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==-=======-===== 
I NTRODUCTION 

L'étude de l'inflammation au niveau cellulaire a 

sans doute commencé avec Metchnikoff qui mit en évi

dence, à l'institut Pasteur en 1887, le pouvoir des 

globules blancs de se diriger vers certaines bactéries 

et de les ingérer. Depuis lors, un nombre incalculable 

de travaux nous ont apporté une moisson d'informations 

aussi bien sur l'activation et le rôle des diverses 

cellules impliquées dans les processus inflammatoires, 

que dans le nombre de plus en plus étendu de molécules 

qui sont synthétisées par ces mêmes cellules en réponse 

à un agent étranger. Dans cette introduction, nous 

allons décrire brièvement les principales caractéris

tiques de l'activation des cellules, puis passer en 

revue la production des molécules qui vont nous inté

resser, à savoir les radicaux libres et les leucotriènes. 

En ce qui concerne les autres aspects de l'inflammation, 

il serait trop long de les décrire tous ici et nous 

préférons nous référer à des revues générales 

( WILLOUGHLBY, 1978; WEISSMAN, 1980). 
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I. ACTIVATION DES CELLULES INFLAMMATOIRES 

Les phagocytes sont attirés vers leur proie par 

chémotactisme; une fois en contact avec elle, ils 

l'ingèrent par phagocytose. Cette phagocytose initie 

alors chez ces cellules trois phénomènes (BRAQUET et 

BRAQUET, 1983; WEISSMAN, 1980) : 

1) La_dé6ranulation 

Processus de fusion qui unit le phagosome et les lyso

somes. Ceux-ci contiennent des hydrolases qui parti

cipent à la destruction de la particule étrangère 

(bactérie par exemple). Lors de la dégranulation, les 

hydrolases sont libérées dans la vacuole qui renferme 

la bactérie séquestrée; une partie s'échappe à l'exté

rieur dans l'espace extracellulaire. 

2) La_Eoussée_d'activité_resEiratoire_(P.A.R.)_ou 

"res2iratori_burst" : 

Cette poussée d'activité respiratoire du phagocyte se 

caractérise par 4 processus physiologiques 

- une augmentation de la consommation d'0
2 

- une augmentation du cycle des pentoses phosphates : 

oxydation du glucose à partir du glucose-6-phosphate 

avec réduction du NADP+ en NADPH 

- une production de peroxyde d ' hydrogène (H2 o2 ) 

une production de radicaux superoxyde (O~---f) 

3) La_cascade_de_l'acide_arachidonique 

L'acide arachidonique est libéré de la membrane plas

mique sous l'action d'une phospholipase. Cet acide 

gras polyinsaturé libre va alors servir de substrat à 

2 voies enzymatiques différentes : l'une produit les 

prostaglandines via la cycloxygénase, l'autre produit 

les leucotriènes (LT) via la lipoxygénase. 



3 

Expérimentalement, l es macrophages et les n eutro

philes peuvent être activés de différentes façons, soit 

par des stimuli particulaires, tels le zymosan opsonisé, 

les immun complexes, ••• soit par des stimuli solubles, 

tels que le phorbol myristate acétate (PMA), l'ionophore 

du calcium A23187, le peptide formyl-méthionyl-leucyl

phénylalanine (FMLP), des lipopolysaccharides (LPS), ••• 

(WARD and al., 1984; BAXTER, 1983; BONNEY and al., 1984). 

La réponse obtenue peut varier fortement selon le 

stimulus. 

II. INITIATION DE L'ACTIVATION DES CELLULES INFLAMMATOIRES 

Suite à la liaison d'un agent particulaire stimulant 

avec les récepteurs de surface du phagocyte, il apparaît 

chez ce dernier une augmentation de la fluidité de la 

membrane plasmique qui est directement suivie par un 

changement du potentiel de membrane. Ce changement du 

potentiel transmembranaire a pour origine un transfert 

rapide de cations divalents (Ca++) de l'extérieur de la 

cellule ou de sites de stockage situés sur la membrane 

plasmique vers des sites de liaison intracellulaire. 

Après cette activation suit un temps de latence, puis 

les cellules génèrent les radicaux o2 • (-) , transforment 

l'acide arachidonique en divers métabolites et secrètent 

des enzymes lysosomiaux (WEISSMAN, 1980). 

Le stimulus initial mobiliserait donc le Ca++ vers l'in

térieur de la cellule et celui-ci agirait alors sur les 

différents sites d'activation que sont 

la NADPH oxydase 

- la phospholipase A2 
- la lipoxygénase 

- l'adenylate cyclase 

- la dégranulation 

production d'O • ~) 
2 

libération de l'acide arachidonique 

s production de leucotriènes 

production d'.AMPc 

fusion du lysosome avec le phago-
. . t d C ++ some qui requier u a 

(BRAQUET et BRAQUET, 1983). 
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III. FORMATION DES RADICAUX LIBRES 

La poussée d'activité respiratoire fournit une 

série d'agents oxygénés hautement réactionnels qui sont 

utilisés par le phagocyte comme agents microbicides et 

bactéricides (BABIOR, 1978). 

La grande réactivité de ces radicaux conduit aussi à 

une destruction des tissus avoisinant leur site de 

production. 

Biosynthèse 

L'augmentation de la consommation d'02 lors de la poussée 

d'activité respiratoire s'explique en grande partie par 

la formation de radicaux superoxydes : 

2 o2 + NADPH -------- 2 0 • c-l + NADP+ + H+ 2 

La NADPH oxydase, qui est l'enzyme clé dans cette réduc

tion partielle de l'oxygène, se localise sur la membrane 

ext erne des phagocytes. Suite à l'endocytose, cette 

enzyme se retrouve à l'intérieur du phagosome où 

elle y déverse ses o2 • (-) • La voie du glucose-6-

phosphate va donc être activée pour régénérer le NADPH 

utilisé pour la production des o2 • (-) • 

ROOT et METCALF ( 1977) ont montré que 80 % de ces O • C-) 
2 

se transforment en H2o 2 par dismutation. 

2 0 • <-> + 2 H+ 
2 

Les radicaux o 2 • (-J et H
2

o
2 

ne sont pas les deux seuls 

agents microbicides : ils peuvent réagir ensemble pour 

former d'autres agents très réactionnels, comme le radi

cal hydroxyl (oH·) et l'oxygène singulet ( 1 o 2 ) 

0 • I-J + H 0 
2 2 2 
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On constate qu'il y a donc une interaction entre les 

phénomènes liés à la poussée d'activité respiratoire 

et que dans cette perspective, la NADPH oxydase y joue 

un rôle prépondérant. 

IV. FORMATION DES LEUCOTRIENES (LT) 

IV.l. Structure et biosynthèse des leucotriènes 

Les prostaglandines (PG) et les LT sont synthétisés 

à partir d'un précurseur commun, l'acide arachidonique, 

qui n'existe pas à l'état libre dans la cellule mais sous 

forme estérifiée dans les ph0.spholipides membranaires. 

C'est une phospholipase, activée par le ca++, qui libère 

l'acide gras insaturé (BONNEY and al., 1984). 

Les deux types d'enzymes clé responsables des deux voies 

métaboliques pfl"rtant de l'acide arachidonique sont, d'une 

part, les lipoxygénases pour les LT, et d'autre part, la 

cycloxygénase pour les PG. 

La Fig. 1 illustre le schéma général du métabolisme de 

l'acide arachidonique par la cycloxygénase et par les 

trois ·types connus de lipoxygénases. 

Le terme leucotriène a été formé à partir des mots leu

cocyte et triène, désignant respectivement la cellule 

d'origine de ces substances et leur caractéristique struc

turale, c'est-à-dire les trois doubles liaisons conjuguées 

que l'on retrouve dans leur formule chimique (Fig. 2). 

L'oxygénation de l'acide arachidonique en son dérivé 5-

hydropéroxyde (5-HPETE) par la 5-lipoxygénase, puis trans

formé en leucotriène A4, sont les premières réactions 

dans la synthèse des principaux LT. Le 5-HETE est le 

produit de la réduction du 5-HPETE par les peroxydases. 

Le LTA
4

, qui est une substance instable (époxyde), cons

titue la molécule clé de la voie des leucotriènes. Son 

groupement époxyde peut subir une attaque nucléophile de 

l' eau. Cette réaction peut être catalysée enzymatiquement 



cycloxygénase 

:Phospholipide 

· ca++ ► l 4 phospholipase 

Acide Arachidonique 

Thromboxane A2 

5-12-15-lipoxygénase 

15-HPETE 

(PMN) 

12-HPETE 

-------15-HETE 

___ ___,_ 12-HETE 

(macrophages , plaquettes) 

Prostacycline(PG I2) .._____ 5 -HP ETE 5-HETE 

l 
céto-6-PG F1 Thromboxane B2 

j 
LT A4 

(macrophages 
et PMN ) 

~~ 
LT C4,D4,E4 LT B4 

Fig.l:Schéma général du métabolisme de l'acide arachidonique (d'après Borgeat et al., 
· 1983);HPETE:acide hydroxy eicotétraénoïque;HETE:acide hydroxy eicotétraénoïque. 
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par une hydrolase pour donner naissance au LTB
4

, mais 

elle peut se faire aussi non enzymatiquement pour former 

deux groupes d'isomères : deux 5,12-dihydroxyacides 

stéréo-isomères du LTB
4 

et deux 5,6 dihydroxyacides. 

