinité pour les sPLA,-IB, -
IA et —X, mais non pour les sPLA; de venins. Malheureusement, les résultats
de ces études d’affinité de liaison des sPLA; au récepteur de type-M ne sont
pas extrapolables chez I'humain en raison de la grande variabilité inter-
espéce de cette interaction. Ceci explique en partie le manque d’information
disponible aujourd’hui quant aux ligands naturels de ce récepteur chez

I’humain.

1.3.3.2 Principales fonctions des sPLA,

1.3.3.2.1 Propriétés anti-bactériennes des sPLA;

Les propriétés anti-bactériennes de la sPLA.-IIA sont connues depuis
plusieurs années. Cette enzyme est plus efficace contre les bactéries gram
positif (Gram™), mais parvient également & pénétrer la paroi plus épaisse des
bactéries gram négatif (Gram’) a I'aide d’'un co-facteur essentiel libéré par les
leucocytes : le BPI (bacterial permeability-increasing protein) [165]. L’action
anti-bactérienne de la sPLA,-IIA fut démontrée in vivo par 'administration de
Staphylococcus aureus (bactéries Gram®) et d’Escherichia coli (bactéries

Gram’) chez des souris transgéniques surexprimant la sPLAx-IIA. Ces souris
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démontrérent une résistance accrue a [linvasion bactérienne, une
augmentation de leur capacité de destruction de ces bactéries ainsi qu’une
diminution de mortalité [166, 167]. En plus de la sPLA-IIA, d'autres
membres de la famille des sPLA; possédent des propriétés bactéricides
[168]. Chez I'humain, le classement des différentes sPLA; selon leur
efficacité a détruire les bactéries Gram® est le suivant: SPLA-IIA > -X > -V > -
Xl > -llE > -IB = lIF [169]. Le mécanisme par lequel ces sPLA; exercent
leurs fonctions anti-bactériennes repose sur I'hydrolyse des phospholipides
des membranes bactériennes, i.e. sur la perturbation de [lintégrité

membranaire.

1.3.3.2.2 Implication des sPLA; dans le processus apoptotique

L’'implication des sPLA; dans le processus apoptotique demeure encore
aujourd’hui controversée. L’effet pro-apoptotique des sPLA; fut démontré
grace a la stimulation de monocytes par les sPLA; isolées du plasma de
patients atteints de sepsis. Cet effet pro-apoptotique semble étre causé par
l'interaction des sPLA, avec le récepteur de type-M. Une fois les sPLA;
fixées au récepteur, il y a activation de la voie de signalisation des MAP
Kinases (mitogen-activated protein kinase) qui induit la surexpression
membranaire de Fas Ligand et favorise ainsi I'apoptose [170]. De plus, la
sPLA,-Ill a également démontré un effet pro-apoptotique au niveau des

cellules neuronales et ce en induisant des dommages a ’ADN [171].

Contrairement aux études précédentes, le groupe de Zhang et coll. a
démontré que la sPLA.-IIA a un effet anti-apoptotique sur les cellules rénales
de hamsters, et que cet effet peut étre inhibé par I'ajout d'un inhibiteur des
sPLA; du groupe I, le 12-épi-scalaradial [172]. |l a également été démontré
que la stimulation de cellules intestinales de souris par le BPB (p-

bromophenacyl bromide), un autre inhibiteur des sPLA,, déclenche le
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processus apoptotique chez ces derniéres [173]. De plus, l'activation du
récepteur de type-M par la sPLA,-IB et -lll protége les mastocytes contre
I'apoptose précoce [174]. A la lumiére de ces résultats, il semble donc
nécessaire de poursuivre les études afin de bien comprendre l'implication de

chacune des sPLA; dans le processus apoptotique.

1.3.3.2.3 Role des sPLA; dans la réponse inflammatoire

L’implication des sPLA, dans l'inflammation fut initialement considérée grace
a des études démontrant que I'administration in vivo de sPLA; induit certains
phénoménes associés a la réponse inflammatoire. Par exemple, l'injection
intra-articulaire de sPLA, cause des dommages cartilagineux, en plus d’initier
la phase aigué de la réponse inflammatoire [175]. De plus, l'injection de
zymosan (particule insoluble de la paroi des levures) dans la cavité
péritonéale de rats entraine un appel leucocytaire important pouvant étre
bloqué par un inhibiteur non-spécifique des sPLA, du groupe I, le scalaradial
[176]. Il a également été démontré que I'administration de sPLA, de venins
dans la cavité pleurale de rats est a 'origine d’une infiltration considérable de

cellules inflammatoires [177].

Cet effet chimiotactique des sPLA; sur les leucocytes circulants est rendu
possible grace a la libération de molécules chimioattractantes ainsi qu’a
l'induction de molécules d’adhérence a la surface cellulaire. En effet, il a été
démontré que les homologues des sPLA, du groupe Il, isolés a partir de
venins de serpents, sont impliqués dans la migration in vitro des neutrophiles
via la relache de PAF et de LTB4[178]. Ces derniers sont synthétisés a partir
de I'AA libéré par I'action des PLA; sur les phospholipides membranaires. |l
est bien établi que les sPLA, induisent la relache de médiateurs
inflammatoires lipidiques d’'une grande variété de cellules et contribuent, de

cette fagon, au développement et au maintien de la réponse inflammatoire.
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Toutefois, les sPLA; agissent aussi en stimulant I'expression de molécules
d’adhérence a la surface des cellules endothéliales et des leucocytes (Figure
7). Il a été démontré que le traitement au LPS de cellules endothéliales de la
microcirculation pulmonaire (LMVEC) entraine une surexpression de ICAM-1.
Cette augmentation d’expression est encore plus importante lorsque le LPS
est combiné avec la sPLA,-IIA ou —IB [179]. En ce qui a trait aux molécules
d’adhérence a la surface des leucocytes, la stimulation de neutrophiles par la
sPLA,-IIA et d’éosinophiles par la sPLA,-V provoque une surexpression
membranaire de l'intégrine Mac-1 (CD11b/CD18) chez ces deux types
cellulaires [180, 181]. Ces interactions leucocytes-cellules endothéliales
permettent ainsi 'adhésion des leucocytes a I'endothélium et leur migration

dans les tissus extravasculaires inflammatoires.

Une fois recrutés au niveau du foyer inflammatoire, la stimulation des
neutrophiles, éosinophiles et mastocytes par la sPLA,-lla entraine une
libération du contenu de leurs granules de sécrétion [180, 182, 183]. Ce
processus se fait indépendamment de l'activité catalytique de la sPLA,-Ila et
est nécessaire tant a la destruction des agents pathogénes, qu'a la
vasodilatation locale et qu’a 'augmentation de la perméabilité vasculaire. De
plus, il a aussi été démontré que certaines sPLA; augmentent I'expression et
lactivité des métalloprotéinases (MMP) [184, 185]. Ces enzymes
protéolytiques jouent un réle important dans la dégradation de la matrice
extracellulaire et dans [l'activation de cytokines. Il s’agit la d’un autre
mécanisme par lequel les sPLA; influencent les dommages tissulaires et le

remodelage associés a la réaction inflammatoire.

Les sPLA; participent également a la réponse inflammatoire en activant la
production de cytokines et de chimiokines par de nombreuses cellules du
systéme immunitaire (Figure 7). En effet, il a été démontré que la stimulation
de monocytes humains par les sPLA,-IB et -IIA provoque une relache

concentration-dépendante d’'IL-6, IL-12 et de TNF-a [186]. Ces enzymes
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induisent également la synthése d’IL-8 par les éosinophiles [182] et les
neutrophiles [187]. De plus, une étude récente révele que la sPLA,-IB induit
aussi la synthése de cytokines (IL-6 et IL-10) et de chimiokines (MCP-1, MIP-
a et B ainsi que I'lL-8) par les macrophages pulmonaires humains [188].
Cette production de cytokines et chimiokines induite par certaines sPLA;
n‘est pas seulement restreinte aux leucocytes, mais est également
observable au niveau de I'endothélium vasculaire. La stimulation de LMVEC
par les sPLA,-IB et —IlA méne aussi a la libération de Gro-a (CXCL1), ENA-
78 (CXCL5) et IL-8 [179]. La synthéese de ces cytokines et chimiokines est
possible grace a la fixation des sPLA; au récepteur de type-M a la surface
cellulaire. Cette fixation, entiérement indépendante du Ca?*, déclenche la
signalisation intracellulaire menant a I'activation du facteur de transcription
NF-kB (nuclear factor-kB) et a la stimulation de la transcription génique [174,
187, 188]. L’induction de la synthése des cytokines et chimiokines par les
sPLA; supporte bien le concept voulant que ces enzymes jouent un réle
essentiel dans les maladies inflammatoires en régulant I'inflammation locale,
la réponse immunitaire et I'appel de cellules leucocytaires dans les tissus

extravasculaires.
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Figure 7 : Représentation des effets des sPLA, sur les différentes cellules inflammatoires. (Figure adaptée de [185]).

41



42

1.3.3.2.4 Le role spécifique de la sPLA,-V dans I'inflammation

Les sPLA, sont associées depuis plusieurs années au processus
inflammatoire mais malheureusement, encore peu de choses sont connues
quant a la participation spécifique de chacune des sPLA;. Initialement, la
recherche sur le rble des sPLA; dans [linflammation se concentrait
presqu’exclusivement sur la sPLA,-IIA qui était considérée comme la sPLA;
inflammatoire. Cependant, l'intérét s’est recemment tourné vers la sPLA,-V
qui posséde 40% d’homologie avec la sPLA,-IIA en plus d’avoir une capacité
supérieure a cette derniere pour hydrolyser les phospholipides
membranaires. De plus, la sPLA2-V est présente dans la majorité des
leucocytes et est habituellement surexprimée suite a une stimulation par des
molécules pro-inflammatoires incluant le LPS et plusieurs cytokines [189,
190].

