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I. INTRODUCTION 

I.1. HISTORIQUE 
----------

C'est en 1940 que Kellaway et Trethewie (1) décri­

virent une substance myotropique libérée par les poumons 

lors d'une réaction anaphylactique. Elle provoquait 

une lente contraction du jejunum de cobaye. On appela 

cette substance SRS-A (de l'anglais: slow reacting 

substance of anaphylaxis). 

Dans les années 50, s'accumulent beaucoup d'infor­

mations montrant le rôle important des SRS-A dans les 

réactions d'hypersensibilité. On démontre que .des 

préparations de SRS-A induisent une profonde ·et durable 

constriction des voies respiratoires et que cette 

substance est produite en quantité importante par les 

poumons d'animaux mis en présence d'allergènes ou par 

les poumons d'individus asthmatiques (2). 

Au cours des années qui suivirent, on fit beaucoup 

d'efforts dans le domaine de la pharmacologie et de 
la chimie de la SRS-A; la raison principale de ces 

travaux fut la recherche d'un médicament qui contrôle­

rait l'asthme, mais les progrès de cette recherche 

étaient freinés par le peu de renseignements que l'on 

possédait sur la structure de ces SRS-A, ceci du fait 

de leur relative instabilité et de leur purification 

difficile. 

Enfin, on a montré il y a 6 ans, que le SRS-A était 

un mélange de trois substances de formule chimique 

inhabituelle : il s'agit de trois thioéthers constitués 

d'un acide gras relié par un atome de soufre à un ou 

plusieurs acides aminés (3). Samuelsson a étudié la 
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structur e de c es trois substances et il l es a appElé e s 
11 leucotrièn es II par c e qu'ell es sont synthétisées par 

les leucocyt es et qu'elles pos sèdent trois doubles 

li ais on s conjugué es . 

I.2. BI OSYNTHESE DES LEUCOTRIENES 

Les leucotriènc s et l es prostaglandine s dé riv ent 

de l'acide ara chidoniqu e pa r deux voi es enzym a ti ques 

diffé r entes . L 'aci de ar a ch i don iqu e est pr ése nt dans 

l es c e llules sous forme estérifiée, dans l es pho spho ­

lipi des mernbrana ir es . Un e phos pholi pasc, activée p 2r 

l e c a lcium , lib è r e l'aci de arachidoniqu e et la dou ble 

voi s de r éact ions qui pa rt de cet acide port e l e nom 

de II ca s c ade de l' a cid e arachicioniqu e 11 : cJ 'un côté , 

il y a synthè~e des prosta glandines par la cycl ooxygé- 1 

nase et de l'autre , l a lipoxyg énase donne les l euc otri ­

ènes . 

Trois lipoxygénases différentes sont princip 2l ement 

c onnues ch e z l es mamm ifères ( 4 ) : les pl aquette s 

possède nt la 12-lipoxyg é na se qui méta boli se l'aci de 

arachidonique pour pro duire l'acide 12-hy droper ox y-5, 

B:10 -1 4- e icosatétraénoïque (12-H PETE), tan dis qu e l Es 

l e ucocytes polymorphonucléair es conti s nn ent les lip o­

xygén ases 5 et 15 qui sy n t hét i sen t r es pec t iv ement l es 

5-H PE TE et 15-HPETE. (Voir figure 1) 

Acicl1 Ârachid~Ns 

Plf QLJEIIES .ers 
1~HPETE 15-HPETE 

~ 5-HPETE ----5-HETE 

LTA4----. SRS-A 
i 

5,12-diHETE 

Figure 1 : Réactions et localisations de troi s li po ­

xygénas es différentes connues (v 1 apr ès ( 4 )). 
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Le leucotriène A4 qui provient de la transformation 

du 5-HPETE est un int e rmédi a ire instable. Son group e ­

ment époxyde va subir une attaque nucléophile de l'eau 

pour donner des dihydroxyacides gras. Cette réaction 

est réalisée enzymatiquement par une hydrolase pro­

duisant le leucotriène 84, mais elle peut se faire non 

enzymatiquement et il se forme alors deux group e s de 

composés, à savoir deux 5,12-dihydroxyacides isomèr es 

du leucotriène 84 et deux 5,6-dihydroxyacides (5). 