Le groupement époxyde du LTA
4 

peut également être atta

qué par le glutathion pour former enzymatiquement le 

LTC
4

• L'acide glutamique (acide aminé constituant le 

glutathion) du LTC
4 

peut être éliminé pour former le 

LTD
4 

qui, à son tour, peut perdre la glycine pour former 

le LTE
4 

(BORGEAT et al ., 1983; HANSSON et al ., 1983). 

La Fig. 2 illustre la cascade de l'acide arachidonique 

initié par la 5-lipoxygénase. 

IV.2 . Activité biologique des LT 

1) Les leucotriènes c
4

, ~
4 

e~ E
4 

constituent les SRS-A 

(Slow reacting substances of anaphylaxis). 

Les SRS-A jouent un rôle important dans l'asthme et 

l'allergie (BACH, 1984; BORGEAT et al., 1983) 

- ce sont des bronchoconstricteurs extrêmement puissants; 

- ils stimulent la production et le transport de mucus 

dans les poumons; 

ils augmentent la perméabilité des petits vaisseaux; 

- ils excitent les terminaisons nerveuses de la peau. 

2) Le LTB
4 

joue un rôle important dans la réaction inflam

matoire ( SMITH, 1983) : 

- il stimule la mobilité et l'a/ grégation des leucocytes; 

- il stimule la dégranulation des cellules inflammatoires; 

il possède un pouvoir chémotactique vis-à-vis des 

leucocytes; 

- il stimule l' adhés.ion des cellules inflammatoires à 

l'endothélium vasculaire et stimule leur migration à 

travers la paroi des petits vaisseaux sanguins. 

- il augmente la per méabilité des vaisseaux sanguins . 



OH 
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eicosatétraénoïque 

Fig .2 :Métabolisme de l 'acide 

arachidonique dépendant de la 

5-lipoxygénase(d'après Hansson,8J) 
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V. BUT DU TRAVAIL 

L'étude des processus inflammatoires se réalise de 

plus en plus au niveau cellulaire et moléculaire. Dans 

cette introduction, nous avons décrit les différents . 

phénomènes cellulaires qui ont lieu lors del'activation 

des phagocytes . Nou s avons d 'ailleurs plus particulière

ment développé deux voies métaboliques, à savoir la pro

duction de leucotriènes et la production d'espèces 

oxygénées hautement réactionnelles. Ces mo lécules sont 

aujourd'hui bien connues et on sait qu'elles interviennent 

dans les processus inflammatoires. Mais nos connaissances 

sont bien faibles en ce qui concerne les mécanismes de 

régulation de leur synthèse,et e h ce qui concerne les in

teractions de ces molécules, d 'une part avec les divers 

types de cellules inflammatoires, et d 'autre part avec 

les différents.,phénomènes cellulaires qui ont lieu lors 

de l 'ac tivation des phagocytes . 

Pourtant, ce problème revêt une importance considé

rable car beaucoup de problèmes liés notamment aux aller

gi es ou aux inflammations chroniques pourraient peut

être être envisagés différemment si l'on connaissait 

mieux les systè.mes de régulation qui président au déroule

ment des processus inflammatoires. 

Il n'est pas possible d'aborder d ' emblée un problème 

aussi complexe, du fait des divers types de cellules qui 

sont impliquées et du grand nombre de molécules synthé

tisées. Nous avons donc choisi, dans ce mémoire, de 

travailler sur la synthèse ces leucotriènes (LTB
4 

et 

LTC
4

) et sur la synthèse de radicaux superoxydes en vue 

d'étudier la relation entre ces deux productions . 

En effet, I NGRAHAM (1982) et SMITH (1980), en utili

sant des inhibiteurs de la lipoxygénase sur la production 

d ' o
2 

• (-J et d' H2o2 par des macrophages, ont suggéré que la 
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voie de la lipoxygénase pourrait entraîner la production 

de radicaux libres. 

D'autre part, certains auteurs (SUMIMOTO and al., 1984; 

PRESCOTT and al., 1984) ont démontré que le LTB
4 

pouvait ,_, 
induire la production d'o2 • chez les leucocytes. 

Nous avons aussi limité notre étude à deux types de 
cellules inflammatoires qui sont, d'une. part, les macro
phages péritonéaux de souris stimulés par le zyrnosan opso
nisé (extraits de parois de levure entourés d ' opsonines) 

et, d'autre part, des polymorphonucléaires neutrophiles 

de bovins stimulés par le zymosan opsonisé ou l'ionophore 
du calcium A23187 . 
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===========-=====---=--= 
MATERIEL ET METHODES 

=========-====-====-==== 

I. SOLUTIONS 

- PBS 

,~ · 
"V"'\; 

solution 0,9 % NaCl (Merck, Darmstadt) tamponnée 

à pH7, 4 par O, 01 M en phosphate . 

- Milieu de culture RPMI 1640 (Eurobio, Paris). 

- Thioglycolate (Merck, Darmstadt) : 2, 5 % dilué dans 

le PBS, la solution est filtrée avant l'emploi. 

- Lucigénine (Sigma Chemical Co., St Louis) : 10-J M 

dans du PBS, conservée à l'abri de la lumière. 

- Zymosan opsonisé : zymosan A (à partir de la levure 

S. Cerevisae; Sigma Chemical Co., St Louis) 

est incubé durant JO min . à 37° C dans le PBS 

(4 mg/ ml). Le zymosan est centrifugé (1500 RPM, 

5 min.) et resuspendu dans du sérum bovin 

(8 mg/ ml) durant JO min. à 37° C. Le zymosan 

maintenant opsonisé est lavé une fois avant 

d'être définitivement resuspendu dans le PBS à 

une concentration de 4 mg/ml . 

- Ionophore du calcium A2Jl87 (Sigma Chemical Co., St Louis); 

solution à 1,7 mg/ml éthanol. 

- CaC12 : solution 0,2 M dans de l'eau distillée. 

- Prostag landine B2 (Sigma Chemical Co., St Louis) 

solution à 0,33 mg/ml éthanol. 



II. PREPARATION DES CELLULES 

A. Macrophages néritonéaux de souris 

1. TiEe_de_cellules_récoltées_dans_la_cavité 

intra-oéritonéale ----------------

12 

L'injection de thioglycolate dans la cavité intrapérito

néale provoque l 'accumulation de cellules phagocytaires 
et stimule ces dernières. 
Vingt - quatre heures après l'injection, on récolte prin~ 
cipalement de cette cavité des leucocytes polymorphonu
cléaires neutrophiles (PMNL); appelés "24 h PEC" (PEC : 
Peri toneal exudate cells) (:MULLER-PEDDINGHAUS , 1984). 

Nonante-six heures (4 jours) après l'injection, on y 

récoltera principalement des macrophages et quelques 

lymphocytes : ces cellules sont appelées "96 h PEC". 

2. Prélèvement_et_EréEaration_des macroEhages _(9 6 h PEC) 

- 0,6 ml de thioglycolate (2,5 %) est injecté dans la ca
vité intrapéritonéale d'une souris N. M.R.I. 

- L'animal est sacrifié 4 jours plus tard en séparant la 
tête du corps pour éviter un afflux sanguin dans la ca
vité abdominale. 

- Le cadavre est fixé sur une planche à dissection. La 

peau de l'abdomen est incisée et décollée de la membrane 
sous-jacente. 

- Un petit orifice est pratiqué dans le péritoine pour pro
céder, à l'aide d'une pipette pasteur, au lavage de la 

cavité intrapéritonéale. 

Ce lavage est réalisé en rinçant 3 à 4 fois la cavité 

avec 6 ml de milieu de culture (à 37° C) RPMI 1640 con
tenant 20 % de sérum de veau foetal. 

La suspension cellulaire (6 ml) est ensuite récupérée et 

placée dans un tube préalablement refroi di à 0° C, afin 



d'éviter l'adhésion des macrophages sur les parois. 

Les cellules seront conservées dans ces conditions 

jusqu'au moment de leur utilisation. 
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La quantité de cellules dans la suspension est estimée 

par comptage à l'hémocymètre. 

B. Leucocytes polymorphonucléaires de bovin 

Purification_et_Eréparation_des_leucocites 

a) Solutions . . . . . . . . . 

N.P. NaCl 0,7 % tamponnée à pH7 par 0,0 132 M en 

phosphate . 

N.N.P. NaCl 2,7 % tamponnée à pH7 par 0,0 132 M en 

phosphate . 

E.N.P. . 1;5 % EDTA dans la solution N.P. . 

b) Méthode : ....... 
- Placer, dans 6 bouteilles de centrifugation de 250 ml, 

10 ml de solution ENP et 100 ml de sang bovin. 

- Centrifuger durant 20 min . à 2000 RPM et 20° Cau rotor 

JA14 (Beckman J-21 B). 

- Enlever le surnageant contenant les plaquettes et la 

couche blanchâtre de monocytes et lymphocytes qui re

couvre le culot de globules rouges. 