La sPLA,-V participe a la réponse inflammatoire en supportant la relache
d’AA nécessaire a la synthése d’écosanoides. Par exemple, I'ajout de
sPLA2-V exogene entraine la biosynthése de LTB4 par les neutrophiles
humains et de LTC4 par les éosinophiles humains [191, 192]. Afin de
produire la LTBy, les neutrophiles ont besoin de la participation de la sPLA,-
V, mais également la collaboration de la cPLA,. La synthése de LTC4 par les
éosinophiles a, quant a elle, lieu indépendamment de la cPLA,  Dans
certaines conditions, la sPLA,-V est donc essentielle a I'amplification de
lactivité de la cPLA, et ce en stimulant davantage la libération d’AA.
L’utilisation de souris génétiquement modifiées n’exprimant pas la sPLA,-V
(sPLAg-V'/') a également permis de confirmer la participation de cette enzyme
dans la production de médiateurs inflammatoires lipidiques. En effet, suite a
une stimulation au zymosan, les macrophages de souris sPLA2-V” générent
50% moins de LTC4 et de PGE, que les macrophages de souris témoins
[147] en plus de présenter une réduction de 50% de leur capacité

phagocytaire [193]. Les effets de la sPLA2-V ne se limitent pas uniquement a
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la synthése de médiateurs lipidiques. Elle joue aussi un réle dans la
surexpression du CD11b (composante de l'intégrine MAC-1) a la surface des
eosinophiles favorisant ainsi leur adhésion a I'endothélium [181]. Ceci
pourrait expliquer le rble clef de la sPLA2-V dans la migration des
éosinophiles et des lymphocytes observée durant I’hyperréactivité bronchique
allergique induite par I'ovalbumine (allergéne retrouvé dans le blanc d'ceuf)
[194].

1.3.3.3 Implication des sPLA, dans certaines pathologies

Tel qu’abordé précédemment, les sPLA; jouent un réle important dans une
grande variété de processus physiologiques. De plus, par leur capacité
d’hydrolyse des phospholipides ainsi que leur implication dans la prolifération
cellulaire, dans le processus apoptotique et la réponse inflammatoire, les

sPLA, sont également associées a de nombreuses pathologies (Figure 8).
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Figure 8: Diverses fonctions des sPLA,. (a) Les sPLA, hydrolysent les
phospholipides membranaires afin d'initier la production de médiateurs lipidiques, ce
qui déclenche une variété d’événements menant au cancer, a l'inflammation ainsi
qgu’a la réparation ou au dommage tissulaire. De par leur action sur les membranes
cellulaires, les sPLA, participent aussi a I'élimination des cellules apoptotiques et (b)
a la destruction bactérienne. (c) L’hydrolyse des lipoprotéines par les sPLA;
contribue au développement de I'athérosclérose. (d) Dans les poumons, I'hydrolyse
du surfactant entraine le développement du syndrome de détresse respiratoire aigué
(SDRA). (e) Au niveau de la peau, les sPLA, produisent des acides gras non
polaires rendant cette derniére plus imperméable. (f) Chez I'homme, les sPLA,
semblent réguler la spermatogenése et la réaction acrosomiale. (image adaptée de
[195])
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1.3.3.3.1 Les sPLA; dans le syndrome de détresse respiratoire aigué

Le syndrome de détresse respiratoire aigué (SDRA) est une forme trés
sévere de défaillance pulmonaire, consécutive a une altération de la
perméabilité capillaire. Cette atteinte Iésionnelle est causée par un processus
inflammatoire et est a l'origine d’'une hypoxémie, d’une réduction de la
compliance respiratoire (altération du surfactant) ainsi que d’une infiltration

alvéolaire (cedéme).

Le surfactant pulmonaire est un complexe protéine-lipide (10% de protéines
et 90% de lipides) synthétisé par les cellules alvéolaires de type Il afin de
diminuer la tension de surface dans les alvéoles. Les sPLA; ont été
impliquées dans le développement du SDRA de par leur capacité
d’hydrolyser les phospholipides contenus en grande quantité dans le
surfactant.  L’altération de la composition de ce dernier cause une
augmentation de la tension de surface et entraine donc un collapsus
alvéolaire nuisant ainsi aux échanges gazeux. De plus, Ila
lysophosphatidylcholine (LPC), qui est un produit de dégradation du
surfactant, cause une augmentation de la perméabilité capillaire et le
recrutement de cellules inflammatoires dans les poumons [196, 197]. La
sPLA,-IIA était initialement considérée comme la principale sPLA; associée
au développement du SDRA [198]. Cependant, il a été démontré que seules
les sPLA2-V et —X ont la capacité d’hydrolyser le surfactant [199] et que
contrairement a la sPLA2-IIA, ces deux enzymes sont exprimées dans les
poumons humains [200]. Il semble toutefois que la sPLA,-V soit la principale
sPLA; impliquée dans le SDRA. En effet, il a reccemment été démontré que
les souris transgéniques surexprimant la sPLA,-V mouraient peu de temps
apres la naissance di a une altération de la composition du surfactant, ce qui

n’était pas observable chez les souris surexprimant la sPLA,-X [201].
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1.3.3.3.2 Les sPLA, dans I’athérosclérose

L’athérosclérose se caractérise par la formation de plaques athéromateuses
a l'intérieur de l'intima des artéres. Ces plaques se développent suite a une
Iésion de I'endothélium et a 'accumulation sous-endothéliale de lipoprotéines
oxydées, principalement les LDL (low density lipoprotein). Par la suite, il y a
un appel important de phagocytes, une formation de cellules spumeuses, une

prolifération des cellules musculaires lisses et une accumulation lipidiques.

Des dix sPLA;, connues chez les mammiféres, seules les sSPLA2-1IA, -V et —X
ont été détectées au niveau des plaques d’athérosclérose chez I'humain
[202, 203]. Ces dernieres semblent localisées dans la paroi vasculaire et
agissent localement pour favoriser I'athérogenése. Les sPLA, sont
impliquées a plusieurs niveaux de la formation des plaques athéromateuses.
Premiérement, I'hydrolyse des phospholipides par les sPLA; entraine la
libération de médiateurs inflammatoires a [Iorigine d'une réponse
inflammatoire causant des dommages a [I'endothélium et provoquant
localement un appel leucocytaire. Deuxiémement, les sPLA; peuvent
hydrolyser les LDL, entrainant la relache d’AA et de plus petites particules de
LDL. Parmi les sPLA, associées au processus athéromateux, les sPLA,-V et
—X sont beaucoup plus efficaces que la sPLA,-IIA pour hydrolyser les
lipoprotéines [202]. De plus, la sPLA2-V parvient également a hydrolyser les
lipoprotéines dans le sérum complet, ce qui démontre I'absence d’inhibiteur
naturel circulant [204]. Finalement, les plus petites particules de LDL
oxydées ainsi formées s’accumulent plus aisément dans la région sous-
endothéliale [205] et sont plus facilement phagocytées par les macrophages

qui se transforment par la suite en cellules spumeuses [203].

L’implication des sPLA; dans plusieurs autres pathologies est résumée dans

le Tableau IV qui suit.
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Pathologies sPLA; Réles rapportés Réf.
Infarctus du sPLA.- llA et -V ne sont pas exprimées Attaque des cardiomyocytes autour de la [206-208]
myocarde dans les cardiomyocytes sains, mais leur région ischémique via la dégradation des
expression 1 dans ceux endommageés phospholipides membranaires
Légere 1 de I'expression des sPLA,-IID et Elimination des membranes dégradées au
-lIE dans les cardiomyocytes endommagés foyer d’infarctus
| de la taille de I'infarctus chez les souris 1 de la réponse inflammatoire au site
transgéniques n’exprimant pas la sPLA,-X d’infarctus
Production de PGE, ayant un effet
protecteur sur les cardiomyocytes
Athérosclérose sPLA,-lIA, -V et -X sont exprimées dans Hydrolyse les lipoprotéines [150, 209-
& MCAS les plaques athéromateuses chez 'humain Favorise I'accumulation sous-endothéliale 212]
La concentration élevée de sPLA-IIA et 'oxydation des LDL ainsi que leur
plasmatique est un facteur de risque capture par les macrophages
cardiovasculaire important Stimule la formation de cellules
spumeuses
Libération de médiateurs inflammatoires
Asthme sPLA,-V, -X et XIIA sont les principales 1 de la production d’écosanoides qui [144, 196,
sPLA, exprimées dans les voies entraine une hyperréactivité bronchique 213, 214]

respiratoires de gens asthmatiques
Activité des sPLA; 1 dans le fluide
bronchoalvéolaire chez les asthmatiques

1 migration des éosinophiles et
lymphocytes via I'induction de I'expression
d’intégrines

1 de la sécrétion mucoide

1 de la réponse inflammatoire
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Pathologies sPLA; Réles rapportés Réf.
Attei_ntes sPLA,-lIA et -V sont exprimées dans le foie Permet le nettoyage de la zone nécrotique  [206, 215-
hépatiques et relachées en grande quantité durant la Hydrolyse les HDL et favorise I'apport de 217]
nécrose cholestérol aux cellules hépatiques
1 des dommages cellulaires via I'hydrolyse
des phospholipides membranaires
Polyarthrite Expression de sPLA,-IIA et -V dans le 1 production de PGE; et donc 1 de la [218-223]
rhumatoide cartilage de gens atteints de PR, mais perméabilité vasculaire (1 cedeme)
(PR) absence chez les gens sains Stimule la réponse inflammatoire via la
Surexpression de toutes les sPLA, du synthése de d’écosanoides
groupe Il, a 'exception de IIC, dans PR 1 la synthése de cytokines et stimule
SPLA-IIA retrouvée en grande quantité I'expression de la COX-2
dans le liquide synovial de gens atteints de
PR
Pancréatite Expression de la sPLA,-IB dans les 1 Exsudation plasmatique causant un [224-227]

cellules acinaires saines du pancréas et
dans le liquide pancréatique
Surexpression des sPLA>-IB et -llA dans la
pancréatite aigué

Activité plasmatique des sPLA; corréle
avec la sévérité de la maladie

oedeme interstitiel
Infiltration de neutrophiles
1 Dommages tissulaires
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Pathologies sPLA; Réles rapportés Réf.
] Maladies_ sPLA,-IIA exprimée dans les macrophages .« 1 de l'inflammation locale via la synthése [228-232]
inflammatoires intestinaux et les cellules de Paneth de médiateurs inflammatoires lipidiques

de l'intestin 1 de I'expression de sPLA,-IIA au niveau « Synthese d’écosanoides (PGE; et LTD,)

(MI1) de la muqueuse des gens atteints de Mil| qui entraine 1 des sécrétions intestinales, 1

(maladie de corréle avec la sévérité de la maladie du flux sanguin et influence sur la
Crohn & colite 1 de I'expression sérique de sPLA,-IIA musculature lisse

ulcéreuse) chez les gens atteints de MlI « Recrutement leucocytaire

Cancers Surexpression de la sPLA,-IIA dans « 1 de la prolifération cellulaire via le [141, 233-

plusieurs types de cancers dont, entre
autres : sein, prostate, cblon, etc.