Le groupement époxyde du leucotriène A4 peut aus s i 

être attaqu é par le glutathion plutôt que par l'eau, 

il se formera alors le leucotrièn e C4 . Celui-ci par 

élimination de l'acide glutamique (un des trois aci de s 

aminés composant le glutathion) va donner le leucotri­

ène 04 qui , à son tour, peut perdre la glycine pour 

form e r l e leucotriène E4 (voir fig 2). 

Le mélang e LT C4 + LT 04 + LT E4 forme le s SRS-A. 

I.3. EFFETS BI OLOGI QUES DES LE UCD TRIE NE S 

Au cours des phénomènes allergiques, les leucotriènes 

interviennent ain s i qu e l e s pro s taglandine s et les mé dia­

teurs libérés par les granules des ma stocytes pour con­

tract e r les muscles li s ses des voi e s re s piratoir e s et 

de l'intestin. Leur action de contraction des pe tits 

tronc s bronchique s est 100 à 1000 fois plus fort e qu e 

celle de l'histamine et des prostaglan dines. Les leuco­

triènes dilatent les petits vaisseaux sanguins, augme n­

tent leur perméabilité à l'eau et aux protéines pl a sma­

tiques, provoquent la sécrétion d'un mucus épais et 

poisseux et enfin, excitent les terminaisons nerveuses 

de l a pe a u ; tous ces eff e ts entraînent les démang eai­

sons et l e s douleurs caractéristique s des réaction s 

allergiques. 



I t COOH /; • 
Acide arachidonique 

(acide SZ,BZ,llZ,14Z 
11 

.. eicoaatétraénotnue) 

1 •-u poxy gfna .. 

H 

~COOH 

O-OH 

H_ ~COOH 

H~ 
5-HPETE (acide 5-hydroperoxy­
eicosatétraénoique) 

5-HETE (acide 5-hydroxy 
eicosatétraénoique) 

iDfhydraao 

~COOH 

~c.-,H
11 

Leucotriène A4 

Hydrolas/ 

/ Non-en 

Leucotriène B4 

Acide(5S,12R)-5,12-
dihydroxy(6Z,BE,10 ,14Z) 
eicosatétraénotqu 

Ji CH 
H~COOH ~ ~ 

~ C1liu 
Acides(SS,12S) et (SS,12R) 
S,12-dihydroxy (6E,BE,lOE, 
eicosatétraénoiques 

Acides S,6-dihydroxy (6E,BE,10E,14Z) 
eicosatétraénotques 

~COOH 

'=...,C~11 H s-1H2 
~HC(O)KHCH2COOH 
NHCOCH2CH2CHCOOH 

1 

Leucotriène C 4 NH2 

1 -glutamyl-traispeptidase 

COOH 

····s-çH, 
~HC(O}~HCH:COOH 

NH2 

Leucotriène D4 

Dipepiidase 

~COOH 

~C~11 li -~~2_ __ 
CHCOOH 
1 

!':H2 

Leucotriène E4 

Figure 2: Métabolisme de l'acide arachidonique 
dépendant de la 5-lipoxygénase (d'après ( 6)). 
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Le leucotriène B4 en particulier joue un rôle 

important dans la réaction inflammatoire. On a démontré 

(7) qu'il : 

- stimule l'aggrégation des leucocytes, 

- stimule leur adhésion aux endothéliums vasculaires, 

- est fortement chimiotactique vis-à-vis de s polymor-

phonucléaires, monocytes et macrophages, 

- induit la dégranulation des neutrophiles, 

- altère l'homéostasie · du Ca++ dans les leucocyte s 

polymorphonucléaires, 

- lib è re les enzymes lysosomiaux , 

- augmente la permé abilit é des va i sse aux sanguins. 

Etant donné tous les effets néf as tes li és à un e 

surproduction de l eucotriènes dans des phénomèn es 

comme l'asthme et l'all e rgie , on comprend pourquoi l es 

firm es pharmaceutiques sont intéressées par la mise au 

point des inhibiteurs de l a lipoxygénase de manière à 

pouvoir l es utiliser éventuellement comm e médicaments. 