- Un choc hypotonique pour lyser les globules rouges est 

réalisé comme suit : 

• ajouter aux globules rouges 100 ml d'eau distillée et 

remuer durant JO sec • 

• 50 ml de solution N. N.P. sont alors ajoutés pour réta

blir l'isotonicité. 

Centrifuger durant 20 min à 1100 RP],'I et 20° C au rotor 

JA14 (Beckman J-21 B). 
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- Enlever le surnageant contenant les globules rouges lysés . 

- Le culot (Pl\'INL ) est resusp endu dans 10 ml de solution 

N.P. 

- Rass embler le contenu de chaque récipient dans une seule 

bouteille. 

- Centrifuger durant 20 min. à 1100 RPM et 20° Cau rotor 

JA14 (Beclonan J-21 B). 

- Enlever le surnageant. 

- Un second choc hypotonique est réalisé pour lyser les 

d erniers globules rouges 

• ajouter au culot 50 ml d'eau distillée et agiter pen

dant JO sec • 

• ajouter 25 ml de solution N. N.P. pour r é tablir l'iso

tonicité. 

Centrifuger durant 20 min. à 1100 RPM et 20° Cau rotor 

JA14 (Beclonan J-21 B). 

- Le culot de PMN purifiés est resu_spendu dans le milieu 

d'incubation: milieu de culture RPMI 1640, contenant 

20 % de sérum de veau foetal. 

Les cellules sont conservées dans ce milieu à 0° C, jus 

qu'au moment de leur utilisation. 

Une estimation de la concentration des cellules est réa

lisée par comptage à l'hémocymètre. 



c. Identification des cellules récoltées dans la 

susnension finale 

Macrophages_E_éritonéaux_de_souris_(96_H PEC) 

Une goutte de la suspension finale est étalée sur une 

lame porte -ob jet et ensuite colorée à l'hémalum

érythrosine . 

L'observation de ce frottis de cellules au microscope 

nous apprend que la suspension contient± 47 % de macro

phages et± 53 % de lymphocytes. Aucun polymorphonu

cléaire n'a été aperçu. 

Coloration: hémalum-érythrosine; grossissement 460 X 

1. amas de macrophages 

2. lymphocytes 
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Coloration: hémalurn-érythrosine; grossissement : 1150X 

On peut observer des macrophages au centre de la photo 

grosses cellules avec noyau réniforme. 

Les lymphocytes sont les petites cellules dont le no

yau occupe la quasi-totalité du cytoplasme. 
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Pol;ymorphonucléaires_neutrophiles_isolés_du_sang _de_bovins 

Une goutte de la suspension finale a été étalée sur une 
lame porte-objet et ensuite colorée à l'hémalum

érythrosine. 

Nous constatons, suite à l'observation au microscope 

de ce frottis, que cette suspension de cellules contient 
essentiellement des polymorphonucléaires. 

Coloration hé~alum-érythrosine; grossissement : 460 X 

On observe une grosse majorité de polymorphonucléaires 

(noyau polylobé). 
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Coloration: hémalum-érythrosine; grossissement : 1150 X 

On distingue bien le noyau polylobé des cellules. 
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III. DOSAGE DES o2 • <-I J,IETHODE DE LA CHEMOLUJ\1:INESCENCE (CL) 

III.l. Principe général 

La chémoluminescence (CL) est une émission de lu

mière é'mise par une molécule"amplificatrice". Cette 

technique est utilisée, par exemple, pour la détection 
et le dosage de dérivés oxygénés (o2 • <->, H2o2 , oH· et 
1 

02) • . 

La molécule amplificatrice réagit avec ces dérivés réac

tionnels qui sont émis par les cellules lors de la poussée 
d'activité respiratoire. Elle est excitée et, lors de sa 

déexcitation, elle émet un photon qui peut être détecté 
par un photomètre. 
Pour doser les radicaux o2 • c-> , on utilise la "lucigénine" 

qui est une molécule amplificatrice réagissant principa

lement exclusivement avec ce radical (ALLEN, 1981) : 

10 ,10'-dimétyl
bis-9,9'-biacri
dium nitrate 
Çlucigénine). 

radical diméthyl 
biacridiurn nitra
te exité 

radical diméthyl 
biacridiurn nitra
te stable 
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III.2. Dosage 

Le dosage est réalisé à 37° C sur un phot omètre 
(biocounter Lumac lVI 2010, Schoesberg, Netherlands). 

Une agitation régulière est maintenue dans la cuvette 

pendant l'expérience, afin d'obtenir des résultats 

reproductibles. 

Stimulation_des macroE_hages_(96_h PEC)_Ear_le_zymosan 

~E.~~~!.~~ 

- Placer dans la cuvette du photomètre 

• 345)(-1 de suspension contenant les macrophages 
(concentration finale : 1.106 cellules/ml); 

• 55_,41 de lucigénine 10-3 M (concentration finale 
10-4 M); 

• 55.JLl de PBS contenant la molécule à tester (le con

trôle ,reçoit 55_).l.l de PBS ne contenant pas de molé
cule active). 

Laisser incuber dans la cuvette durant 10 min. à 37° C. 

- A la dixième minute, ajouter dans le test 100_,.c.ll de 
zymosan opsonisé 4 mg (concentration finale : 0,72 mg/ml). 

Le test a un volume final de 555,)Ll. 

Stimulation_des PMN _de_bovin_2ar_le_z;ymosan_oE_sonisé 

La méthode est identique à celle utilisée pour les 

macrophages stimulés par le zymosan. La concentration 

finale en cellules est de 3,5.10 6 cellules/ml. 
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Stimulation_des PEN_de_bovin_E_ar_l'iono-e.hore_du_calcium 

A23 l87 ------
Placer dans la cuvette du photomètre 

. 435.fLl de suspension contenant les cellules (concentra

tio~ finale : 3,5.10 6 cellules/m); 

. 55,)tl de lucigénine 10-3 M (concentration finale: l0-4M) 

• 7 )J, l de Cac12 0, 04 M (concentration finale en tenant 

compte du calcium déjà présent dans le milieu de culture 

RPMI 1640 : 0,75 mM) 

• 55 .)L 1 de PBS contenant la molécule à tester. 

Laisser incuber la cuvette durant 10 min. à 37° C. 

- A la dixième minute, ajouter dans le test 3.)ll d'iono

phore du calcium A23187 ( concentration finale : 10_).L M 

(5 )'-g/ml)). 

Le test a un volume final de 555)-Ll. 

III.3. Calcul et présentation des dari.nées 

La chémoluminescence "naturelle" des phagocytes 

est faible. Celle-ci est donnée par le nombre de pho

tons émis avant d'ajouter l'agent activateur (zymosan 

ou ionophore). Lorqu'on ajoute l'activateur, nous obser

vons une période de latence de 60 sec. avant une montée 

spectaculaire de la chémoluminescence qui atteint un 

op timum au bout de quelques minutes. 

Les Fig. 3a et 3b montrent l'évolution de la chémolumi

nescence au cours de l'expérience pour les 3 types de 

stimulation. De telles courbes sont établies en prenant, 

toutes les minutes, la valeur de la chémolumi nescence en 

coups par minute (CPr.O . La prise des mesures débute avec 

l'ajout de l'activateur aux cellules et s'arrête 5 min. 

après avoir atteint le sommet de la courbe. 

L'aire d'intégration de la courbe p ermet d'évaluer avec 
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évolution au cours du temps de la chémolumi

nescence des PMN stimulés par l'ionophore (1) 

ou par le zymosan opsonisé (2). La concentra-
6 tion finale en PMN était de 3,5.10 / ml. 

CP:M: : coups par minute. 
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précision l'ampleur de la production de chémoluminescence 

par les cellules activées. 

RLU x min. 
100 = aire d'intégration de la courbe à partir 

de l'activation des cellules par le stimu
lateur jusqu'à la 5eme minute qui suit le 

sommet de la courbe. On divise par 100 pour 

travailler avec des valeurs manipulables. 

R.L.U. (relative light units) = moyenne des 
points mesurés (CPTu: ) toutes les minutes 

(MULLER-PEDDINGHAUSE, 1984). 

IV. DOSAGE DES LEUCOTRIENES (LT) 

A. Iriciubation des cellules 

- Placer, dans un tube de centrifugation, 4 ml de milieu 
RPMI 1640 contenant les macrophages (concentration finale 

1 à 1,5.106 cellules/ml. 
- Ajouter dans le tube 550_µ1 de PBS contenant la molécule 

à tester. 

Incuber le test 10 min. à 37° C. 
Ajouter 1 ml de zymosan opsonisé à 4 mg/ml (concentration 

finale : 0,72 mg/ml) et incuber le test durant 90 min. 

à 37° c. 
Stopper la réaction en centrifugeant le tube à 1500 RPM, 

5 min. 
- Le surnageant contenant les leucotriènes est récupéré pour 

l'extraction. 

2. PI·.rnL_ bovins_ stimulés _E_ar _le_ zymosan_ oE_sonisé 

- Placer dans un tube de centrifugation 8 ml de milieu 
RPMI 1640 contenant les PMNL (concentration finale: 
35. 106 cellules/ml. 
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- Ajouter dans le tube 1 ml de PBS contenant la molécule à 

tester. 

- Incuber le test 10 min à 37° C. 
- Ajouter 2 ml de zymosan opsonisé à 40 mg/ml (concentration 

finale : 7,2 mg/ml) et incuber durant 20 min. à 37° C. 