1 de I'expression de la sPLA-ll et -X ainsi
qu’une | de I'expression de sPLA,-IID et —
V dans certains cancers du c6lon

relachement de lysophospholipides et d’AA 237]
Implication dans la dissémination

métastatique

1 de 'angiogenése nécessaire a la

croissance tumorale

1 : augmentation, | : diminution, MCAS : maladie coronarienne athérosclérotique, LDL : lipoprotéine de faible densité (low density
lipoprotein), HDL : Lipoprotéine de forte densité (high density lipoprotein), PGE,: prostaglandines E,, COX-2 : cyclo-oxygénase-2,

LTD,: leucotrieéne D4



50

1.3.3.4 Les différents inhibiteurs des PLA,

Le tableau V qui suit, se veut une liste non exaustive des différents inhibiteurs
des PLA; disponibles sur le marché. Dans notre étude, nous avons utilisé le
12-épi-sclaradial (SLD) puisqu’il est 'un des rares inhibiteurs de sPLA;
capable de traverser la membrane cellulaire, en plus d’étre spécifique aux

sPLA du group II.

Tableau V : Les inhibiteurs des phospholipases A;

Inhibiteurs Effets Réf

Manoalide « Inhibition des sPLA; de venin d’abeilles et [238]
de cobra
« Inhibition de la phospholipase C
. Bloqueur des canaux calciques
« Ne pénétre pas la membrane cellulaire

BEL . Inhibition des iPLA,B ety (VIA et VIB) [239]
MAFP . Inhibition des cPLA; a, B et y (IVA, IVB et [240,
IVC) 241]

« Inhibition de la iPLA2B (VIA)
. Lie les récepteurs CB1 des cannabinoides

AACOCF3 . Inhibition des cPLA;, a, B et y (IVA, IVB et [242,
IVC) 243]

. Inhibition des iPLA2B et v (VIA et VIB)
Me-Indoxam . Inhibition de toutes les sPLA, [244,
. Bloque la liaison de la sPLA,-IB aux 245]

récepteurs de type-M
« Ne pénétre pas la membrane cellulaire

LY311727 « Inhibition de toutes les sPLA, [246]
« Ne pénétre pas la membrane cellulaire

12-épi-scalaradial . Inhibition des sPLA, du groupe Il (sPLA,- [247]
lIA, -IIC, -lID, -lIE, -lIF, -V)
. Pénétre la membrane cellulaire

BEL = Bromoenol lactone, MAFP = Meéthyl arachidonyl fluorophosphonate,
AACOCF3 = Arachidonyl trifluoromethyl ketone et LY311727 = 3-(3-acetamide-1-
benzyl-2-ethyl-indolyl-5-oxy)propane phosphonic acid.
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1.4 But du projet de recherche

Un nombre grandissant d’études démontre I'implication des sPLA;, dans le
processus inflammatoire. Cependant, trés peu d'entre elles permettent
d’établir les réles spécifiques de chacune des isoformes de sPLA,. Parmi ces
derniéres, la sPLA,-IIA fut longtemps considérée comme la principale sPLA;
associée au processus inflammatoire. Toutefois, il a récemment été
démontré que les inhibiteurs et anticorps, initialement considérés comme
spécifiques a la sPLA-IIA, inhibent également I'activité de la sPLA2-V. Des
recherches supplémentaires s’avérent donc nécessaires afin de s’assurer
que les fonctions originalement attribuées a la sPLA,-IIA ne soient pas, en
fait, attribuables a d’autres isoformes de sPLA;.

La sPLAx-V partage une certaine homologie avec la sPLAx-IIA, en plus
d’avoir une capacité supérieure a cette derniére pour hydrolyser les
phospholipides membranaires et ainsi, libérer les précurseurs essentiels a la
synthése de médiateurs inflammatoires lipidiques. A la lumiére de ces
informations, nous croyons donc que la sPLA,-V est tout aussi, sinon plus,
importante que la sPLA-IIA dans le développement d'une réponse
inflammatoire. De ce fait, le but de ce travail de recherche visait donc a
déterminer le réle précis de la sPLA2-V dans [linflammation. Plus
précisément, nous voulions définir I'implication de cette enzyme dans le
recrutement tissulaire de leucocytes, une étape primordiale a linitiation de
toutes réponses inflammatoires. De plus, grace a I'utilisation d’un inhibiteur
non spécifique de sPLA,, nous cherchions également a mettre en évidence
l'implication potentielle des autres isoformes de sPLA; dans le recrutement
leucocytaire au niveau du foyer inflammatoire. Sachant que cet appel
leucocytaire est rendu possible grace a [I'expression de molécules
d’adhérence a la surface cellulaire, nous avons également investigué I'effet
de la sPLA»-V dans la régulation de I'expression des molécules d’adhérence
ICAM-1 et VCAM-1.
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1.5 Modeéle expérimental

Afin de réaliser cette étude, nous avons utilisé des souris transgéniques
n’exprimant pas la sPLA,-V (sPLA,-V") et des souris contrles (WT) dans le
modele inflammatoire de la poche d’air sous-cutanée. Ce modéle permet
d’investiguer l'effet de I'administration locale d’un agent pro-inflamamtoire
sans entrainer de répercussions systémiques majeures. De plus, il s’agit
d’'un excellent modéle pour étudier le recrutement leucocytaire, puisque les
leucocytes ayant migré dans la poche d’air, suite a l'injection d’'un agent
inflammatoire, peuvent étre recueillis, comptés et analysés plus en détail. En
plus de permettre I'analyse quantitative des diverses sous-populations
leucocytaires (neutrophiles, lymphocytes, macrophages, etc.), ce modele
rend aussi possible I'analyse des différentes cytokines et chimiokines libérées

dans I'exsudat contenu dans la poche d’air.

En ce qui a trait a I'utilisation de souris génétiquement modifiées (SPLA-V™),
ces derniéres nous offrent la possibilité d’étudier les rdles endogénes
spécifiques de la sPLA,-V, tout en s’assurant que les effets ainsi observés ne

sont pas attribuables a d’autres isoformes de sPLA;.
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adhesion molecules. The majority of sPLA,, isoforms are up-regulated by proinflammatory
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as compared to WT mice. In WT mice, treatment with the cell-permeable sPLA, inhibitor
(12-epi-scalaradial; SLD) reduced LPS-mediated leukocyte recruitment by 67%, but had no
additional inhibitory effect in sPLAz-V"' mice. Protein analyses from the air pouch skin

were carried out upon LPS-challenge, and the expression of intercellular adhesion
molecule (ICAM)-1 and vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 were both significantly

reduced in sPLAz-V"‘ mice as compared to control WT mice. Together, our data
demonstrate the role of sSPLA,-V in LPS-induced ICAM-1 and VCAM-1 protein
overexpression and leukocyte recruitment, supporting the contribution of sPLA,-V in the
development of inflammatory innate immune responses.
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2.1 Abstract

Secretory phospholipases A, (sPLA;s) are well known for their contribution in
the biosynthesis of inflammatory eicosanoids. @ These enzymes also
participate in the inflammatory process by regulating chemokine production
and protein expression of adhesion molecules. The majority of sSPLA;
isoforms are up-regulated by proinflammatory stimuli such as bacterial
lipopolysaccharide (LPS), which predominantly increases the expression of
group V sPLA; (sPLA2-V). Furthermore, it has recently been shown that
sPLA,-V is a critical messenger in the regulation of cell migration during
allergic airway responsiveness. Herein, we investigated the effect of sPLA,-V
on LPS-mediated leukocyte recruitment and its capacity to modulate
adhesion molecule expression. We conducted our study in the murine air
pouch model, using sPLA,-V null mice (sPLA2-V"") and control wild-type (WT)
littermates. We observed that LPS (1 pyg/mL)-mediated leukocyte emigration
in sPLA,-V" was attenuated by 52 and 86% upon 6 and 12 hours of
treatment, respectively, as compared to WT mice. In WT mice, treatment with
the cell-permeable sPLA; inhibitor (12-epi-scalaradial; SLD) reduced LPS-
mediated leukocyte recruitment by 67%, but had no additional inhibitory effect
in sSPLA,-V" mice. Protein analyses from the air pouch skin were carried out
upon LPS-challenge, and the expression of intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1 and vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 were both
significantly reduced in sPLA,-V"" mice as compared to control WT mice.
Together, our data demonstrate the role of sPLA-V in LPS-induced ICAM-1
and VCAM-1 protein overexpression and leukocyte recruitment, supporting
the contribution of sPLA,-V in the development of inflammatory innate

immune responses.