I.4. LA 5-LIPOXYGE~ASE 

Les inhibiteur s spécifiques de la 5-lipoxyg éna se 

sont aussi utiles comm e outils da ns la r e cherch e des 

méc a nism es de régulation de cet te enzyme . En effet, 

bien qu'il y ait beaucoup d'articles décrivant l es 

produits du métabolisme de l a lipoxyg énase, on sait 

tr ès peu de chos es sur les mécanismes de r égu lation de 

l'enzyme. 

La loc alisation de cette enzyme n'est pas claire 

non plu s . On la retrouve dans des fractions solubles 1 
après homogénéisation mais elle peut tout aussi bien 

être associ ée à des structures membranaires plus fin es 

(4). Lorsque l'on centrifuge un homogénat de RBL-1 

(rat basophilie leukemia cells) à 100000 g, elle se 
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trouve entre le culot et le surnageant. Tandis qu'à 

10000 g, on la localise seulement dans le surnageant (B). 

D'autres auteurs comme Narumiya et al.(1981) la r e trou­

vent dans un surnageant obtenu après centrifugat ion à 

100000 g d'un homog énat de leucocytes (9). No us r e vi e n­

drons sur ces résultats contradictoires dans la suite 

de notre travail. 

Les lipoxygénas es catalysent l'oxygénation d'acides 

gra s polyinsaturés en hydroperoxydes d 'acides gras 

ayant trois doubles liaisons conjugu ées (10). En c e 

qui nous concerne, la 5-lipoxygénase de leucocytes de 

bovin s a l'aci de arachidonique comm e substrat. Ell e a 

une activité qui dépend directement de la disponibilité 

de la c ellul e, en acide arachidoniqu e . Or, la quantité 

d'acide arachidonique libr e est norm aleme nt très faible 

dans la cellule et la lipoxygénase ne peut agir s ur les 

esters de l'acide arachidonique. Son activité est don c 

initialement contrôl ée par l'activité des différentes 

lipases qui libèren t l'acide a r a chi donique (7). 

Comme les lipoxyg énases utilisent de l'oxyg è ne, on 

peut s'attendre à ce que celui-ci, sous une certaine 

forme, joue un rôle dans la r égu lati on de ce s e nzy mes . 

Certains auteurs pensent que ce rôl e pourrait être joué 

par des superoxydes (9-11), ou par un autre oxygène 

radicalair e (7), ou encore par un oxygène moléculaire 

(12-1 0 ). 

Il en est de même pour les hydroperoxydes qui eux 

s emblent jouer un rôle important dans la synthèse des 

leucotriènes (7). 

En fin , la régulation de la lipoxygénase est à 

considérer e n comparaison avec celle de la cyclooxygénase 

On remarque en effet que certains produits, comme 
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l'indométhacine (9), ont des actions antagonistes sur 

ces deux enzymes. De plus, leurs produits de r éaction, 

les prostaglandines et les leucotriènes s'activent ou 

s'inhibent mutu e llement (1 3 ). Mais la régulation de la 

cyclooxygénase est mieux connue et dans ce cas, les 

peroxydes et les superoxydes jouent des rôles impor­

tants comme stimulateurs ou inhibiteurs de l'activit é 

enzymatique suivant les concentrations auxquelles ils 

sont prés ents (14). C'est pourquoi, étant donné les 

diff é rences mais aussi les similitudes entre les deux 

enzymes, nous avons décidé d'étudier l'effet de c es 

molécules sur l'activité de la lipoxygénase. 
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II. MATERIEL ET ME TH ODES 

Nous avons réalisé l'étude de l'activité de la 

lipoxygénase par le dosage de la production de leucotriènes. 

Il fallait trouver des cellules productrices de leucotriènes. 

Nous avions le choix entre les RBL-1 (basophiles transform és 

de rat) et les leucocytes. 

Les RBL -1 dont nous disposions produisaient peu de 

leucotriènes et chaque essai nécessitant l'utilisation de 

grandes quantités de cellules, l es contraintes pr a tiques de 

cultur es continu elles de ce s cellules devenaient importan tes 

c'est pour ces deux raisons que nous nous sommes tourné s vers 

les leucocytes polymorphonucléaires de bovins. 