- Ajouter à la fin de l'incubation 8.JA,l de prostaglandine B2 
(1,8.10-7 g.) comme standard interne. 

- Stopper la réaction en centrifugeant les cellules à 

1500 · RPM, 5 min. 
- Récupérer le surnageant contenant les leucotriènes. 

3. P1HJL _bovins_ stimulés _E_ar _ionoE_hore _ du_ calcium 

- Placer da~s un tube de centrifugation 8 ml de milieu 

RPMI 1640 contenant des PlVINL ( concentration finale : 

3,5. 10 6 cellule/ml). 

- Ajouter 1 ml de PBS contenant la molécule à tester et 

18,J,Ll de CaC1 2 0,2 M (concentration finale en CaC12 , en 

tenant compte du calcium déjà présent dans le milieu 

RPI\U 1640 : 0, 75 mIVI). 

- Incuber le test 10 min. à 37° C. 
- Ajouter 27,,,a..l d'ionophore de calcium (concentration fi-

nale : lO~M) et incuber le test 20 min. à 37° C. 
- Ajouter, à la fin de l'incubation, 8...,ul de prostaglan

dine B2 (1,8. 10-7 g.) comme standard interne. 
- Stopper la réaction en c~ntrifugeant 5 min. à 1500 RPM. 
- Récupérer le surnageant contenant les leucotriènes. 

B. Extraction et purification des leucotriènes 

Les surnageants contenant les leucotriènes sont extraits 

sur des petites colonnes contenant de la silice sur 

laquelle sont fixées des chaînes de 18 atomes de carbone. 

Ce matériel constitue une phase hydrophobe retenant les 

leucotriènes; elle permet d'éliminer de l'échantillon les 

composés polaires. On obtient ainsi un extrait partielle
ment purifié plus approprié à l'analyse par HPLC. 
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Colonnes 0ctadecyl c18 de 3 ml (J.T. Baker Chemical Co., 

Phillipsburg). 

1 .• Préparation_ des_ colonnes 

Le fabricant conseille de conditionner la colonne avant 

son utilisation: 

- La colonne est lavée 3 fois avec 3 ml de méthanol. 

- Le méthanol est chassé de la colonne par 3 x 3 ml de 

milieu RPMI 1640. 

2. Extraction des leucotriènes 

- Le surnageant contenant les leucotriènes est passé sur 

la colonne. 

- Les composés les plus polaires sont éliminés par 4 x 3 ml 

d'eau distillée. 

- Les leucotriènes sont élués par 500p.l de méthanol. 

C. Détection et dosage des leucotriènes : analyse par HPLC 

L'appareil HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) 

est un appareil Kontron HPLC system 600; il est équipé 

d'une colonne de type phase inverse Nova Pak c18 
(Mil1ipore, Waters Associates, Milford). 

La phase mobile utilisée est composée de 

- 67 % méthanol 

- 33 % eau 

- 0,1 % acide acétique 

- 0,1 % EDTA 

- PH 6 (mis à pH avec NH
4

0H 10 N). 

Elle est filtrée sur filtre millipore de 0,22)-'-et dégazée 

sous vide avant l'emploi. 

L'élution des échantillons est réalisée avec un débi t 
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de O, 8 ml/min. 

Les leucotriènes sont détectés spectrophotométriquernent 

à 280 nm au moyen d'un détecteur U.V à longueur d'onde 

variable (Spectro Monitor III, LDC / Milton Roy). 

Un enregistreur-intégrateur (Varian Y 270) fournit le 

chromatogramme et calcule la surface des pics et le 

temps de rétention des composés élués. 

La Fig. 4 est un exemple de chromatogramme obtenu après 

synthèse de leucotriènes par des PMN de bovin stimulés 

par ionophore. On a montré (LENOIR, 1983) que les deux 

5,12-dihydroxyacides isomères du leucotriène B
4 

précè

dent de quelques minutes l'élution de celui-ci. La pros

taglandine B2 {PGB2 ) qui est utilisée comme standard 

interne sort en premier lieu. 

2. Leucotriènes produits par les macrophages intrapéri~onéaux .......................................................... 
Les macrophages intrapéritonéaux produisent du 

leucotriène c
4 

(SCOTT et al., 1983; ROUZER et al., 1980). 

La Fig. 5 est un exemple de chromatogra.m.~e obtenu lors 

de la synthèse de leucotriènes par des macrophages péri

tonéaux de souris stimulés par le zymosan opsonisé. 

Le LTC4 , plus polaire que le LTB4 , a un temps de rétention 

plus court que ce dernier (Fig . 4). Il n'est pas possible 

ici d'utiliser la PGB2 car son temps de rétention est 

proche de celui du LTC
4

• 
Notons que, comme c'était la première fois au laboratoire 

que l'on mettait en évidence le leucotriène c
4

, nous avons 

rèalisé quelques essais afin de vérifier que ce pic pro

duit par les macrophages stimulés correspondait bien au 

LTC
4

• 

Tout d'abord, afin de vérifier qu'il s'agi ssait d'un pic 

de leucotriène, nous avons incubé les macrophages avec 

différentes concentrations en acide nordihydroguaiarétique 
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Fig. 4 

Ex emple de chromatogramme 

obtenu après synthèse de LT 

par les PMN stimulés par 

l'ionophore du calcium. 

Nous avons en X : le pic de . 
LTB4 ; en Y: les pics des 

deux isomères du LTB
4

; 

en Z : le pic du standard 

interne (PGB2 ). 
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Fig. 5 

Exemple de chromatogramme 

obtenu après synthèse de LT 

par les macrophag es périto

néaux stimulés p ar le zymosan 

opsonisé. 

En X 

en Y 

le pic de leucotriène; 

composé non identifié. 
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(puissant inhibiteur de la lipoxygénase) et nous avons 

constaté que ce pic était inhibé (Fig. 20). 

Ce leucotriène a été identifié au LTC
4 

en constatant 
qu'il avait le même temps de rétention que celui d'un 

étalon de LTC
4 

(fourni par le Dr. RAKACH, Merk Frosst, 
Canada). 

Nous avons également injecté sur la colonne HPLC l'échan
tillon mélangé à l'étalon: on a constaté que le pic pré
sumé de LTC

4 
et le pic étalon co-migrait sur la colonne. 

Notons enfin que le pic Y, bien qu'ayant un temps de ré

tention fort proche de celui du LTB
4 

ne correspond pas 
à ce composé : en effet, il ne co-migre pas avec du 
LTB4 synthétique ni avec du LTB

4 
produit par les PMN 

de bovins. 

D. Calcul de l'activité 

L'activité de la 5-lipoxygénase des PMN est obtenue en 
faisant le rapport entre la surface du pic de leucotriène 

B
4 

et la surface du pic de la prostaglandine B2 d'un même 
chromatogramme. Pour les macrophages, l'activité de la 

5-lipoxygénase est obtenue directement en mesurant la 
surface du pic du leucotriène c

4
• 

V. SYSTEME XANTHINE-XANTHINE OXYDASE POUR LA PRODUCTION 

DES RADICAUX SUPEROXYDES 

La xanthine en présence de xanthine oxydase se trans
forme en acide urique en produisant des radicaux o

2 
• C-) • 

OH 

xant h i n e oxydas e 

xanthine 

·· ~.1-l 
H

2
o 0 2 

..L 

OH 

acide urique 
20 ~ 2H ' 

é. 
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La production d'o2• ~1 est mesurée par l'augmentation 

d'absorbance de l'adrénochrorne à 480 nrn. L'adrénochrorne 
provient de 1' oxydation par les o2 • (-> de l' épinéphrine 

qui est ajoutée au système xanthine-xanthine oxydase. 

HO 

HD 

v 
éuinénhine - - A 

Solution 

OH 0 

adrénochrome 

- Tampon TRAP (Merck, Darmstadt) (Triéthanolaminohydro

chloride) 20 mM, PH 9 contenant du sucrase 0, 25 M 

et de l'EDTA 2 nu~. 

- Xanthine (Sigma Chemical Co., St Louis) 0,1 M solubi
lisée dans Y~au par quelques gouttes de Na0H 
concentré. 

- Xanthine oxydase (Sigma) 20 U/ml. 

- Epinéphrine (Sigma) 0,1 M dans HCl 0,2 N. 

Dos1:..ge et calcul 

Le dosage est réalisé à l'aide d'un spectrophotornètre à 

deux faisceaux et à deux monochromateurs (Perkin-Elmer 

557, Tokyo). 

La mesure est faite à 25° Cà 480 nrn avec une lecture de 
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référence à 575 nm. 

Placer dans la cuvette - 1 ml de tampon TR.AJ? 

- 10 µl de xanthine 

- 10 µl d'épinéphrine 

2 µl de xanthine oxydase 

La pente, représentant l'augmentation d'absorbance 

au cours du temps, correspond à la production de base en 
~) 1 . . o2 • par a xanthine oxydase. 

On peut alors ajouter dans la cuvette 100 µl d'éthanol 

contenant la molécule à tester. La pente ~ enue 

représente le test. 