58

2.2 Introduction

Secretory phospholipases Az (sSPLA;s) are part of a large family of enzymes
that catalyze the hydrolysis of the ester bond at the sn-2 position of
membrane phospholipids leading to the release of free fatty acids [1]. This
reaction is a key step in the production of inflammatory lipid mediators, such
as prostaglandins (PGs), leukotrienes (LTs) and platelet-activating factor
(PAF) [2]. So far, ten sPLAz isoforms (IB, lIA, IIC, 1ID, IIE, IIF, 1lI, V, X and
XIl) have been identified in mammalian cells [3]. They share common
properties including low molecular weight (14 to 19 kDa), high disulfide bond
content, and the requirement for high micromolar to millimolar calcium
concentration to support their catalytic activities [4]. These enzymes are up-
regulated under various inflammatory conditions and have been associated
with many inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis [5-7], Crohn’s
disease [8], acute pancreatitis [9, 10], asthma [11] and gram-negative septic
shock [12, 13].

In addition to their capacity to promote lipid mediator biosynthesis, sPLA2s
are able to upregulate chemokine production in monocytes [14] and
macrophages [15, 16]. Moreover, stimulation of lung microvascular
endothelial cells (LMVEC) with sPLAx-IIA and IB induces chemokine
synthesis and intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 protein
overexpression through the activation of the nuclear factor-kB (NF-kB)
signalling pathway [17]. Other studies reported that type I, Il and Il sPLA;
homologues isolated from bee and snake venoms are involved in in vitro
neutrophil chemotaxis [18, 19], through the release of chemoattractant
molecules such as PAF and LTB4 [18]. Under in vivo conditions, the injection
of a non specific SPLA; inhibitor, Scalaradial, together with zymosan into rat
air pouches resulted in the inhibition of leukocyte infiltration, and decreased
level of myeloperoxidase [20]. These observations were also supported by

the study of Castro et al. demonstrating that intra-peritoneal administration of
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type Il sPLA; homologues isolated from snake venom led to pleural leukocyte
infiltration [21].

Several studies investigating sPLA, proinflammatory activities focused their
attention on sPLA2-lIA, also referred to as the inflammatory-type sPLA,.
However, the findings that several inbred mouse strains including C57/BL6
have a natural sPLA,-IIA gene disruption and exhibit normal inflammatory
responses, led to the suggestion that other sPLA; isoforms might contribute

to this physiological process [22].

The interest turned toward sPLA2-V which shares 40% amino acid homology
with sPLA-IIA, and has been shown to be better suited than sPLA,-IIA for
action on biological membranes, hence greater at promoting the release of
free fatty acids and lysophospholipids from various mammalian cells [23].
Moreover, sPLA,-V has been identified in many organs and leukocytes,
namely, bone marrow-derived mast cells [24], the P388D1 macrophage cell
line [25], mouse peritoneal macrophages [26] and human neutrophils [27].
sPLA,-V protein expression is also up-regulated in a variety of cells exposed
to proinflammatory stimuli including LPS and interleukins [28, 29]. Studies
reported that sPLA,-V is involved in the inflammatory process by its capacity
to support the release of eicosanoid metabolites. For instance, stimulation
with exogenous sPLA,-V can elicit LTB4 and LTC,4 biosyntheses in human
neutrophils and eosinophils respectively [30, 31]. A recent study also
revealed that resident peritoneal macrophages isolated from group V sPLA-
null mice had a 50% reduced capacity to generate LTC, and PGE; upon
zymosan stimulation [26]. In addition, we reported that sPLA>-V is a key
player in the signalling pathway leading to endothelial PAF synthesis [32, 33].
Beside the effect of sPLA,-V on biosynthesis of lipid mediators, there is
recent evidence suggesting that sPLA,-V is critical in the regulation of cell
migration (eosinophils and lymphocytes) during ovalbumin-induced allergic

airway inflammation [11], possibly through the capacity of sPLA,-V to
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increase eosinophil CD11b surface expression, its focal clustering and

binding to its endothelial counter-receptor, ICAM-1 [34].

Together, those data support the idea that sPLA>-V might be a key enzyme in
the development of inflammatory responses. Considering that sPLA;
inhibitors may lack some specificity, we elected to use sPLA2-V"" mice [26] to
delineate the role of sSPLA,-V on leukocyte recruitment and its contribution to

the expression of cell adhesion molecules.
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2.3 Material & Methods

Reagents and antibodies

Lipopolysaccharide from Escherichia coli (0111:B4), bovine serum albumin,
and proteinase K were purchased from Sigma (St-Louis, MO), the sPLA;
inhibitor, 12-epi-scalaradial, was obtained from Biomol (Plymouth Meeting,
PA). Fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated rat anti-mouse F4/80
antigen monoclonal 1gG2, was obtained from eBioscience (San Diego, CA),
FITC-conjugated rat anti-mouse neutrophil monoclonal IgG2, (clone 7/4), and
FITC-conjugated rat 1gG,, isotype control were obtained from Serotec
(Raleigh, NC). Goat polyclonal 1gG anti-mouse ICAM-1, rabbit polyclonal 1IgG
anti-mouse VCAM-1, goat polyclonal IgG anti-actin (I-19), donkey anti-goat
IgG coupled with horseradish peroxidase (HRP), and goat anti-rabbit 1gG-
HRP were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).

Mice interbreeding and genotyping

Heterozygous sPLA,-V mice (sPLA,-V*") generated by target gene disruption
[26] and backcrossed to a C57BL/6 background for 11 generations were
interbred to generate homozygous sPLA,-V null mice (sPLAg-V"') and sPLA,-
V7 wild type (WT) littermates, the latter being used as controls. The

experiments were performed with mice being 6 to 8 weeks of age.

Mice genotyping was assessed by PCR reactions on DNA extracted from
mice ear clips. Each ear clip was placed in 100 uL of digestion buffer (KCI 50
mM, MgCl, 2.5 mM, Tris-HCI 10 mM: pH 8.3, 0.45% NP-40, 0.45% Tween
20%, Proteinase K 1 mg/mL) at 65°C for 45 minutes and then boiled for 10
minutes to inactivate the proteinase K. The PCR reactions were performed
as follows: DNA was denatured (94°C for 5 minutes), submitted to 34 cycles
of amplification (94°C for 45 seconds, 56°C for 1 minute, and 72°C for 90
seconds), and submitted to a final elongation reaction (72°C for 10 minutes).

Primers were used to amplify a 387-base pair (bp) fragment of sPLA,-V (exon
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4) (forward: 5-AGAGGCAAGAGCTGCCGTCTGTT-3’, and reverse: 5-
CTGACAGCACCTGTCGAGGTGAG-3’) or a 211-bp fragment of the inserted
neomycin (Neo) resistance gene (forward: 5-CACCTTGCTCCTGCCGAGAA-
3, and reverse: 5-CCTTGAGCCTGGCGAACAGT-3'). Products were
resolved on 2% agarose gels and visualized with ethidium bromide. The
generation of a single reaction product of 387 bp (sPLA2-V exon 4) or 211 bp
(neomycin insert), corresponds to WT (sPLA.-V**) and sPLA,-V" mice,
respectively, whereas the dual amplification of the 211 bp and 387 bp

fragments corresponds to heterozygous sPLA,-V*"~ mice (Figure 1).

Air pouch experiments

The mice (sPLA2-V"" and sPLA,-V*"*) were anesthetised using isofurane and
subcutaneous (s.c.) air pouches were formed on their back, as previously
described [35]. Briefly, on day 0 and 3, filtered air (3 mL/injection, filtered
through a 0.2 um Filtropur filter; Sarstedt, Montreal, QC, Canada) was
injected s.c. in the back using a 26-gauge needle. On day 6, 1 mL of saline,
LPS (1 png/mL) or LPS (1 ng/mL) combined with 12-epi-scalaradial (4 ng/mL;
10 uM final concentration) was injected into the air pouches. 12-epi-
scalaradial was solubilized in DMSO (0.3% v/v final concentration of DMSO).
Mice were sacrificed by CO, inhalation at 6 or 12 hours after treatment and
the pouches were washed with HBSS-EDTA (5 mM), once with 1 mL and
twice with 2 mL. The exudate was centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes at
4°C. Cells were then resuspended in 1 mL of HBSS-EDTA (5 mM) for cell

count with a haemocytometer.

Characterization by flow cytometry

Cells were centrifuged at 1500 rpm for 10 minutes at 4°C and resuspended in
PBS containing BSA 2%, EDTA 5 mM, and normal rat serum 5% for 20
minutes at 4°C. The cells were then probed, for 15 minutes at 4°C with a rat
anti-mouse F4/80 antigen FITC- 1gG,, (100 pg/mL; 1:200 dilution), a rat anti-



63

mouse neutrophil FITC-IgG2, (clone 7/4) (100 pg/mL; 1:200 dilution), or with a
FITC-lgG2a-conjugated rat isotypic control (100 ug/mL; 1:200 dilution). Cells
were washed twice with PBS-EDTA (5 mM) and analyzed using an EPICS
ALTRA flow cytometer (Beckman Coulter, Mississauga, ON, Canada). For
each experiment, the percentage of positive cells from the isotype-matched
control was subtracted from the percentage of specific-labelled positive cells
in the gated population. Afterwards, mean values for each experimental

group was calculated.