II.1. PUR IFICATIO N DES LEUCOCYTES 

- Solutions . . 1 ) N. P. NaCl 0,7 % tamponn ée ' pH 7 a 

par 0,0 132 M en pho spha t e . 

2 ) N. N. P . NaC l 2,7 % tamponnée ' pH a 

par □ , 0 132 ~1 en phosphate. 

3) E.N.P.E DTA 1,5 % dans la solution 

de NaC l 0 ,7 % et tamponn é e à pH 7 

par 0,0132 Men phosphate. 

- Dans 6 bout eilles de 250 ml, me ttre 10 ml de la 

solution E. N. P . et 100 ml de sang bovin. 

Centrifuger 20 min. à 2000 RP M et 20 ° Cau rotor 

J A 14 (Beckman J-21 B). 

7 

- Décanter le surnageant cont enant les plaquettes 

et la couch e blanch e de monocytes et lymphocyt es . 

- Réal iser un choc hypotonique pour lys e r les glo­

bule s roug es : 1°) Ajouter 100 ml d 1 H 2 □ distillée 

par bouteill e et mélanger 
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durant 30 s e con des . 

2°) Rétablir l'osmoticité en ajou­

tan t 50 ml de solution N. N. P. 

dans chaque bouteille. 

Centrifuger 20 min. à 11 00 RPM et 20° Cau rot or 

JA 14 (Beckman J-21 B). 

- Décanter le surnageant. 

Resuspendre l e culot et rincer ch a que bout e ill e 

à l' aide de l a solution N. P. Rassem bler l e tout 

dans un e seule bout eill e . 

Centrifuger 20 min. à 11 00 RP M e t 20 ° Cau rotor 

J A 14 ( Be ckman J-21 B) . 

- Dé ca nt e r le surnageant. 

- Réaliser un second choc o smo tique sur l e culot e n 

ajoutant 50 ml d 1 H 2 □ distillée puis, apr ès 30 s. , 

ajo ut e r 25 ml de l a sol ution N. N. P . 

Centrifuger 20 min. à 110 0 RP M et 20° Cau rot or 

JA 14 ( Be ck man J-21 B) . 

- Dé canter le surnageant. 

- Rinc e r le culot et le resuspen dr e dans 75 ml de 

la solution N. P. 

Ce ntrifug e r 20 min. a 11 00 RPM et 20 ° Cau rotor 

JA 14 (Beckman J-21 B). 

- Dé cant e r le surnageant. 

- Res uspendre les leucocytes dan s le tam po n 

d'incubation. 

II.2. I NC UBATION DES CELLULES 

Cette étape se rt à activer la lipoxygénas e afin 

qu'elle produise le s leucotri è nes né ces s air es à la 

dé t e ction ultéri eure de son activité. 
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La méthode de la lipoxygénase avait été mise au 

point au laboratoire par G. Lenoir (15). Dans ce dosage, 

des cellules entières étaient incubées à 37° C durant 

20 minutes en présence de CaC1 2 (2mM), d'acide arachi­

donique (3,3 1 □- 5 M) et d'un ionophore du calcium, 

l'antibiotique A 23187 (8,3,,.._gr/ml) qui favorise l'entrée 

du Ca 2+ dans les cellules et la stimulation des phospho­

lipases et de la lipoxygénas e (11). 

Le but de notre mémoire étant d'étudier l'effet 

direct des radicaux libres s ur la lipoxygénase, il nous 

fallait travailler sur un homogénat et non sur des 

cellul e s isolé es . Nous avon s de ce fait, dû modifier le 

protocole d'incubation. 

II.2.1. Mise au point de la technique d'homogénéisation 

Beaucoup de facteurs devaient être consid é rés 

dans cett e démarche : - La quantité minimal e 

suffisante de cellules par ml et par test. 

- Le mode d'homogénéisation: 

il de vait être assez drastique pour rompr e la 

membrane des leucocytes e t as se z doux pour ne pas 

dénaturer l' e nzyme très fragile. 

- L'incubation : celle-ci 

devait-elle se faire sur tout l'homogénat ou seule­

ment sur le surnageant après centrifugation ? 