Le rapport entre les deux pentes permet de calculer 

le pourcentage d'activation ou d'inhibition de la molé

cule (une correction doit être apportée pour tenir 

compte de la dilution de la xanthine oxydase). 



====================-===-== 
RESULTATS ET DISCUSSION 

======-=======--==---------

I. MISE AU POINT DES DOSAGES 

I. l. r.1ise au noint du dosage des radicaux superoxydes 

par chémoluminescence 

I.1.1.1. Influence_de_la_concentration_en_lucigénine 

Dans le but d'optimiser le dosage, nous avons incubé 

les cellules avec des concentrations croissantes en 

lucigénine. 
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La Fig. 6 montre qu'après stimulation des macrophages avec 

le zymosan, la chémoluminescence atteint un optimum pour 

une concentration en lucigénine proche de 10-4 M. 

Au-dessus de cette valeur, la lucigénine semble avoir un 

effet inhibiteur, vraisemblablement dû à un effet de 

"quenching". 

Pour la suite des expériences, n ous utiliserons une con

centration en lucigénine de 10-4 M. 

I.1.1.2. Influence_de_la_concentration_en_z1illosan_oEsonisé 

Nous avons opsonisé du zymosan avec différents sérums 

provenant de diverses espèces (bovin, humain, souris, 

lapin). Chaque type de zymosan a été testé sur la pro

duction de radicaux o2 • <-> par les macrophages. Pour des 

raisons d'efficacité et de facilité, nous avons choisi, 

par la suite, d'utiliser du zymosan opsonisé par du sé

rum de bovin; celui-ci donne en effet une très bonne 
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RLU x min_ aire d'intégration située sous la 
100 - courbe d'activation 



stimulation des cellules et est disponible en grande 

quanti té. 
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L'influence de la concentration de ce stimulateur sur la 

chémoluminescence des macrophages est représentée à 
la Fig . 7. On constate une courbe typique de saturation 

qui atteint probablement son maximum lorsque les cellules 

sont saturées en particules ingérées (la phagocytose est 

un phénomène saturable). 

Dorénavant, nous utiliserons une concentration en zymosan 

opsonisé qui correspond à la valeur obtenue au plateau, 

c'est-à-dire à 0,72 mg/ ml . 

I.1.1.3. Influence_de_la_concentration_en macroEhage 

Sur la Fig. 8, nous observons une relation linéaire entre 

la concentration en macrophages et la production de ra

dicaux o
2 

• c-, . 
Cette droite d'étalonnage nous indique, d'une part, que 

la chémoluminescence mesurée est bien proportionnelle à 

la quantité d'o
2

• C-l produite par les cellules et, d'autre 

part, que m~me pour des concentrations de 2.10 6 cellules/ 

ml, la lucigénine et le zymosan sont encore en excès. 

Pour la suite des expériences, nous devons choisir une 

concentration en macrophages qui se situe snr la droite 

d'étalonnage et quine soit pas trop élevée pour éviter un 

sacrifice trop grand de souris, mais suffisante malgré 

tout pour permettre une mesure sensible de la production 

de radicaux o2 • c-J • Cette concentration est choisie 

à 1.10 6 cellules/ml. 
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I.1.2.1. Influence_de_la_concentration_en_z~osan_oEsonisé 

La Fig. 9 nous montre que la production d' o
2 

• c-> par les 

PMN stimulés avec des concentrations croissantes en zymo

san opsonisé suit également une loi de saturation. 

La concentration à laquelle nous travaillerons dorénavant 

est fixée à une valeur du plateau, c'est-à-dire à 

0, 72 mg/ml . 

I.1.2.2. Influence de la concentration en PMN 

Ici aussi, comme pour les macrophages, une relation li

néaire et proportionnelle existe entre la concentration 

en cellules et la production d' o
2 

• ,_, (Fig. 10). 

La concentration en PM1'î pour le dosage sera dorénavant 

fixée à 3,5.106 cellules/ml. Cette valeur se situe sur 

la droite d'étalonnage et cela nous permet donc d'éva-
(-) 

luer quantitativement la production d'o2 • par ces 

cellules. 

Le zymosan opsonisé, qui est constitué de parois de 

levures entourés d'opsonines, agit corn.me un stimulateur 

"naturel", tandis que l'ionophore du calcium stimule 

le phagocyte de manière "artificielle" en mobilisant le 

Ca++ vers des sites d'activations intracellulaires 

(voir point II dans Introduction). 

Contrairement au zymosan, l'ionophore ne stimule qu 'une 

partie des systèmes qui produisent des o 2 • (-J (SMITH and 

al., 1980). Cela explique pourquoi la chémoluminescence 

des PMN stimulés par l'ionophore est nettement plus 
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faible que celle des PMN activés par le zymosan. 

Cette faible production d'o2 • ~>induite par l'ionophore 

nous oblige à optimiser au maximum tous les paramètres 

intervenant dans le dosage. 

I.1.3.1. Influence_de_la_concentration_en_ionoEhore_A23187 

Sur la Fig. 11, nous observons que la chémoluminescence 

augmente de manière linéaire avec la concentration en iono

phore et cela jusqu'à atteindre un optimum qui se situe 

à 10 µ M. Au-delà de cette concentration, l'ionophore 

semble avoir un effet inhibiteur. 

Pour la suite des expériences, la concentration en iono

phore sera donc fixée à lOµM (5 µ.g/ml). 

Signalons que cette concentration est celle qui est uti

lisée par certains auteurs (CHANG, 1984; LENOIR, 1983) 

pour stimuler les leucocytes à produire du leucotriène B
4

• 

I.l.J.2. Influence de la concentration en calcium 

Si nous incubons les cellules avec des concentrations 

croissantes en Ca++, nous observons (Fig. 12), après sti

mulation des PMN avec l'ionophore, une rapide augmentation 

de la chémoluminescence jusqu'à un optimum att-eint pour 

une concentration en Ca++ de 0,75 mM. Au-delà de cette 

valeur, le calcium a un effet inhibiteur. 

0,75 mM sera la concentration dorénavant utilisée pour le 

dosage. 

I.1.3.3. Influence de la concentration en acide arachi

doni9.ue_(A.A.) 

Pour augmenter la production de LTB
4 

par les PMN stimulés 

par ionophore du calcium, on peut a j outer au milieu 
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Fig. 13 

Ac. Arachidonique (M) 

influence de la concentration en acide arachido
nique exogène sur la chémoluminescence des PMN 

stimulés par l'ionophore du calcium. 

Le contrôle ne contenant pas d'A.A. est posé 
comme étant 100 % d'activité. 
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d'incubation de l'acide arachidonique (A.A.) exog ène. 

Comme il est essentiel, pour la suite des expériences, 

que la production de LT se réalise dans les mêmes con

di tians que la production de radicaux o
2 

• c-, , il nous 

est apparu nécessaire de tester l'effet de l'A.A. sur la 

chémoluminescence des PMN stimulés par l'ionophore. 

Cet effet est présenté à la Fig. 13. Le contrôle ne 

contient pas d'A.A. et son activité est posée à 100 %. 
Nous constatons un effet inhibiteur aux concentrations 

habituellement utilisées dans la littérature pour 

accroître la prodùction de LTB
4

, c'est-à-dire à 

3,5.10-5 et au-delà. 

Donc, l'A.A. ne sera pas utilisé dans ce dosage puisqu'il 

en diminue la sensibilité; de même, il ne sera pas uti

lisé non plus dans la production de LTB
4

, étant donné que 

nous voudrions travailler dans les mêmes conditions pour 

les deux tests. 

I.1.3.4. Influence de la concentration en cellules 

La relation entre la concentration en PMN et la produc

tion de radicaux superoxydes est linéaire, comme nous le 

montre la Fig. 14. 

La concentration choisie pour les dosages futurs est 

fixée à 3,5.106 cellules/ml. 

I.2. Mise au point du dosage des leucotriènes 

Pour pouvoir comparer l'activité de la voie des 

leucotriènes avec l'activité de la synthèse des radicaux 

superoxydes, il était essentiel que la production de ces 

deux médiateurs se réalise dans les mêmes conditions 

d'incubation. 
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Donc, pour la production des leucotriènes, nous utili

serons les conditions qui ont été mises au point pour 

la chémolurninescence, c'est-à-dire m~me milieu d'incu
bation, même concentration en cellules, en zymosan ou 

en ionophore, et m~me temps de préincubation. 

La seule chose qui reste à optimiser sera le temps 

d'incubation des cellules avec le stimulateur. 

Les Fig. 24, 26 et 28 dans le paragraphe V nous montrent 

la cinétique de production des LT par les différentes 

cellules avec lesquelles on travaille. 

Le temps d'incubation optimum est fixé pour la suite des 

exp éri enc es ' a : 

90 min. pour les macrophages stimulés par zymosan; 
20 min. pour les PMN stimulés par zymosan ou par 

ionophore. 

II. EFFE.'TS D'INHIBITEURS DE LA CYCLOXYGENASE ET DE LA 

LIPOXYGENASE SUR LA PRODUCTION D' 0 • <-> 
2 

II.l. Macrophages stimulés par le zymosan opsonisé 

II.1.1. Effet==de=l'acide=nordih~droguaiarétigue={NDGA) 

sur=la=~roduction=d'o2:_~: 

NDGA (Sigma, St Louis) 

(4,4'-(2,J-diméthyl-1,4-butanédiyl)-bis [1 ,2-

benzenediol li ) 

Î 
1 
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Le NDGA est un puissant inhibiteur de la 5-lipoxygénase 

et un inhibiteur plus modéré de la c.ycloxygénase 

(SALARI and al., 1984; CHANG and al., 1984, BONNEY and 

al., 1984). 