Western blot analyses of ICAM-1 and VCAM-1 expression

Skin from the mouse air pouch sites (1 cm x 1 cm) was collected and
homogenized with a Polytron (Brinkmann Polytron; Fisher, Nepean, ON,
Canada) in RIPA lysis buffer (NP-40 1%, Sodium phosphate 50 mM: pH 7.2,
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NaF 50 mM, SDS 0.1%, sodium deoxycholate
0.5%, PMSF 1 mM, benzamidine 1 pg/mL, leupeptin 10 pg/mL, trypsin
inhibitor 1 pg/mL, and microcystin LR 1 mM). Cell lysates were clarified by
centrifugation, and supernatant protein concentrations determined using a
protein assay kit (Bio-Rad, Mississauga, ON, Canada). Cell lysates (100 ng)
were separated by SDS-PAGE (7.5 to 20% gradient gels) and transferred
onto PVDF membrane. Membranes were probed overnight with an anti-
mouse ICAM-1 IgG (200 pg/mL, 1:1000 dilution) or an anti-mouse VCAM-1
IgG (200 pg/mL, 1:1000 dilution), membranes were rinsed three times in
0.1% Tween-TBS, and incubated with anti-goat or anti-rabbit secondary
antibodies coupled to horseradish peroxidise, respectively. Immunoreactive
bands were visualized by chemiluminescence (LumiGlo™; New England
Biolabs, MA). Afterwards, membranes were stripped with re-Blot Plus
(Chemicon, Temecula, CA) and reprobed with anti-actin IgG (200 ug/mL,
1:1000 dilution) as an internal loading control. Optical densities of the bands
were determined using Quantity One software (Bio-Rad, Mississauga, ON,
Canada) and results are presented as the relative expression of ICAM-1 and

VCAM-1 proteins normalized for the expression of actin.
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Statistical analysis
Data are means + SEM. Comparisons were made by analysis of variance
(ANOVA) followed by a Bonferroni t-test. Differences were considered

significant at p values < 0.05.
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2.4 Results

Role of sPLA;-V on LPS-mediated recruitment of inflammatory cells

LPS inflammatory activities are mediated in part through its capacity to
promote recruitment of inflammatory cells at injury sites. In addition, LPS
promotes protein overexpression of various sPLA; subtypes including sPLA,-
V in vivo and in different cell types [29, 36]. Thus, we wanted to assess the
contribution of sPLA,-V on LPS-mediated leukocyte recruitment in a murine

air pouch model.

Saline or LPS (1 pg/mL) was injected in the air pouches of sPLA-V" mice
and their control (WT) littermates. After 6 or 12 hours of treatment, exudates
were collected from the air pouches. Administration of saline alone in the air
pouches of WT and sPLA2-V" mice led to a mild recruitment of leukocytes
after both incubation periods (< 1.0 x 10° cells/pouch) (Figure 2). Treatment
of WT mice with LPS (1 pg/mL) for 6 and 12 hours induced a marked
increase in leukocyte recruitment (3.7 + 0.6 x 10° cells and 3.8 + 0.8 x 10°
cells/pouch) respectively. On the other hand, the LPS-mediated leukocyte
emigration in the air pouch of sPLA,-V"" mice was significantly reduced by
51.9 and 85.7% at 6 and 12 hours respectively, as compared to wild-type
LPS-treated mice (Figure 2).

Previous studies reported that use of the non-specific sPLAs inhibitor, 12-
epi-scalaradial (SLD) can prevent neutrophil adhesion mediated by N-formyl-
Met-Leu-Phe (fMLP) [37], and zymosan-induced infiltration of inflammatory
cells in a rat air pouch model [20]. Although we observed a marked reduction
of leukocyte recruitment in LPS-treated sPLA,-V" mice, there was still a
significant recruitment of inflammatory cells at 6 hours post-treatment, thus,
we wanted to assess the possible contribution of other sPLA; isoforms on the
recruitment of leukocytes mediated by LPS. To do so, SLD (4 pg/mL; 10 pM)
was combined with LPS (1 pyg/mL) and injected in the air pouch of WT and
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sPLA2-V” mice. The concentration of SLD to be used was set to 10 pM in
order to avoid the possible inhibition of the cytosolic group IVa PLA;
(glvVaPLAy) activity [38]. Inflammatory cells accumulated in the air pouch
were collected after 6 hours since there was still significant LPS-mediated
leukocytes recruitment observable in the sPLA,-V" mice at that time (Figure
2).

Treatment with SLD reduced LPS-mediated leukocyte infiltration by 66.9% in
WT mice, but was unable to further reduce leukocyte emigration in sPLA,-V"
mice exposed to LPS (Figure 3). Previous studies reported that high DMSO
concentrations can induce inflammatory cell infiltration [39], and have a
cytotoxic effect on different cell types [40]. Thus, to insure that the DMSO
concentration used to dissolve SLD had no influence by itself on the migration
of inflammatory cells in our air pouch model, we performed a control study, in
which DMSO (0.3% final concentration) was combined with saline or LPS (1
ug/mL) and injected for 6 hours into the air pouch of WT and sPLA,-V™" mice.
At this concentration DMSO did not influence leukocyte migration mediated
either by saline or LPS in both WT and sPLA,-V" mice (Table I).

Identification of leukocyte subpopulations recruited in mice air pouch
Treatment with LPS promoted inflammatory cell emigration into the mice air
pouch, and this was markedly reduced in sPLA,-V'" mice as compared to
control WT mice. However, it is unknown whether the reduction of leukocyte
recruitment is specific for a subpopulation of inflammatory cells. To address
this issue, we characterized by FACS analyses, the leukocyte subpopulations
found in the air pouch of WT and sPLA2-V" mice, using specific FITC-
conjugated antibodies against mouse neutrophils (clone 7/4) and against
antigen F4/80 expressed on monocytes/macrophages.

Treatment with saline alone for 6 hours led to the recruitment of neutrophils
and monocytes, which corresponded respectively to 14.6 and 6.1% in WT-

mice and 25.6 and 12.5% in sPLAg-V'/' mice of the total cell contents of the



67

exudates (Figure 4A and B). Treatment with LPS (1 pg/mL) for 6 hours
promoted a marked increase in neutrophil recruitment into the air pouch of
WT and sPLA,-V"" mice, which corresponded to 76.7 and 75.4% of the total
exudate cell contents, whereas LPS-treatment did not affect the percentage
of monocyte recruited (Figure 4A and B). In addition, we observed that a
prolonged treatment for 12 hours under the same conditions provided similar
results for migration of both neutrophils and mononuclear cells in mice air

pouch exudates (Figure 4A and B).

Role of sPLA;-V on LPS-mediated expression of adhesion molecules

Vasculature exposure to various endotoxins promotes protein overexpression
of endothelial cell adhesion molecules [41, 42]. In addition, it has been
reported that LPS promotes ICAM-1 overexpression in microvascular
endothelial cells, and its expression was further upregulated by the
combination of LPS with sPLA,-IB or -llA [17]. Since our results suggest that
sPLA2-V is implicated in LPS-mediated neutrophil emigration, we wanted to
assess the contribution of sPLA,-V to the expression of endothelial cell
adhesion molecules upon LPS exposure. Western blot analyses were carried
out to define the modulation of intercellular adhesion molecule (ICAM)-1 and
vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1 expression in mouse air pouch

skin.

In WT and sPLA,-V'-mice treated with saline, we observed a basal
constitutive expression of ICAM-1 and no or little expression of VCAM-1. The
basal expression for each protein was set to 1 for comparative data analyses.
Upon a 6 hours LPS (1 pg/mL) treatment, ICAM-1 and VCAM-1 protein
expression was increased by 2.8- and 2.3-fold, respectively, in WT mice.
Under the same conditions, in sPLA.-V" mice, LPS-mediated protein
expression of ICAM-1 and VCAM-1 was significantly reduced by 44% and
59.8% respectively, as compared to corresponding WT mice (Figure 5A and
B).



68

However, when the treatment with LPS (1 pg/mL) was prolonged for up to 12
hours, there was no longer a significant difference on ICAM-1 and VCAM-1
protein overexpression profile between WT and sPLA,-V" mice. In WT mice,
ICAM-1 protein overexpression level was maintained with a 2.5-fold increase
(plateau), whereas in sPLAx-V"" mice, ICAM-1 protein expression (2.7-fold
increase) was now equivalent to the one observed in WT mice (Figure 5A).
Upon a 12-hour LPS treatment, the overexpression of VCAM-1 was similar in
both WT and sPLA.-V mice, with a respective 5.2- and 4.4-fold increase as

compared to corresponding control saline-treated mice (Figure 5B).



69

2.5 Discussion

In the present study, we observed that LPS injection in a murine air pouch
model promotes leukocytes migration, mainly neutrophils, and protein
overexpression of ICAM-1 and VCAM-1 adhesion molecules. These events
were markedly reduced in sPLA>-V"" mice as compared to their wild-type

control littermates.

SPLA2-V promotes LPS-mediated leukocyte recruitment

The sPLA,-1IA was initially isolated from human arthritic synovial fluid [5] and
was subsequently associated with other inflammatory disorders. The
capacity of sPLA,-IIA to promote inflammatory responses was outlined by
studies in which the use of blocking antibodies and inhibitors reduced
proinflammatory activities. The growing research on sPLA; led to the
discovery of new sPLA; isoforms that share structural and enzymatic
similarities with sPLA,-IlA, thus leading to the suggestion that this enzyme
might not be the only one involved in the inflammatory response.
Furthermore, new studies on the blocking antibodies and inhibitors, initially
thought to be “selective” for sPLA,-IIA, demonstrated that the biological

activities of sPLA,-V are also reduced by those agents [43, 44].

The generation of sPLA2-V null (sPLA2-V"") mice in a C57/BL6 background,
which are not expressing the sPLA,-IIA gene, provided the opportunity to
assess the specific endogenous role of sPLA»-V and to discard the potential
contribution of sPLA2-IIA. Using sPLA2-V" mice, it has been possible to
demonstrate the implication of sPLA2-V in eicosanoid generation, plasma
exudation, macrophage phagocytosis and airway hyperresponsiveness [11,
26, 45]

In the current study, we observe that LPS injection in the air pouch of WT and

sPLA,-V" mice led to maximal leukocyte recruitment after a 6-hour treatment,
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which is consistent with previous kinetic experiments demonstrating maximal
inflammatory cell emigration in the air pouch within 6 hours post LPS-
treatment and a complete resolution after 24 hours [35, 46]. Furthermore, we
demonstrated that LPS-mediated leukocyte recruitment was significantly

reduced in sPLA,-V" mice as compared to control WT-littermates.