Et enfin, la purification des 

échantillons avant l e ur passage sur colonne HPLC 

(Chromatograp hi e sur HPLC, voir II.4). 

Dans la littérature , on parle très rar eme nt 

d'homogénats , et ceux-ci sont le plus souvent r éal i sés 

à l'aide d 'un 11 Tekmar Tissu e Mizer "· Ne disposant 
pas de cet appareil, nous avons d'abor d essayé les 
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ultra-sons que l'on mentionnait aussi dans certains 

articles. Mais, tandis que les faibles intensités ne 

cassaient pas les leucocytes, ou en trop petit 

nombre, les intensités plus grandes devaient déna­

turer l'enzyme. En effet, nous ne détections aucune 

activité de la lipoxygénase (méthode de dosage : 

voir II.4.). Nous avons alors testé l'ultraturrax 

pendant différents temps variant de 15 secondes à 

60 secondes, une à quatre fois de suite. C'est l e 

test de 4 x 15 s. qui donna la plus grande production 

de leucotriènes B4. Cette production était toutefois 

assez médiocre par rapport à celle obtenue en travail­

lant sur cellules entières. 

Lors de nos premieres expériences, nous avions 

réali sé une incubation sur l'homogénat complet. 

Après l'incubation, nous centrifugions à 100 00 g 

pendant 20 minutes au rotor JA 20 (Beckman) (17), 

et l' ext raction se faisait sur le surnageant a in si 

obtenu. Da ns chaque cas nous obs e rvions une perte 

importante du standard interne qui était ajouté e n 

fin d'incubation (incubation : voir II.2.2.) c' est ­

à-dire avant la centrifugation dans ces cas-ci. Nous 

avons alors réalisé l'incubation sur le surnageant 

seul ; la récupération du standard interne était 

bonne , mais l'incubation du surnageant seul produisait 

moins de l eu cotriènes que l'homogénat complet. 

Il fallait donc essayer d'incuber l'homogénat 

complet et tenter de r éduire les pertes en standard 

interne et en leucotriènes. Nous avons réduit la 

vite sse et la durée de la centrifugation. La récupé­

ration du standard interne s'est en effet avérée 

meilleure dans ce cas mais les échantillons qui 

étaient moins purifiés ont fini par encrasser et 

boucher la colonne HPLC après quelques injection s 

seulement. 
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Nous avons alors décidé d'étudier systé~atique­

ment l'influence des conditions de dosage et notam­

ment les conditions de centrifugation sur l'activité 

de l'enzyme et la récupération du standard intern e . 

Les diverses possibilités sont indiquées ci-dessous : 

: 4 x 15 s. à l'ultraturrax 

Incubation sur homogénat* 

Ce ntrifuga tion Centrifugation Centrifuga tion 

10000 g 100000 g g 

min. 

Centrifug a tion 10000 g - 20 

Incubation sur 

surnag eant* 
Incub a tion sur 

culot I'esu s pe ndu * 
,/", 

/ ' 
✓ ' ,,, ., 

/ ' 
Centrifugation Centrifuga tion 

10000 g .... 20 min,. 

L'extraction se réalise sur les surnageants. La 

suite de l'expéri e nce est la même pour tous les t est s 

(Voir II.3 et II.4) 

*: Ce signe représente le moment où l 1on ajout e 

le standard interne. 
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Résultats Récupération du L.T. Propreté de 

observés standa rd interne produits l ' échantillo n 

1 100 % 1 5, 1 % + 

2 49,2 % 1,4 % -
3 21 , 3 % 1 , 3 % + 

4 23,7 % 16,4 % + 

5 20,0 % D % + 

6 50 ,2 % 28, □ % -

Les pourc entage s sont calculés par rapport aux résultat s 

obtenus lors des expériences s u r c el lul es entières. 

Les s ign es + signifient que l es échantillons n'obstru ent 

pas l a colonne HPLC . 

