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Le leucotriéne B,

Un lipide au coeur de ’inflammation
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> Les polynucléaires neutrophiles sont
les leucocytes les plus abondants du
sang : ils représentent environ 60 % des
globules blancs en périphérie. Ces poly-
morphonucléaires sont les premieres
cellules recrutées au niveau d’un site
inflammatoire, et ils jouent un rdle
central dans la réponse inflammatoire
aigué. Ainsi, la neutropénie est sou-
vent associée a une immunodéficience
sévere, avec apparition d’infections
opportunistes. La fonction immu-
nitaire des neutrophiles est double :
d’une part, ils participent directement
a I’élimination des pathogenes — par
phagocytose ou en les piégeant dans
des filets chromatiniens (appelés NET
pour neutrophil extra-
cellular trap) [11]
(=») —, d’autre part,
ils amplifient I"inflammation en sécré-
tant des facteurs chimioattractants, ce
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qui a pour effet le recrutement accru de
leucocytes [1, 2].

Le recrutement des neutrophiles au site
inflammatoire est un phénomeéne com-
plexe [3]. Dans le cas de Parthrite,
une cascade de chimioattractants est
a 'origine de la forte accumulation
de cellules dans I'articulation. Initia-
lement, les neutrophiles sont recrutés
grdce a un facteur d’origine lipidique,
le leucotriene B, (LTB,) sécrété par
les cellules synoviales, puis les cyto-
kines et chimiokines sécrétées loca-
lement par les leucocytes prennent le
pas et deviennent les chimioattractants
majeurs.

’accumulation des neutrophiles a un
site inflammatoire peut étre décom-
posée en deux évenements distincts :
(1) V’interaction des neutrophiles avec
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I’endothélium vasculaire activé qui
permet aux neutrophiles de quitter le
vaisseau et de pénétrer le tissu cible
(c’est le processus d’extravasation),
et, (2) la migration des neutrophiles
au sein de ce tissu en direction du
ceeur de Pinflammation [1]. Jusqu’a
présent, la plupart des études in vivo
ne permettaient pas d’étudier ces phé-
nomenes séparément. €n collaboration
avec le laboratoire de Ron Germain
(NIH), nous avons souhaité étudier
I’importance relative des chimioat-
tractants, spécifiquement dans la
migration des neutrophiles au site
inflammatoire [4].

Afin de contourner le probléeme de I’ex-
travasation, nous nous sommes inspirés
d’un protocole développé par le labo-
ratoire de Wolfgang Weninger (Univer-
sité de Sydney, Australie) qui consiste
a injecter dans le derme de Ioreille de
souris des neutrophiles primaires (iso-
lés de la moelle osseuse et marqués par
une étiquette fluorescente avant leur
injection) et de suivre leur migration
jusqu’au site de la Iésion tissulaire
(induite par un laser) par microscopie
intravitale biphotonique [5]. La diffi-
culté majeure d’une telle analyse est
que le derme est un tissu complexe et
hétérogene, fait de fibres de colla-
gene qui peuvent bloquer localement
la migration de certaines cellules. Nous
avons donc choisi d’injecter simul-
tanément des neutrophiles contréles
(issus de souris sauvages) avec les
neutrophiles d’intérét (issus de souris
mutantes et qui nexpriment pas les
récepteurs aux chimioattractants) :
ainsi nous avons un contrdle interne
pour chaque expérience.
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Chimioattractants et premiéres étapes
de P’inflammation

Nous avons étudié avec cette approche
expérimentale la capacité migratoire en
direction d’une Iésion tissulaire de neu-
trophiles primaires issus de souris dont les
geénes codant des récepteurs aux chimioat-
tractants ont été invalidés [4]. étonnam-
ment, la plupart des neutrophiles mutants
se comportaient de fagon identique aux
neutrophiles contréles : leur vitesse et la
direction de leur migration étaient compa-
rables. Ceci suggere une forte redondance
in vivo de ces chimioattractants dans le
mécanisme d’inflammation.

Parmi la dizaine de mutants testés,
seuls les neutrophiles dépourvus de
récepteur au LTB, montraient un défi-
cit de recrutement. Le LTB, est un
chimioattractant d’origine lipidique,
dérivé de I’acide arachidonique, dont le
role dans le déclenchement des proces-
sus inflammatoires avait été mis en évi-
dence antérieurement [6]. Dans notre
systeme, alors que les neutrophiles
mutants situés a proximité immédiate
du site de la Iésion migraient norma-
lement, les neutrophiles distants res-
taient insensibles. Ainsi le LTB, joue un
role important et non redondant dans
le recrutement des neutrophiles aux
sites inflammatoires. Nous avons éga-
lement montré que, dans ce contexte,
le LTB, essentiel au chimiotactisme
efficace des neutrophiles était sécrété
par les neutrophiles, en injectant des
neutrophiles de souris sauvages chez
une souris incapable de synthétiser du
LTB, (mutant Alox5~") (Figure 1).
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Figure 1. Protocole expérimental et étapes
de migration de neutrophiles. A. Les neu-
trophiles sont injectés dans le derme de
I’oreille de souris albino et y demeurent
non activés. B. €n réponse a une lésion
tissulaire induite par un laser, des signaux
de dangers sont libérés par les cellules

endommagées (zone rouge). Les neutro-

philes a proximité immédiate de la Iésion se polarisent et migrent en direction du tissu Iésé. Une

fois au contact du site d’agrégation, certains neutrophiles meurent et libérent d’autres facteurs

de danger (zone gris-bleu), ce qui amplifie localement le recrutement de neutrophiles. C. Enfin,

les neutrophiles au cours de la migration sécrétent du LTB,, un chimioattractant d’origine

lipidique (en brun). D. Le LTB4 diffuse et forme un gradient au sein du tissu, qui conduit a un

recrutement efficace de neutrophiles situés a distance du site d’agrégation. €. Le site d’agréga-

tion (pauvre en collageéne) est composé d’une accumulation de neutrophiles dont le contact est

maintenu grdce a I'activation d’intégrines. Le LTB, serait aussi important pour initier I’activation

d’intégrines (© Cette figure a été dessinée par le docteur Ritankar Majumdar).