The reduction of leukocyte migration in sPLA2-V" mice can result from a
reduced biosynthesis of chemotactic lipid mediators. For instance, Gambero
et al., reported that human neutrophil chemotaxis in response to sPLA;
isoforms involves the release of leukotriene B4 (LTB4) and PAF [18]. In
addition, it has been shown that sPLA,-V is associated with LTB4 and PAF
synthesis in neutrophils and endothelial cells, respectively [30, 32]. The
reduction of inflammatory cells recruited in the air pouch of sPLA,-V"" might
also be attributable to a decrease synthesis of other cytokines (IL-6 and TNF-
a) and chemokines of the CC (MCP-1/ CCL2, MIP-1a/ CCL3 and MIP-13/
CCL4) and CXC (IL-8/ CXCLS8) families, since some sPLA; have been shown

to induce their release in different cell types [14, 16].

Since there was still a significant recruitment of leukocytes in sPLA2-V"" mice
upon a 6-hour treatment period with LPS, we treated the mice with SLD,
which is reported as a group Il (lIA, IIC, 1ID, IIE, IIF and V) sPLA; inhibitor, in
order to address the potential residual contribution of group Il sPLA; isoforms.
In addition, SLD was injected at a final concentration of 10 yM to avoid non
selective inhibition of the cytosolic high-molecular weight PLA, (cPLAy)
activity [38, 47]. We observed that the reduction of leukocyte migration in the
air pouch of WT mice treated with SLD combined with LPS was similar to the
diminution observed in sPLA,-V" mice treated with LPS alone. Furthermore,
the administration of SLD in sPLA,-V' mice challenged with LPS had no
additional inhibitory effect on inflammatory cell recruitment. Those results
suggest that sPLA, group lIA, IIC, 1ID, IIE, and IIF are not involved in LPS-

induced leukocyte recruitment and that sPLA»-V is the principal sPLA;



71

isoform implicated in this process. Our results are also in agreement with the
study of Paya et al. which have shown the capacity of SLD to prevent
zymosan-mediated neutrophil influx into the rat air pouch [20]. However,
based on our current data, we cannot discard the possible contribution of
group X and XllI sPLA; cPLA; (IV) and the Ca2+-independent PLA; (iPLAy;
group VI). Knowing that sPLA,-V has a role in amplifying the action of
cPLAa in supplying arachidonic acid for eicosanoid production [48, 49], it is
reasonable to presume that cPLA,a and its associated lipid mediators might

contribute to the residual leukocyte recruitment observed in sPLA,-V" mice.

Impact of sPLA2-V on different inflammatory cell populations

Since there was a significant difference in inflammatory cell recruitment
between WT and sPLA,-V" mice, we wanted to define the leukocyte
subpopulations in the air pouch. Our results showed that LPS induced mainly
neutrophil migration in both WT and sPLA>-V" mice, the difference between
both groups being limited only to the number of cells recruited. This
observation is consistent with reports demonstrating that LPS injection into
the air pouch results in the attraction of several millions of cells, among which

the majority are neutrophils [35, 50, 51].

Furthermore, since the total leukocyte count recruited at the inflammatory site
(LPS) remained stable from 6 to 12 hours in WT mice, but decreased to basal
levels after 12 hours in sPLAx-V" mice, we have supposed that this
phenomenon was attributable to an increased number of phagocytes in
sPLA,-V" mice. However, our results demonstrated that there was no
significant difference in the percentage of monocytes/macrophages between
WT and sPLA,-V" mice treated with LPS or saline. On the other hand, it has
been reported that recombinant sPLA, appears to protect mast cells from
apoptosis [52] and that sPLA; inhibitors promoted apoptosis [53]. Those

observations may provide a possible explanation for the reduction of
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leukocytes observed in sPLA,-V" mice but not in WT mice 6 to 12 hours post-
treatment with LPS.

The sPLA-V promotes LPS-induced ICAM-1 and VCAM-1 expression

A recent study reported that treatment of lung microvascular endothelial cells
with LPS resulted in the induction of ICAM-1 expression, which was further
upregulated when combined either with sPLA,-IIA or -IB [17]. In another
study, treatment of a keratinocyte cell line with sPLA; inhibitors, SLD or
LY311727, markedly reduced the TNFa-mediated ICAM-1 expression [54].
Thus, we wanted to assess the potential role of sPLA,-V on ICAM-1 and
VCAM-1 expression, which are both promoting the initial attachment,
adhesion and vascular migration of leukocytes in the murine skin air pouch.
In the current study, we observed that LPS injection into the air pouch of WT
mice resulted in an increased protein expression of ICAM-1 and VCAM-1,
which is consistent with previous reports showing that LPS promotes a
protein upregulation of these endothelial adhesion molecules [41, 55]. On the
other hand, we observed a marked reduction of LPS-mediated ICAM-1 and
VCAM-1 protein expression in sPLAz-V"' mice after 6 hours, however, this
difference was no longer observed upon a 12-hour LPS treatment, thus
suggesting that absence of sPLA,-V enzyme delays protein expression of
both ICAM-1 and VCAM-1. These data propose that sPLA,-V is implicated in
the early onset of LPS-induced ICAM-1 and VCAM-1 protein expression, and
that other sPLAj-V-independent signalling pathways are taking over to
support delayed expression of those adhesion molecules. The data also
suggest that it is the early expression of ICAM-1 and VCAM-1 that is
important in the recruitment of neutrophils to the LPS-treated air pouch, and
that the later upregulation of ICAM-1 and VCAM-1 expression in sPLA2-V"

mice does not contribute to leukocyte emigration.

In summary, we observed that sPLA,-V is involved in the initial phase of LPS-

induced ICAM-1 and VCAM-1 overexpression, which is essential to trigger the
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early onset of neutrophil migration. These data demonstrate the specific
proinflammatory capacities of sSPLA,-V in the development of an inflammatory

response independent of group Il sPLA; isoforms.
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2.8 Table

Leukocytes (x 10° per pouch)

Treatment WT mice sPLA,-V" mice
Saline 0.84 + 0.14 0.64 + 0.07
Saline + DMSO 0.49 + 0.04 0.54 + 0.09
LPS 3.67 £ 0.57 2.00+0.30
LPS + DMSO 405+0.72 1.84 + 0.43

Table I. Effect of DMSO on inflammatory cell migration into the
mouse air pouch. Air pouches were raised on the backs of WT
and sPLA,-V" mice before the injection of saline, LPS (1 pg/mL),
or saline and LPS (1 pg/mL) respectively combined with 0.3% of
DMSO. Exudates were harvested 6 hours after injection and
leukocyte counts were determined. Values are means + SEM (n 2
6). Treatment with DMSO had no significant effect on the
migration of inflammatory cells mediated either by saline or LPS
treatment in WT and sPLAg-V"' mice.
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2.9. Figure Legends

Figure 1: Representative PCR genotyping of sPLA2-V. Amplification of a
single 387 bp fragment (sPLA2-V exon 4) or a single 211bp (neomycin insert)
corresponding to WT mice (+/+) and sPLA,-V null mice (-/-) genotypes,
respectively. When both DNA fragments are amplified, this corresponds to a

heterozygous sPLA,-V (+/-) mouse.

Figure 2: Effect of sPLA2-V on leukocyte recruitment mediated by LPS
injection into the mouse air pouch. Air pouches were raised on the back of
WT and sPLA,-V” mice before the injection of saline or LPS (1 pg/mL).
Exudates were harvested at 6 or 12 hours post-injection and leukocyte counts
were determined with a haemocytometer. Values are means £ SEM (n > 8).
**and *** denote p < 0.01 and p < 0.001 versus corresponding control saline-

treated mice respectively; 11 and {1 represent p < 0.01 and p < 0.001.

Figure 3: Inhibitory effect of 12-epi-scalaradial on LPS-mediated
leukocyte recruitment into the mouse air pouch. 12-epi-scalaradial (SLD;
10 uM, 4 pg/mL; final concentration) was combined with LPS (1 yg/mL) and
injected in WT and sPLA,-V"" mice air pouches. After 6 hours, exudates were
collected and leukocyte counts determined. Values are means + SEM (n > 7).
*** denotes p < 0.001 versus corresponding control saline-treated mice, and

represent p < 0.05.

Figure 4: Characterization by flow cytometry of leukocyte
subpopulations recruited into the mouse air pouch. Saline or LPS (1
ug/mL) were injected into the air pouch of WT and sPLA,-V” mice, and the
exudates were collected at 6 or 12 hours post-treatment. Cells from the
exudates were labelled with FITC-conjugated antibody specific for murine

neutrophils (clone 7/4) or monocytes/macrophages (F4/80) antigen and
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analyzed by flow cytometry. The data correspond to the percentage (%) of
each cell type recruited to the air pouch and are calculated as the following:
For each sample, the percentage of positive cells for the isotype-matched
control was subtracted from the percentage of positive cells for the specific
antibody, in the gated population. Values are means £+ SEM (n > 3). ***

denotes p < 0.001 versus corresponding control saline-treated mice.

Figure 5: Contribution of sPLA,-V on LPS-mediated ICAM-1 and VCAM-1
protein expression. Skin from the air pouch sites of WT and sPLA,-V"" mice
treated with saline or LPS (1 pg/mL; for 6 and 12 hours) were isolated and
homogenized. Protein lysates were used for the detection of ICAM-1 (A) and
VCAM-1 (B) protein expression by Western blot analyses. Values are means
+ SEM (n > 8 per group) for each condition. The current Western blots
correspond to representative images of the average data obtained by optical

*%

density for each group. and *** denote p< 0.01 and p< 0.001 versus
corresponding control saline-treated mice, respectively. {1 and {1t represent

p< 0.01 and p< 0.001.
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3.0 DISCUSSION
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Dans la présente étude nous avons observé que I'administration de LPS
dans le modéle murin de la poche d’air sous-cutanée entraine un appel
leucocytaire  important, principalement constitué de neutrophiles
polymorphonucléaires, ainsi qu'une surexpression des molécules
d’adhérence ICAM-1 et VCAM-1. Nous avons également constaté que ces
différentes étapes du processus inflammatoire étaient significativement
réduites chez les souris sPLA»-V'  comparativement aux souris WT
soumises au méme traitement. Il semble donc que la sPLA,-V joue un réle
essentiel dans le développement d’une réponse inflammatoire innée et ce en
partie grace a son implication dans la régulation des molécules d’adhérence

vasculaire.