Les signes - signifient que l'injecti on de ces échan ­

tillons a f ini par obturer la colonne d ' HPLC . Ce qui 

est é videmme nt à éviter , 

Ce tableau montre clairement que les démarches 2 

et 6 devaient être abandonnées pour éviter de nouveaux 

problèmes avec la colonne HP LC. No us avons cependant 

essayé de purifier les échantillons de la déma rch e 6 

en les faisant pas se r sur une résine amberlite ap r ès 

les avoir extraits à l'éth e r ( voir II.3.), évaporés 

et repris d3ns de l ' eau . La r é cupération n'était 

toujours pas satisfaisante . De plu s, cett e pratique 

demanda i t é normément de temps et consommait beauc oup 

trop de produits pour la préparation de la résine. 

Pa r ailleurs , les tests 6 et 2, par rapport aux 

tests 4 et 3, semblent co nfirmer que les pertes en 

standard interne et en l eucotriènes ont lieu au cour s 

de la centrifugation qui suit l'incubation mais cette 
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étape est nécessaire pour obtenir un échantillon 

suffisamment propre. Il fallait donc abandonner les 

démarches 4 et 3 qui ne donnent pas une grande récu­

pération. Il fallait également éliminer le test 5. 

Il nous restait donc la technique 1 d'homogénéi­

sation à l'ultraturrax : 4 x 15 s. et d'incubation du 

surnageant de 10000 g durant 20 minutes. Mais si la 

récupération était bonne, il fallait absolument 

liorer la production des leucotriènes. 

, 
ame-

Nous avons commencé par déterminer la quantité 

minimale de cellules pour réaliser un test. Elle est 

de 25 0 .1 0 6 de leucocytes par test avec 50.1 06 par ml 

de tampon d'incubation. Nous obtenons dans ce cas, des 

pics assez grands pour être enregistrés par le détec­

teur et dont la surface peut être déterminée par 

l'intégrateur. Des quantités supérieures de cellule s 

seraient évidemment plus intéressantes mais comme nous 
, , 9 , 9 

obtenons generalement de 1.10 a 2.10 de leucocytes 

à partir de 600 ml de sang et que nous voudrions 

présenter au moins six points pour réaliser une cour­

be, il fallait se fixer 250.10 6 de cellules par test. 

Il fallait aussi trouver une manière d'arrêter la 

réaction le plus vite possible à la fin de l'incuba­

tion. C'est l'acide nordihy droguaiaretique, un inhibi­

teur puissant de la lipoxygénase à la conc entration 

de 2.1 0- 5 M (16) qui s'est avéré le plus intéressant. 

Nou s avons aussi testé l'abaissement brusque de la 

température de 37° C à - 13° C mais la réaction n'était , 
pas stoppée instantanément. 

Ayant réalisé ces tests préliminaires, nous avons 

pu déterminer le meilleur temps d'incubation. Jusque 

là, nous procédions comme pour les cellules entières, 
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c'est-à-dire pendant 20 minutes à 37° C (15). 

Pour l'incubation d'un système enzymatique libre, 

les conditions de travail diffèrent suivant l'auteur. 

Certains comme B.A. Jakschik incubent à 37° C durant 

15 à 20 minutes (17-18-B). D'autres comme S. Narumiya 

le font pendant 2 minutas à 30° C (9). Enfin, J. 

Verhangen, lui, incube à 37° C durant 10 minutes (19). 

Nous avons gardé la température de 37° Cet nous 

avons réalisé l'incubation à différents temps. Nous en 

reproduis ons les résultats à la figure 3. 

Au temps zéro minute, on détecte un peu de leuco­

triènes. Il pourrait s'agir de leucotriènes 84 se 

trouvant déjà avant l'homogénéisation, dans les leuco­

cytes de l'individu dont provient le sang. Nous n'av ons 

pas retrouvé de leucotriènes 84 lors de la répétition 

de cette même expérience. 

Les points de 30 secondes et 1 minute indiquent 

qu'il faut peut-être une période de latence (2 0 ) pour 

que la réaction s'enclenche vers les 2 minutes. La 

quantité de leucotriènes 84 augmente alors lentement 

jusqu'à 20 minutes. 

Après 30 minutes , d'autres phénomènes intervien­

nent puisque la quantité de leucotriènes 84 diminue. 

Le dernier paramètre à tester dans cette mise au 

point était la concentration en acide arachidonique. 