L’ensemble de ces résultats confirme
in vivo un phénomeéne que nous avions
décrit in vitro : le LTB, est une molé-
cule que 'on peut qualifier de « relais
de signalisation » [7]. Au cours du
chimiotactisme le long d’un gradient
d’un chimioattractant dit primaire (par
exemple un peptide bactérien), les neu-
trophiles sécréetent du LTB4, qui diffuse
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et forme un gradient secondaire, paral-
lele au gradient primaire ; ce gradient
de LTB, permet le recrutement accru
et efficace de neutrophiles. Ceci est
d’autant plus important que le gradient
primaire est faible (soit parce que le
signal initial est plus faible a la source
—taille de lésion petite —, soit parce que
la source du signal chimioattractant est

éloignée). Ce concept de relais de signa-
lisation avait initialement été décrit par
notre laboratoire lors d’études de la
migration collective de "amibe Dictyos-
telium discoideum [8, 9]. Notons que
la nature exacte du chimioattractant
primaire in vivo, c’est-a-dire du signal
de danger libéré par la nécrose cellulaire
associée dans nos expériences via le
laser, demeure inconnue.

Chimioattractants et maintien

de ’inflammation

Les intégrines sont des récepteurs au
collagéne (entre autres ligands) impor-
tants pour I'adhérence des cellules a
une surface (cellulaire ou non). 'impor-
tance des intégrines dans la migration
des leucocytes dans un environnement
tridimensionnel (3D), tel qu’une matrice
extracellulaire riche en collagene, est
toujours sujet de débat. Récemment, des
études effectuées dans le laboratoire
de Michael Sixt (/nstitute of Science
and Technology, Vienne, Autriche) ont
démontré que les cellules dendritiques
utilisent les intégrines pour migrer dans
tout environnement, mais peuvent com-
penser I'absence d’intégrines dans un
milieu tridimensionnel (3D) mais non
bidimensionnel [10]. Dans notre modéle
in vivo, nous avons aussi observé que
les neutrophiles peuvent migrer nor-
malement dans la matrice extracellu-
laire en direction du site inflammatoire
en I’absence d’intégrines. Cependant
ces neutrophiles dépourvus d’intégrines
fonctionnelles sont incapables d’entrer
dans le site d’agrégation proprement
dit: a ce niveau, le collagene est rare
et les cellules migrent en se déplacant
a la surface des cellules voisines. Nous
confirmons donc que les intégrines ne
sont pas essentielles a la migration cel-
lulaire en milieu 3D mais qu’elles le sont
pour maintenir les interactions cellule-
cellule en ’absence de collagéne.

Nous avons également étudié le role des
chimioattractants durant la seconde
phase de migration, lorsque les neutro-
philes s’accumulent et forment un agré-
gat qui sera éventuellement dégagé par



les macrophages. Nous avons constaté
que les neutrophiles mutants pour cer-
tains récepteurs de chimioattractants
agrégent moins efficacement que les
neutrophiles controles : ces derniers
pénetrent I’agrégat plus efficacement
et tendent a en exclure les neutro-
philes mutants. Ceci suggeére que le
maintien de I'agrégation est un phé-
nomene actif, nécessitant la présence
continue de chimioattractants, dont le
LTB4, au cceur de I'inflammation. Nous
proposons que ces chimioattractants
pourraient faciliter I"activation des
intégrines et stabiliser I"agrégat cellu-
laire (Figure 1).

Un modéle intégré de la migration

des neutrophiles

Nous avons ainsi voulu décrire I’en-
semble des molécules nécessaires a la
migration tissulaire des neutrophiles
apres leur extravasation in vivo et a leur
agrégation au niveau du site inflamma-
toire. Nous avons en particulier démon-
tré que le LTB4 y joue un rdle particulier
et non redondant. D’une part, ce dérivé
lipidique sécrété par les neutrophiles au
cours de la migration amplifie le recru-

tement de cellules par un mécanisme
appelé relais de signalisation (Figure 1).
Notons que la migration collective
médiée par un relais de signalisation
semble étre un mécanisme général de
la migration collective d’une population
cellulaire ; ce mécanisme a été initia-
lement décrit et étudié chez Dictyos-
telium discoideum [8, 91, qui reste par
conséquent un modele de choix. D’autre
part, le LTB, présent au cceur de I'agré-
gat inflammatoire et sécrété par les
neutrophiles présents stabilise I’agrégat
et maintient les neutrophiles au site
d’inflammation. Ainsi un ensemble de
neutrophiles ne doit pas étre considéré
comme une somme de cellules prises
séparément et répondant a un microen-
vironnement figé, mais bien comme une
population cellulaire capable de modi-
fier le microenvironnement afin de le
rendre plus propice @ une réponse immu-
nitaire efficace. ¢

Leukotriene B,: a lipid at the heart of
inflammation
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