3.1 Role de la sPLA,-V dans le recrutement

leucocytaire

Le recrutement de leucocytes au niveau des tissus enflammés est essentiel a
la réponse inflammatoire. Cela permet un nettoyage du foyer lésionnel et par
le fait méme une réparation tissulaire adéquate. C’est dans cette optique que
nous nous sommes donc intéressés au rble de la sPLAx-V dans le
recrutement leucocytaire. Parmi les dix isoformes de sPLA, (sPLA2-IB, -IlA, -
lIC, -IID, -lIE, -lIF, -V, -X et —=XII) connues chez les mammiféres, la sPLAx-IIA
fut la premiére associée au processus inflammatoire. Elle fut isolée a partir du
liquide synovial de patients souffrant d’arthrite [133] et par la suite retrouvée
en quantité importante dans d’autres pathologies inflammatoires. Les
propriétés pro-inflammatoires de la sPLA2-IIA ont été mises en évidence par
de nombreuses études grace a [lutilisation d’inhibiteurs et d’anticorps
bloquants dirigés contre cette derniére. Durant de nombreuses années, les
recherches sur le réle des sPLA, dans I'inflammation se sont principalement

concentrées sur la sPLA.-IIA. Toutefois, la découverte de nouvelles
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isoformes de sPLA, possédant des caractéristiques structurelles et
enzymatiques similaires a celles de la sPLA,-IIA a permis de soulever
I'hypothése voulant que d’autres isoformes de sPLA; soient impliquées dans
linflammation. Ceci fut renforcé par la découverte de certaines souches de
souris présentant une réponse inflammatoire appropriée mais ne possédant
pas le géne codant pour la sPLA2-11A [153]. De plus, de nouvelles études ont
démontré que les inhibiteurs et anticorps bloquants, initialement considérés
comme spécifigues pour la sPLA,-IIA, réduisent aussi de maniére
considérable les activités biologiques de la sPLA,-V [248, 249]. A la suite de
ces observations, de nombreux chercheurs se sont affairés a la production
d’'inhibiteurs ~ spécifiques  pour certaines isoformes de sPLA..
Malheureusement, il 'y a encore aujourd’hui aucun inhibiteur spécifique a
une seule sPLA,. L’accessibilité a certaines souris transgéniques demeure
donc la meilleure fagon d’investiguer les fonctions individuelles de chacune
des sPLA,.

Les souris C57/BL6 génétiquement modifiées n’exprimant pas la sPLA,-V
(sPLA2-V™) offrent donc la possibilité d’élucider les fonctions spécifiques de la
sPLA2-V endogéne tout en écartant la contribution potentielle de la sPLA2-IIA,
qui n’est naturellement pas exprimée dans cette souche de souris [153].
Cela est d’autant plus important, puisque la sPLA>-V et la sPLA,-IIA ont
longtemps été considérées comme fonctionnellement redondantes. De
récentes études utilisant les souris sPLA-V” ont permis de démontrer
limplication de la sPLA,-V dans I'exsudation plasmatique et la biosynthése
d’écosanoides (PGE; et LTC,) induites par le zymosan [147]. De plus, il a
également été établi que la sPLA,-V joue un rdle important dans la migration
d’éosinophiles lors d’hyperréactivité des voies respiratoires en condition
allergique [194]. A la lumiére de ces informations, nous avons donc voulu
vérifier I'implication de la sPLA2-V dans la migration de d’autres types de
leucocytes et ce, suite a un traitement au LPS, un puissant agent pro-

inflammatoire. Ce dernier fut choisi parmi un vaste choix de médiateurs pro-
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inflammatoires puisqu’il induit I'expression de plusieurs isoformes de sPLA,,

mais de maniere prédominante, celle de la sPLA,-V.

Dans cette étude, nous avons observé que I'administration de LPS dans la
poche d’air sous-cutanée de souris WT et sPLA,-V"" cause un recrutement
leucocytaire maximal aprés 6 h de traitement. Ces résultats coincident avec
des études de cinétique antérieures ayant démontré un recrutement
leucocytaire maximal 6 h aprés l'injection de LPS dans la poche d’air de
souris ainsi qu’une résolution compléte apres 24 h [250, 251]. De plus, nous
avons également constaté que I'appel de cellules inflammatoires occasionné
par un traitement au LPS est significativement atténué chez les souris sPLA,-
V' comparativement aux souris témoins (WT). Il est possible que la
réduction du recrutement leucocytaire chez les souris sPLA,-V' soit
attribuable a une synthése restreinte de médiateurs lipidiques chimiotactiques
chez ces derniéres. Cette hypothése est appuyée par I'étude de Gambero et
coll. qui a établi que l'effet chimiotactique des sPLA; sur les neutrophiles
humains se fait principalement via la relache de leucotriene B4 (LTB4) et de
PAF [178]. De plus, il a été démontré que la sPLA,-V est associée a la
synthése de LTB4 dans les neutrophiles [252] et de PAF dans les cellules
endothéliales [149]. Par conséquent, afin de vérifier si la réduction du
recrutement leucocytaire observée chez les souris sPLA2-V" est bel et bien
due a une synthése diminuée de LTB,4 et de PAF, il aurait été intéressant de
mesurer la quantité précise de ces meédiateurs chimiotactiques contenus
dans les exsudats recueillis dans les poches d’air de souris sPLA,-V" et de
leurs contréles WT. Nous aurions également pu utiliser un antagoniste du
PAF tel que le nouveau LAU-0901, afin de déterminer de maniére plus
précise la contribution de ce dernier [253]. De plus, il aurait également été
intéressant d’isoler et de mettre en culture des cellules endothéliales d’aorte
de souris WT et sPLA,-V" afin de quantifier par chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC) la relache de PAF induite par une

stimulation au LPS.
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Une autre cause possible de la diminution du recrutement leucocytaire chez
les souris sPLA,-V” est la réduction de la synthése d’autres agents
chimiotactiques comprenant entre autres plusieurs membres de la famille des
cytokines. Ces derniéres sont des molécules importantes au développement
et au maintien d’'une réponse inflammatoire. Parmi les cytokines on retrouve
un sous-groupe de molécules; les chimiokines. Ces molécules sont toutes en
mesure d’induire une migration cellulaire selon un gradient de concentration.
Il a récemment été démontré que la stimulation de macrophages humains par
la sPLA2-IIA et la sPLA,-IB entraine la production de TNF-q, IL-6 et IL-10
(cytokines), ainsi que de CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP- 1a), CCL4 (MIP- 1B) et
CXCLS8 (IL-8) (chimiokines) [186, 254]. Les résultats de cette étude s’avérent
donc intéressants dans le contexte de notre travail de recherche, puisque
cela met en évidence la contribution de certaines sPLA, dans la synthése et
relache de médiateurs chimiotactiques. |l nous est donc possible de croire
que la sPLA,-V est impliquée dans la synthése de chimiokines et cela
expliquerait, du moins en partie, l'effet positif de cette enzyme sur le
recrutement leucocytaire. Afin de confirmer cette hypothése, nous effectuons
présentement dans le laboratoire des analyses par ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) du contenu en chimiokines de chacun des exsudats
collectés dans les poches d’air de souris WT et sPLA,-V™ traitées au LPS ou
au salin. De plus, il serait également bon de vérifier plus directement
I'implication de ces chimiokines dans le recrutement leucocytaire dans notre

modele et ce, en administrant des anticorps spécifiques contre ces derniéres.

Malgré le fait que la migration leucocytaire soit diminuée chez les souris
sPLA2-V"" comparativement aux souris WT, un traitement de 6 h au LPS
entraine tout de méme un recrutement significatif de leucocytes par rapport
au traitement témoin (salin). De ce fait, nous avons administré aux souris un
inhibiteur non spécifique des sPLA; du groupe Il (lIA, IIC, IID, IIE, IIF et V), le
SLD, afin de déterminer la contribution potentielle des autres isoformes de

sPLA; dans l'appel de cellules inflammatoires. Nous avons choisi de
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travailler avec le SLD puisqu’il s’agit d’'un des seuls inhibiteurs de sPLA;
capable de franchir la paroi cellulaire. Toutefois, dans le but d'éviter
inhibition non-spécifique de l'activité de la phospholipase A, cytosolique
(cPLA2), le SLD fut administré a une concentration finale de 10 uM [255,
256]. Nous avons observé que I'administration combinée de SLD et de LPS
chez les souris WT entraine une réduction du recrutement leucocytaire
similaire & celle observable chez les souris sSPLA,-V" traitées au LPS seul.
De plus, I'injection de SLD chez les souris sPLA,-V" traitées au LPS, n’inhibe
pas davantage la migration de leucocytes. Ces données suggeérent que les
sPLA-IIA, -IIC, -IID, -lIE et —IIF ne sont pas impliquées dans le recrutement
de cellules inflammatoires induit par le LPS et que la sPLAz-V est la
principale isoforme de sPLA; impliquée dans ce phénoméne. Ces résultats
abondent dans le méme sens que I'étude de Paya et coll. qui a démontré la
capacité du SLD a prévenir la migration leucocytaire induite par le zymosan
dans le modéle de la poche d’air sous-cutanée chez le rat [176]. Cependant,
nos résultats ne nous permettent pas d’éliminer la contribution potentielle des
sPLA,-X et Xll, de la cPLA, (IV), ainsi que de la PLA; indépendante du
calcium (iPLA;; VI) dans le recrutement leucocytaire. |l demeure toutefois
peu probable que la sPLA,-X soit impliquée puisqu’il a récemment été
démontré que sa surexpression dans les macrophages entrainait une
diminution de leur activation en plus d’activer la réponse anti-inflammatoire
[145]. De plus, il semble également peu probable que les iPLA; soient
associées au recrutement leucocytaire, puisque de nombreuses études
montrent que ces enzymes interviennent principalement dans ’homéostasie
des membranes cellulaires. Sachant que la sPLA,-V amplifie I'action de la
cPLA; en lui fournissant 'AA nécessaire a la production d’écosanoides [255,
256], il est raisonnable de croire que la cPLA; et ses médiateurs lipidiques
puissent contribuer a la migration résiduelle observée chez les souris sPLA,-
V" traitées au LPS. Cette hypothése pourrait étre vérifiée grace a

'administration d’un inhibiteur spécifique de la cPLA; dans la poche d’air de
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souris sPLA,-V™" et de souris WT traitées au LPS et 'analyse de son effet sur

le recrutement leucocytaire.