La concentration employée jusqu'ici était celle utili­

sée avec les cellules entières c'est-à-dire de 

33.10-6 M final. 

Nous avons testé des concentrations égales à la 
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Figure 3: Variation de l'activité de la lipoxygé­
nase en fonction du temps d'incubation 

à 37 ° c. 
Les 100 % d'activité correspondent au 
contrôle. Celui-ci est incubé pendant 

20 minutes (Voir 11.5.). 
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moitié, au double de 33.1 □-6 M et égale à O. 

Les résultats présentés sur la figure 4 montrent 

que la concentration de 16,5.1 □- 6 M donne une meilleure 

activité de la lipoxygénase. 

Les modifications que nous avons apportées au dosage 

nous ont finalement permis d'obtenir des pics de 

leucotriènes B4 correspondant à la moitié de ceux 

obtenus en travaillant sur des cellules entières. 

Enfin, pour terminer, comme B.A. Jakschik (8) le 

propose, nous avons essayé d'améliorer l'extraction 

à l'éther (voir II.3.) en portant le pH à 3 au lieu 

de 7 au moment de l'extraction; ce changement de pH 

n'a rien amélioré, au contraire. 

Il aurait également été intéressant de réaliser 

une analyse des organites subcellulaires par centri­

fugation isopycnique en gradient de saccharose afin de 

déterminer la localisation exacte de l'enzyme. Cette 

localisation est encore inconnue à l'h e ure actu ell e . 

Voici donc la technique que nous avons fin a lement 

utilisée dans la second e partie de notre travail. 

II.2.2. Homogénéisation des leucocytes et incubation de 

l'homo géna t. 

A. - Après la dernière centrifugation au Rotor JA 14 

(Beckman), resuspendre les leucocytes dans le 

tampon d'incubation contenant D,1 % de gélatine, 

1 mM EOTA, 35 mM de tampon phosphate pH 7. 

Prendre un volume suffisant pour obtenir S □ .1 c 6 

leucocytes par ml. 

- Prélever 5 ml pour ch a que test et les mettre 

dans la glace. 



-0 -0 -
w 
~ 

> 
~ 

u 
<( 

150 

100L 

50-

0 2 4 6 
5 

ACIDE ARACHIDONIQUE (10- M) 

Figure 4 : Variation de 1 'activité de le- lipoxyg éna.se 
en f onction de la concentration en acide 

arachidonique exogène aj outé au mi li eu 

d'incubation. 
Les 100 % d 'activit é corres pondent â une 
concentration en acide arachidonique de 

33.1 0- 6 M utilisée com~e réf érence l ors 
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- Passer chaque test, un à la fois, à l'ultraturrax 

refroidi préalablement. 

Effectuer 4 passages de 15 s. 

- Centrifuger à 0° Cet 10000 g durant 20 min. 

au rotor JA 20 (8eckman). _ 

- Reprendre le surnageant de chaque test (= 4,5 ml) 

et maintenir à 4° C. 

8. - Dans chaque test : ajouter du CaC1 2 2 mM final et 

de 1 1 acide arachidonique 1,65.1 □-5 M final. 

Mélanger et mettre incuber durant 20 min. à 37° C. 

- Après ce délai, ajouter de l'aci de nor dihydro­

guaiaretique 2.1 □-5 M final, mélanger et rem e ttr e 

le test dans la glace. 

- Ajouter alors la même quantité de stan da r d inte rne 

(la prostaglandine 82) dans chaque test (66.1 □- 11 g). 

II.3. EXTRACTION ET PURIFICATION DES LEU CO TRIE NES 

Les échantillons sont extraits pa r deux volumes 

d'éther diéthylique. 

1°) Ajouter 4,5 ml d'éth e r dans le surnageant. 

2°) Mélanger au vortex. Le leucotriène 84 qui est moins 

polaire que les leucotriènes de la SRS-A va migrer 

dans la phase-éther où il est soluble. A l' a i de 

d'une pipette Pasteur, récupérer cette ph ase et la 

mettre dans un ba llon pour évaporer. 