Son effet, à différentes concentrations, sur la chémolu

minescence des macrophages, est représenté à la Fig. 15. 

Le contrôle ne contenant pas de NDGA est posé à O % 
d'inhibition. 

On constate que le l'JDGA a un effet inhibiteur sur la 

chémoluminescence à partir de 10-7 M pour atteindre 

100 % d'inactivation à 10-4 M. 

Signalons que cet inhibiteur n'a pas d'effet sur la via

bilité ni sur la phagocytose des macrophages (CHANG and 

al., 1984). Cependant, le NDGA pose un problème pour 

l'interprétation des résultats, car c'est un agent anti

oxydant, c'est-à-dire qu'il peut jouer le rôle d'inac

tivateur du radical superoxyde. 

L'effet inhibiteur que l'on a mesuré à la Fig. 15 est 

donc peut-être un effet direct du NDGA sur le radical 

superoxyde. Pour nous en assurer, nous avons testé 

l'effet antioxydant du NDGA sur la production de radicaux 

o2 • <-> par le système xanthine-xanthine oxydase (Fig. 16). 

Le contrôle ne contenant pas de NDGA est posé comme O % 
d'inhibition. 

Apparemment, le NDGA a bien un effet direct d'inactivation 

du radical superoxyde. On constate cependant que cet 

effet, qui augmente avec la concentration en antioxydant, 

ne dépasse pas les 27 % d'ihhibition de la production 

de radicaux o2 • <-> , à une concentration de 10-4 rvI , pour 

laquelle un effet inhibiteur de 100 % était obt~nu sur 

la chémoluminescence des macrophages (Fig. 15). 

En conclusion, l'inhibition des voies métaboliques de 

l'A.A. apparaît bien avoir un effet sur le métabolisme 

de l'activation de l'oxygène; cependant, avant d'en être 
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certai n, i l est opportun de tester un autre inhi biteur. 

BW755 C : 

[J-amino-l-(m(trifluorométyl)-phényl)-2-

pyrazoline J 

Cette molécule est un bon inhibiteur de la 5-lipoxygénase 

et de la cycloxygénase (SALARI and al., 1984). Elle n'a 

pas d'effet significatif sur la viabilité et sur la pha

gocytose des cellules (CHANG and al., 1984). 

Sur la Fig. 17, nous observons effectivement que la 

BW755C a un effet inhibiteur sur la chémoluminescence 

des macrophages qui commence à 10-5 M et qui atteint 

son maximum pour une concentration de 10-3 • 

Le NDGA et le BVn55C sont tous deux inhibiteurs à la fois 

de la voie des LT et des PG. Pour discerner le rôle de 

chacune de ces deux voies métaboliques dans la chémolu

minescence des macrophages, il était nécessaire de tester 

l'influence d'une molécule qui inhibe exclusivement une 

seule de ces deux voies métaboliques de l'A.A. 
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L'indaméthacine est le plus sélectif et le plus puissant 

inhibiteur de la cycloxygénase (SALARI, 1984; ••• ). Elle 

entre en compétition avec l'A.A. pour le site d'action 

de la cycloxygénase et cause une inactivation irréversible 

de l'enzyme (LANDS and al., 1983). Certains auteurs 

(CHANG and al., 1984; BAUD, 1983) ont montré que cette 

molécule n'avait aucun effet sur la viabilité et la pha

gocytose des cellules. 

Nous avons représenté à la Fig. 18, l'effet de cette 

molécule sur la production de radicaux o 2 • ~>parles 

macrophages stimulés par zymosan. L'indqméthacine a un 

léger effet stimulateur aux très faibles concentrations 

(lo-7 à 10-5 M). Par contre, à 10-4 M, elle a un léger 

effet inhibiteur de 12 %. Signalons que son effet inhi

biteur sur la cycloxygénase des macrophages de souris 

est proche de 100 % à 10-6 M (CHANG and al., 1984). 

Discussion 
•••••••••• 

Puisque les molécules qui inhibent simultanément les 

deux voies métaboliques de l'A. A. inactivent aussi la 

production d' o2 • (-) , alors que l' inhibition exclusive 

de la voie des PG n'a pas d'effets sur la chémolumi

nescence, on peut suggérer que la voie de la lipoxygénase 
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entraîne la production de radicaux o2 • , ... ~ 
Cette hypothèse pourrait aussi expliquer l'effet stimu

lateur de l 'indométhacine sur la chémoluminescence des 

macrophages (Fig. 18a); cet effet stimulateur est égale

ment observé par SMITH et al. (1980). 

Nous savons que l'indométhacine est un puissant inhibi

teur de la cycloxygénase à des concentrations allant 

de 10-7 à 10-5 M (CHANG and al., 1984), alors que nous 

observons à ces concentrations un effet activateur sur 

la chémolurninescence. Nous proposons deux hypothèses 

' nouvant rendre compte de cette observation 

1) Lorsque la cycloxygénase est inhibée, l'A.A., substrat 

commun à la voie des PG et à la voie des LT, est sans 

doute plus disponible pour la lipoxygénase, ce qui pro

voque une augmentation de la production de LT qui peut 
s'accompagner d'une augmentation de la formation de ra-

d . (~ f icaux o2 • , si les deux productions sont ef ective-

ment liées. 

2) La PGE2 inhibe la voie de la lipoxygénase, d'une part en 

inhibant les phospholipases, et d'autre part elle active 

la production d'AlVD?c, ce qui réprime la voie des LT 

(SMITH and al., 1980; HAM and al., 1983). Donc, une 

inactivation de la cycloxygénase doit faire augmenter 

la production de LT et de là expliquer l'augmentation 

de la production d'o 2 • ~~ 

Remarque : nous avons testé l'indométhacine sur la production 

de LTB
4 

par les PMN stimulés par l ' ionophore du calcitun, 

comme nous le montre la Fig. 18b. 

Noas constatons un effet stimulateur pour des concentra
tions en indométhacine allant de 10-7 à 10-5 M. Cette 

stimulation est du même ordre que celle obtenue par cet 

inhibiteur sur la chémoluminescence (Fig. 18a). Cette 

expérience démontre bien, comme nous venons de le suggé

rer, que l'inhibition de la cycloxygénase augmente la 

production de LT, et elle argumente donc les deux expli

cations hypothétiques que nous venons de décrire ci-dessus 

pour comprendre l'effet stimulateur de l'indométhacine sur 
la chémolurninescence 



,-... 20 
~ -
~ 
0 
·ri 
.p 
•ri 
,c 
•ri• 

~ 
·ri 

5 

0 

-10 

Fig. 18a 

50 

0 

-20 

Fig. 18b 

-1 -6 -5 
indomethacine (log M) 

-4 

effet de la concentration en indométhacine 

sur la chémoluminescence des macrophages sti

mulés par le zymosan opsonisé. 

Le contrôle ne contient pas d'indométhaaine 

et il est considéré comme O % d'inhibition. 

-7 -6 -5 -4 
Indométhacine (log M) 

effet de l'indométhacine sur la production de 

LT!¾ par 1 es PMN stimulés . par 1' ionophore du 

Ca • 

Le contrôle ne contient pas d'indométhacine 

et il est posé égal à O % d'inhibition. 

-3 



49 

II.2. PMN stimulés par l'ionophore A2Jl87 

Il était également intéressant de voir si ces 
résultats utilisant les inhibiteurs de la lipoxygénase 

(BW755C et NDGA) sur la chémolurninescence pouvaient 
être reproduits sur un autre type de cellules inflam
matoires, tels les PMN stimulés par .un autre ~ctivateur, 

l'ionophore du calcium A23187. 

La Fig . 19 .nous montre l'effet de ces deux inhibiteurs 
t d d 

(-J , 
sur la produc ion e ra icaux o2 • par les PMN stimules 
par ionophore du calcium. 

Le NDGA a un effet inhibiteur qui commence à 10-7 M et 

qui augmente rapidement en fonction de la concentration. 
L'effet est maximal à 10-4 rvr . 
La BW755C, à 10-J M, inhibe de 94 % la chémoluminescence; 

elle n'a plus d'effet à 10-6 M. 

Chez les PMN , on constate donc également que le méta
bolisme de l 'A.A. est lié à la production des o2 • <-J • 

Signalons que ces deux courbes d'inhibition. se localisent 
dans des zones de concentration très proches de celles 
occupées par les courbes d'inactivation du BW755C et du 
NDGA sur les macrophages stimulés par le zymosanopsonisé 
(Fig. 15 et 16). 

III. EFFETS DES INHIBITEURS DE LA LIPOXYGENASE SUR LA 

PRODUCTION DE LEUCOTRIENES 

Nous avons testé l 'effet des inhibiteurs de la lipo
xygénase (NDGA et BVn55C) sur la production des leuco

triènes, afin de connaître exactement leur effet inhibi
teur dans nos conditions de travail et pouvoir établir 
une relation possible avec les tests de chémoluminescence. 
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III.l. r,Iacronhages stimulés par le zymosan opsonisé 

Nous avons représenté à la figure 20 la courbe d'inhi

bition par le NDGA de la production de LTC
4 

par les 

macrophages (courbe en pointillés). 