3.2 Role de la sPLA;-V sur les sous-populations de

leucocytes

Nos premiéres études ont permis de démontrer qu’il y avait une différence
significative dans le nombre de leucocytes recrutés chez les souris sPLA-V"
comparativement aux souris WT. Sachant qu’il existe plusieurs types de
leucocytes, nous avons donc voulu déterminer quelles étaient les sous-
populations leucocytaires rencontrées dans notre modele inflammatoire de la
poche d’air sous-cutanée. Parmi les différentes sous-populations de
leucocytes, on retrouve entre autre des granulocytes (neutrophiles,
basophiles et éosinophiles) ainsi que des cellules mononuclées
(lymphocytes, mastocytes et macrophages). Dans notre étude, nous avons
observé que I'administration de LPS entraine un recrutement leucocytaire
majoritairement constitué de neutrophiles et ce, tant chez les souris WT que
chez les souris SPLA,-V". Ceci n'est pas surprenant puisque les
neutrophiles a eux seuls représentent 50 a 70% des cellules inflammatoires
circulantes, en plus d'étre les premiers a migrer au niveau du foyer
inflammatoire. De plus, nos résultats vont de pair avec certaines études
antérieures ayant démontré que I'administration de LPS dans le modéle de la
poche d’air sous-cutanée cause I'attraction de plusieurs millions de cellules,
dont la majorité sont des neutrophiles [251, 257, 258]. La différence entre
nos deux groupes expérimentaux (souris sPLA,-V' et WT) repose donc
uniqguement sur le nombre et non sur le type de cellules inflammatoires

recrutées.
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Le nombre total de leucocytes accumulés au site inflammatoire (LPS)
demeure constant de 6 a 12 h chez les souris WT, mais retourne aux valeurs
de base & 12 h chez les souris sPLA,-V"". Nous avons donc supposé que ce
phénoméne était attribuable a une augmentation du nombre de cellules
phagocytaires chez les souris sPLA,-V". Ces cellules ont la capacité
d’éliminer les agents pathogénes, mais également de détruire les cellules
apoptotiques. Les neutrophiles ayant donc enclenché leur processus de mort
cellulaire seraient éliminés plus rapidement et ne s’accumuleraient pas au
site inflammatoire. Nos résultats montrent que le pourcentage de monocytes
/ macrophages ne difféere pas significativement chez les souris sPLA,-V™"
comparativement aux souris WT et ce, peu importe le traitement (LPS ou
salin). Cette hypothése voulant que la diminution plus rapide du nombre de
leucocytes chez les souris sPLA,-V' soit attribuable & une augmentation de
la phagocytose fut également infirmée par une récente étude. Cette derniére
démontra une réduction de 50% de la capacité phagocytaire chez les
macrophages de souris sPLA,-V™" comparativement aux macrophages de
souris WT [193].

Dans un autre ordre d’idée, il a été établi que certaines isoformes de sPLA;
protégent les cellules mastocytaires contre I'apoptose [174], tandis que les
inhibiteurs de sPLA; [linduisent [173]. Ces observations fournissent donc
une explication potentielle en ce qui a trait a la réduction du nombre de
leucocytes accumulés au site inflammatoire chez les souris SPLA,-V"
comparativement aux souris WT, aprés 12h de traitement au LPS. Pour
vérifier cette hypothése il aurait été intéressant de quantifier les cellules
apoptotiques recueillies dans les poches d’air de souris WT et sPLAx-V™".
Pour ce faire, la meilleure technique a utiliser dans notre modéle aurait été de
procéder a un double marquage des leucocytes avec I'annexine V (marqueur
d’apoptose précoce) et iodure de propidium (marqueur de nécrose et

d’apoptose tardive) suivi d’'une analyse par FACS.
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3.3 Role de la sPLA,-V sur I'expression de ICAM-1 et
VCAM-1

Ayant démontré que la sPLA2-V est impliquée dans le recrutement de
leucocytes, nous nous sommes donc intéressés aux mécanismes par
lesquels cette enzyme entraine cet appel de cellules inflammatoires. Le
recrutement leucocytaire est minutieusement régulé et requiert la participation
de plusieurs molécules d’adhérence exprimées a la surface des cellules
endothéliales et des leucocytes. Une étude récente a démontré que la
stimulation de cellules endothéliales de la microcirculation pulmonaire
(LMVEC) par le LPS induit I'expression de ICAM-1 et que cette surexpression
est encore plus importante lorsque le LPS est combiné avec la sPLA-IIA ou
sPLA,-IB [179]. Il a également été démontré que I'expression de ICAM-1
induite par le TNF-a, a la surface membranaire de kératinocytes en culture,
est réduite de maniére importante par un traitement avec des inhibiteurs de
sPLA,; soit le SLD ou le LY311727 [259]. De ce fait, nous nous sommes
intéressés a l'implication potentielle de la sPLA>-V dans linduction des
molécules d’adhérence ICAM-1 et VCAM-1. Ces molécules d’adhérence
permettent I'attachement initial, 'adhésion et la migration des leucocytes
activés a travers I'endothélium soutenant ainsi le recrutement leucocytaire
aux sites d’'inflammation. Nos résultats montrent que l'injection de LPS dans
la poche d’air sous-cutanée de souris WT entraine une augmentation de
'expression de ICAM-1 et VCAM-1 au niveau de la peau formant la poche.
Ces observations viennent appuyer certaines études antérieures ayant
démontré la capacité du LPS a promouvoir I'expression de molécules

d’adhérence et ce via 'activation du facteur de transcription NF-kB [260].

Nous avons aussi constaté une réduction marquée de I'expression de ICAM-
1 et VCAM-1 chez les souris sPLA,-V"", comparativement aux souris WT, & la
suite d'un traitement de 6 h au LPS. Cette différence n’est cependant plus

observable aprés 12 h de traitement, suggérant ainsi que I'absence de
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sPLA,-V retarde I'expression de ICAM-1 et VCAM-1. Ces résultats laissent
supposer que la sPLA2-V est impliquée dans la phase précoce d’induction de
ICAM-1 et VCAM-1 et que par la suite, il y a activation de d’autres voies de
signalisation, indépendantes de la sPLA,-V, nécessaires au support de la
phase tardive d’expression de ces molécules d’adhérence. Nos résultats
proposent également que la phase précoce d’expression de ICAM-1 et
VCAM-1 est importante pour le recrutement de leucocytes dans les poches
d’air de souris traitées au LPS, mais que I’expression tardive n’a, quant a elle,
aucun effet sur I'appel leucocytaire chez les souris sPLAx-V'. Afin de
confirmer davantage limplication de ces molécules d’adhérence sur le
recrutement de cellules inflammatoires nous aurions pu administrer des
anticorps bloquants dirigés spécifiquement contre ICAM-1 et VCAM-1 en
combinaison avec le LPS et quantifier par la suite le total de leucocytes
recueillis dans les poches d’air de souris sPLA,-V" et WT. Il a récemment
été démontré que l'administration exogéne de sPLA,-V cause une
surexpression de CD11b (intégrine de la famille B,) a la surface des
éosinophiles et ainsi la fixation de cette intégrine a son contre-récepteur
ICAM-1 [181]. Sachant cela, il aurait été également intéressant de vérifier les
niveaux d'expression de MAC-1 (CD11b/CD18) a la surface des leucocytes
recrutés dans les poches d’air de souris WT et sPLA,-V” avec et sans

traitement au LPS.
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4.0 CONCLUSION
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En somme, nous avons établi que la sPLA,-V est essentielle au recrutement
de neutrophiles induits par le LPS, en plus d’étre impliquée dans I'expression
précoce des molécules d’adhérence ICAM-1 et VCAM-1. L'utilisation
combinée d’un inhibiteur non spécifique des sPLA; et de souris
transgéniques n’exprimant pas la sPLA,-V, nous a également permis de nous
assurer que les effets observés sont bel et bien attribuables a la sPLA,-V et
non a d’autres sPLA; du groupe Il (-lIA, -IIC, -IID, -lIE et -lIF). L’ensemble de
ces résultats met donc en évidence l'activité pro-inflammatoire spécifique de
la sPLA2-V endogéne ainsi que son implication dans la réponse immunitaire

innée.

Cette étude est 'une des premiéres a clarifier le réle spécifique de la sPLA,-V
dans linflammation. De toute évidence, une meilleure compréhension des
mécanismes par lesquels cette enzyme contribue au processus inflammatoire
est primordiale, puisque la sPLA,-V est étroitement associée a plusieurs
pathologies inflammatoires. De ce fait, il serait intéressant de vérifier, plus
spécifiquement, I'implication de la sPLA,-V dans la régulation de I'expression
des molécules d’adhérence leucocytaires, ainsi que son influence sur la
perméabilité vasculaire (cedéme). De plus, il est bien établi que la réponse
inflammatoire et la réponse angiogénique agissent de concert dans une
grande variété de maladies inflammatoires. Puisque nous avons démontré
que la sPLA>-V joue un réle clé dans le recrutement leucocytaire, et sachant
que cette enzyme participe a la synthése de PAF, un médiateur direct du
processus angiogeénique, il serait donc intéressant de vérifier I'implication de
la sPLA,-V dans le processus angiogénique. L’ensemble de ces recherches
contribuerait donc au développement de meilleures approches

thérapeutiques en ce qui a trait aux maladies inflammatoires chroniques.
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