Nous observons une inhibition croissante de l'activité 

de la 5-lipoxygénase en fonction de la concentration 

croissante en NDGA; les 100 % d'inhibition sont atteints 

à 10-5 M, Afin de comparer cet effet à celui obtenu 

sur la chémoluminescence, nous avons reproduit dans ce 

graphique la courbe d'inhibition obtenue à la figure 15 

(courbe en trait continu). Nous constatons que les 

deux courbes d'inhibition présentent un parallélisme 

certain et que l'inhibition des deux processus est réa

lisée aux mêmes concentrations. Cette figure semble 

donc être suffisamment éloquente pour confirmer que l'in

hibition de la chémoluminescence est liée à celle de la 

lypoxygénase. 

Nous avons évidemment essayé de tester l'effet du 

BW755C sur la production du LTC4 , mais nous n'avons 

pas pu obtenir de résultats car le B\V755C, présent en 

trop grande quantité, perturbe le dosage du LTC4 par 

Hl'LC. 

III.2. PMN stimulés par l'ionophore du Ca++ 

III.2.1. Effet_du_NDGA_sur_la_production_de_LTB
4 ------------------------------ ------

Nous avons représenté sur la Fig. 21 la courbe d'in 

hibition de la production du LTB
4 

par le NDGA (courbe 

en pointillés) et nous avons superposé la courbe d'in

hibition de .la chémoluminescence décrite à la Fig. 19 

(courbe en trait continu). Nous observons une 
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inhibition croissante de l'activité de la lipoxygénase 

dans une 2ione de concentration allant de 10-7 M à 

10-4 IL Ici aussi, les deux courbes d' inhibition se 

trouvent localisées dans une même zone de concentra

tion et présentent une très grande similitude de 

comportement. 

III.2.2. Effet_du_BW755C_sur_la_2roduction_de_LTB
4 ---------------------------------------

Sur la Fig. 22, nous avons représenté la courbe d'inhi

bition de l'activité de la 5-lipoxygénase par le BW755C 

(courbe en pointillés) et nous avons r~pris la courbe 

d'inhibition de la chémoluminescence établie antérieu

rement (Fig. 19) (courbe en trait continu). 

On peut remarquer l'inhibition croissante de la produc

tion de LTB
4 

en fonction de la concentration croissante 

en BW755C. Ici aussi, les deux courbes d'inhibition se 

localisent dans une même zone de concentration en 

inhibiteur. 

En conclusion, ces courbes d'inhibition des LT et des 

radicaux o
2 

• ,_, , qui sont étroitement proches 1 'une de 

l'autre, nous indiquent que l'inhibition de la chémolu

minescence paraît bien être liée à celle de la produc

tion de leucotriènes; cette conclusion renforce l'obser

vation faite au paragraphe II, à savoir que ia voie de 

la lipoxygénase pourrait entraîner la production des 

radicaux superoxydes. 

IV. EFFETS DES METABOLITES DE LA 5-LIPOXYGENASE SUR LA · 

PRODUCTION D' 0 • t-) PAR LES MACROPHAGES 
2 

Suite aux résultats que nous venons d'obtenir et 

pour mieux comprendre la relation qui existait entre la 

voie des LT et la production des radicaux superoxydes, 
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il nous a paru intéressant de tester directement l'effet 

de quelques métabolites de la 5-lypoxygénase sur la 

chémolurninescence des macrophages. En effet, la première 

explication à envisager était de vérifier si les métabo

lites de cette voie pouvaient initier directement ou indi

rectement la production des radicaux o
2 

• <-> • 

Les métabolites ont été testés sur les macrophages de 

deux manières différentes 

1) Ils ont été mis en présence de cellules au repos, afin 

- de vérifier un éventuel effet de stimulation sur la 

production de radicaux o
2 

• <-> • 

2) Ils ont aussi été testés sur les cellules activées par 

le zymosan pour voir dans quelle mesure ils pourraient 

augmenter la chémolurninescence induite par le zymosan 

(le contrôle ne contient pas de métabolite et son ac

tivité est posée à 0 %). 

Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous. 

Iviétaboli tes 

LTB4 -6 M 1,1.10 

LTC 
4 ~ 

M 1,6.10-

6 -7 1, .10 ] ff ,. 

5-HETE 

4,J.10 -7 
M 

4,J.10 -8 
IVI 

4,3.10 -9 M 

Métabolites testés 
comme stimulateurs de 
la ché~ olurninescence 

Pas d'effet 

Pas d'effet signifi-
catif 

-

Pas d'effet signifi-
catif 

--
--

1, 

,I 

Métabolites testés 
en présence de 
zymosan o-osonisé 

0 % d'activation 

0 01,, 
/ • d'activation 

0 % d'activatior 

lég er effet inhi-
>bi teur ( + 6 %) 
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Discussion . . . . . . . . . . 

La conclusion la plus simple de ces résultats est de 

dire que ces métabolites de la 5-lipoxygénase n'ont pas 

un effet direct sur la production de radicaux o 2 • <-J • 

Cependant, plusièurs critiques peuvent être faites à 

cette ex~érience qui nous obligent à nuancer fortement 

cette conclusion. Par exemple 

- les métabolites testés ont été placés dans le milieu 

d'incubation et ils n'ont peut-être pas atteint leur 

cible à l'intérieur de la cellule. 

- les LT, produits par la cellule stimulée par le zyrnosan, 

sont peut-être en quantité suffisante pour induire la 

chémolurninescence, et donc l'apport supplémentaire de 

métabolites exogènes ne modifie pas la stimulation. 

Dans le but de vérifier cette explication, nous avons 

stimulé des macrophages avec du zyrnosan en présence de 

NDGA (lo-4 r;I) et en présence de LTC
4 

(1,1.10-6 M). 

Dans ces conditions, les cellules sont activées mais 

elles ne peuvent pas produire de LT endogènes. On cons

tate que le LTC
4 

ajouté aux cellules n'a pas eu d'effet 

sur la production de radicaux o 2 • c-> par rapport au con

trôle qui ne contenait pas ce métabolite. 

Donc, si les LT peuvent entrer dans la cellule, l'expli

cation de la saturation de la cellule par les LT endo

gènes n'est pas vérifiée. 

- un seul type de LT n'est peut-être pas suffisant pour 

entraîner la chémolurninescence; il est peut-être néces

saire d'en ajouter plusieurs et ce dans des proportions 

adéquates. Afin de répondre à cette objection, nous 

avons réalisé l'expérience suivante : 
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• nous avons stimulé des macrophages à produire des LT; 

• après centrifugation des cellules, nous avons récu

néré le surnageant, qui contient le mélange de LT et 

nous y avons resuspendu des macrophages frais; 
• nous avons alors regardé si ce mélange de métabolites 

de la 5-lipoxygénase stimulait la chémolurninescence 

des macrophages au repos, ou s'il augmentait la pro
duction de radicaux o2 • ,_, par ces cellules activées 

par le zymosan. Aucun effet significatif n'a été 
enregistré. 

En conclusion, les métabolites de la 5-lipoxygénase ne 

semblent pas être des médiateurs intracellulaires qui 
initient directement la production des radicaux o2 • <-> 
(résultats confirmés par d'autres auteurs (PALMBLAD 

and al., 1981)). Nous resterons cependant prudents dans 

nos conclusions, puisque nous ne savons pas si les LT 

exogènes peuvent pénétrer à l'intérieur de la cellule. 

Remarque : 

Certains auteurs (SERRAN and al., 1982; SUMIM0T0 and al., 
1984) montrent que le LTB4 aurait le m~me effet que 
l'ionophore du calcium sur les PMN, en stimulant une 
très petite production de radicaux o2 • c-) • 
Nous avons testé le LTB

4 
comme stimulateur de la chémo

luminescence sur les PMN mais nous n'avons jamais obte

nu de réponse. Par contre, l'ionophore du calcium sti

mule bien la production de radicaux o2 • <->cFig. Jb). 
Il faut apporter deux observations : la première, c'est 

que,contrairement à ces auteurs, nous n'avons pas incu-

bé nos cellules en présence de cytochalasine B, molécule 

qui semble seulement prolonger la production de radicaux 
0 (-J ' 

2 • • La deuxieme observation, c'est que nous utili-

sons la chémoluminescence comme méthode de dosage des 
radicaux o2 • <-> , tandis que ces auteurs utilisent pour 

ce dosage la réduction du cytochrome C par les 
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radicaux o
2 

• ,_, • Or, cette dernière méthode n'est pas 

spécifique des radicaux o2 • <-> • 

V. ETUDE CINETIQUE DE LA PRODUCTION DES LT ET DES 

RADICAUX O • <-> 
2 

Toujours dans le but de mieux comprendre la relation 

qui semble exister entre la voie de la lipoxygénase et 
celle de la production d 1 02 • ,~, nous avons comparé, pour 

les deux types de cellules étudiées, la cinétique de pro
duction des LT avec celle de la production des radicaux 

0 
• (-) 

2 • 

V. 1. Macrophages stimulés par le zymosan opsonisé 

Au temps zéro minute, on détecte déjà une faible quanti

té de leucotriène présent dans les cellules. 
Une fois le zymosan placé dans le milieu, la qu~ntité de 
LTC4 augmente de manière linéaire en fonction du temps 
jusqu'à atteindre un plateau aux environs de la 90eme 
minute. Par la. sui te, la quanti té de LTC

4 
diminue, 

diminution probablement due à son inactivation et à son 
catabolisme. 

Cinétig_ue_de_:e,roduction_des_radicaux_o2 • <-J: Fig. 24 

La courbe en trait continu a été établie en suivant la 
valeur de la chémoluminescence en CPM au court du temps 
d'incubation. 
On constate qu'après un tBmps de latence très court, la 
production de radicaux o2 • <-> augmente rapidement jus

qu'aux environs de la 12eme minute. Au-delà, cette pro

duction diminue lentement pour revenir à une valeur 
proche du contrôle après 120 minutes. 
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La courbe en pointillés a été établie en cumulant les 

valeurs (en CPM) de la chémoluminescence enregistrées 
toutes les 5 minutes . Cette courbe représente donc la 
quanti té de radicaux o2 • (-) qui s'accumuleraient dans le 

milieu s'ils étaient stables. Nous pouvons donc compa
rer cette courbe avec celle obtenue pour la production 

des leucotriènes (Fig. 23). 

V.2. PJi/IN stimulés par l'ionophore du calcium A23187 

Cinétique_de_Eroduction_du LTB
4

: Fig. 25 

La production de LTB
4 

est très importante dès les pre 
mières minutes qui suivent l'addition de l'ionophore . 

Ensuite, cette production diminue et s'arrête dans les 

environs de la 15eme minute. 

La courbe en trait continu est établie en suivant, au 

cours du temps, la chémoluminescence produite par les 
PMN. La courbe en traits pointillés est étab.li e en 

cumulant les valeurs de la chémoluminescence, enregis
trées toutes les 10 minutes . 

Nous constatons qu'après un temps de latence de l'ordre 
de la minute, la production de radicaux o2 • c-) augmente 

très rapidement jusqu'à la 27eme minute, pour ensuite 

diminuer lentement et s'arrêter au-delà de la 250eme 

minute . 

V.3. PMN stimulés par le zymosan opsonisé 

Fig. 27 

La production de LTB
4 

par les PMN stimulés par le zymosan 

est environ 50 fois plus faible que celle des PMliJ stimu

lés par l'ionophore du calcium. 
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Au temps zé~o minute, on détecte déjà une certaine quan

tité de leucotriènes dans le milieu de préincubation. 

Cette quantité représente une proportion importante nar 

rapport aux LT nroduits lors de la stimulation des 

cellules; cela s'explique par le fait que le zyrnosan 

est un très. faible stimulateur de la production de 

LTB
4 

par les PMN. 

Une fois le zyrnosan ajouté dans le milieu d'incubation, 

la quantité de LTB
4 

augmente pour atteindre un plateau 

après 15 minutes environ. 

Cinéti9.ue _ de _E_roduction_ des _radicaux_ o
2 

• c-) Fig. 28 

Pour établir cette cinétique, on utilise la même méthode 

que pour les PMN stimulés par l' ionophore . 

Après un temps de latence court (de l'ordre de la minute), 

la production d' o
2 

• ,...,, augmente rapidement jusqu'à la 

20eme minute pour ensuite diminuer lentement et s'arrêter 

après environ 220 minutes . 

V.4. Discussion 

ColllQaraison_entr~ les_différentes_cellules_et_entre_~e~ 

différents agents d'activatioµ -------------·------------------
• Chémoluminescence . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Quantitativement, la production de radicaux superoxydes 

par les PMN stimulés par l'ionophore, est nettement plus 

faible que celle des PMN stimulés par le zyrnosan (Fig. Jb). 

Qualitativement cependant, ces deux productions sont assez 

proches en ce sens que leurs cinétiques d'activation sont 

très semblables et que la chémoluminescence s'arrête dans 

les deux cas après 220-250 minutes environ (Fig . 26 et 28). 

La cinétique de la chémoluminescence des macrophages a 

une allure assez semblable à celle des PMN , mais elle se 

déroule plus rapidement et s'arrête au bout de 120 minutes 

(Fig. 24). 
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• Pro duction des l eucotriènes . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
Contrairement à la chémoluminescence, la production de 

LTB
4 

par les PMN stimulés par l'ionophore est environ 

cinquante fois p lus i mportante que celle des PMN sti

mulés par le zymosan. Mais, comme pour la chémolumi

nescence, la cinétique de ces deux productions sont très 

semblabl es, avec une forte p roduction au cours des pre

mières minutes et un arrêt a près 15 minutes (Fi g . 25 
et 27). 

Les macrop hag es, par contre, ont un comportement très 

différent, puisque la p roduction se déroule de manière 

régulière p endant 90 minutes avant de s'arrêter (Fig . 23). 

Comparaison entre p roduction des LT et Eroduction -------------------------~------~~----- -~--~--~~ 
des radicaux 

Pour les macrophages, on constate que la p roduction des 

LTC
4 

s'arrête pratiquement au même moment que la produc

tion de radicaux superoxydes. On peut donc ici entrevoir 

une relation entre ces deux phénomènes. 

Par contre, chez les PMN , qu'ils soient stimulés par 

l'ionophore ou par le zymosan, la production de LTB
4 

s'arrête au bout d'une quinzaine de minutes, tandis que 

la production d' o2 • ,-, prend fin plus ou moins quatre 

heures après sa mise en route. 

Ces observations ex cluent donc l'hypothèse d'une inter

vention directe et i mmédiate des LTB
4 

dans la p roduction 

des radicaux superoxydes chez les PMN. 
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----------------------------
CONCLUSION 

L'effet des inhibiteurs du métabolisme de l'a

cide arachidonique sur la production de radicaux 

superoxydes par les macrophages et les PMN nous in

dique clairement qu'il y a une relation entre la voie 

de la lipoxygénase et la production de radicaux o
2 

• H . 

Par contre, la voie de la cycloxygénase semble moins 

importante à cet égard, puisque l'indométhacine n'in

hibe pas cette production aux concentrations où elle 

bloque la synthèse des prostaglandines. 

Dans ce travail, nous nous sommes plus particuliè

rement intéressés à la production de leucotriènes B
4 

et c
4 

par les PMN et les macrophages respectivement. 

En effet, les PMN ne produisent pas de LTC
4

, tandis 

que les macrophages ne produisent pas de LTB
4

• Il 

existe donc dès le départ une difficulté liée à l'im

possibilité d'assigner à un médiateur de structure bien 

précise un rôle de déclencheur de la production de 

radicaux o2 • C-). Les études cinétiques de la produc

tion de radicaux o2 • ~) et de leucotriènes confirment 

la conclusion tirée des expériences d'incubation des 

cellules en présence des leucotriènes : les leucotriè

nes B4 et c4 ne seraient pas utilisés par les cellules 

comme des substrats alimentant de façon continue la ma

chinerie de production des radicaux o
2 

• (-) • Cette con

clusion n'exclut pas cependant la possibilité que 

l'activation de la lypoxygénase puisse déclencher la 

production de radicaux o
2 

• <-J sans faire intervenir l'un 

ou l'autre des leucotriènes "finaux" : en effet, nous 

ignorons l'effet d'autres métabolites issus de l'acti

vité de la 5-lipoxygénase comme le 5-HPETE ou le leuco

triène A
4

• Ces composés ont une durée de vie très 

courte mais pourraient néanmoins déclencher la production 



70 

de radicaux o
2 

• (-) • Celle-ci continuerait sur sa lan

cée, indép endamment de la voie des leucotriènes, ce qui 

expliquerait que les cinétiques de production ne corres

pondent pas toujours. La relation entre la voie de la 

5 . .:..lyp.oxygénase et la production de radicaux superoxydes 

semble donc complexe et pourrait relever d'interactions 

d'une très grande finesse dont l'étude biochimique est 

malaisée. Rappelons cependant que cette comparaison 

entre l'activité de la voie des leucotriènes et la pro 

duction des radicaux o
2 

• <-> a été réalisée dans le cadre 

plus général d'une étude sur la relation entre la voie 

des leucotriènes et le phénomène d'activation des cellu

les inflammatoires. Le phénomène de dégranulation qui 

se déroule parallèlement à la production de radicaux 

o2 • H semble lui aussi dépendre de l'activité de la 

5-lipoxygénase. La comparaison entre les 3 phénomènes 

pourrait peut -être permettre de préciser l'importance 

de la voie de la 5-lipoxygénase dans l'activation des 

cellules inflammatoires. Du point de vue pratique, la 

connaissance des mécanismes régissant l'ensemble de ces 

processus serait extrêmement utile. Par exemple, il 

serait intéressant de savoir s'il est possible d'inhiber 

spécifiquement l'un ou l'autre de ces phénomènes sans 

arrêter l'ensemble du processus d'activation. On songe 

plus particulièrement aux effets délétères què peuvent 

entraîner l'excès de radicaux libres ou d'enzymes lyso

somiaux sur les tissus sains. 

++++++++++ 
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