3°) Répéter le 1° et le 2° points 

4°) Evaporer le contenu du ballon (± 9 ml d'éther a ve c 

le leucotriène 84) à température ambiante. Le 

leucotriène 84 reste adsorbé sur le verre. 

5°) Mettre 0 , 5 ml de méthanol 30 % dans le ballon, le 

LT84 s'y solubilise. 
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6°) Centrifuger 5 min. à la Janetzki TH 12. L'échan­

tillon est près à être injecté sur la colonne HPLC. 

II.4. DETECTION DES LEUC OTRIENES : APPAREILLAGE ET PRINCIPE 

La séparation des leucotriènes par HPLC (High 

Performance Liquid Chromatography) s'effectue au moyen 

d'une colonne de type phase inverse, C 18, 5~, de 

25 cm de longueur et 4,6 mm de diamètre intérieur. Nous 

utilisons une colonne vendue par Alltech sous la 

dénomination RSJL C 18 HL. La phase mobile employée 

est con st ituée de : - Méthan ol 67 % 
- Acide acétique 0,1 % 
- pH 6,2 (avec N H 4 □ H 10 N) 

Elle doit également êtr e filtrée avant de passer sur 

l a colonne. 

Suivant l'article de F.S Anderson (21), nous réali­

sons de temps à autr e un lavage de la colonne avec une 

s olution aqueuse d'EDTA à 2 %. Ce ci permet d'augmenter 

la hauteur et la r é solution des pics de leucotrièn es . 

Le s leucotriènes sont détectés spectrophotométriqu e­

ment à 278 nm au moyen d'un détecteur à longueur d 'onde 

fixe (L KB 2238 Uvicord S II). Un enregistreur-int ég ra­

teur (Vari a n Y 270) fournit les chromatogramm es a ve c 

la surface de s pics e t leur temps de rétention. 

L'appar eil HPLC est un appareil Kontron HPLC System 

600 . Pratiquement , nous injectons 200_,....1 par échantil~ 

lon et l'élution est réalisée à 1 ml/min. Le derni e r 

pic sort après environ 25 min. 

On a démontré (15) que les deux 5,12-dihydroxyacides 

isomères du leucotriène 84 pr é cèdent celui-ci de 

quelques minutes. Le leucotriène B4 quant à lui, sort 
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Figure 5: Exe~rles 

de chr o­
rra t ogr arnmes ob t enus 
après synthèse de 
leuc otriènes. 

Celui èe geuche cor­

respond à un te s t 

f ait sur cellules 

enti ères , celui de 
droite à un test 
sur hornogimat • 

l'!ous avons en A 

le pi c du s t ~nd~ r è 

interne (l a PGB
2

); 

en B : le pic du 

leucotriène B4 ; en 
C : les pi cs des 
è eux isomères du 
leucotriène B4 (le s 

5,1 2- dihydr cxy?ci­
des ); en D : l e pi c 
de l'acide nordihy­
dr oguai2retique que 

nous utilisons com-
M rne inhibiteur pour r· .,, ' 
,:,:7-t arrêter l a r éaction. 
· ... ·"= ➔ 

"'! ' 

Ces deux chro­
ma t ogr ammes on t été 
f a.i ts à f. es !?"ris 

d 1interv2lle . c~ ci 
explique la diffé-

r enc e q-.ie 1 1 on ol::ss rve entre les dGux chro1:é t ograrnmes pour les 

temps de rétention qu'ils indiquent. Le chromatogramme de dr oi te 

a été réalisé sur une colonne déjà très usagée alors qu'elle 

était neuve pour celui de gauche. 
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en dernier lieu, précédé des LTC4, 04, E4 plus polai­

res que nous n'obtenons pas dans les conditions de 

travail présentées plus haut. La prostaglandine 82 

qui est utilisée comme standard interne sort en 

premier lieu (15). 

II.5. DOSAGE ET CALCULS 

L'activité de la lipoxygénase est obtenue en 

faisant le rapport de la surface du pic du l s ucotriène 

84 sur la surface du pic de la prostaglandine 82 d'un 

même chromatogramme. 

Lors de chaque expérience, nous réalisons un 

contrôl e; c'est pa r rapport à celui-ci que nous 

pouvons connaitre l'effet de divers produits testés 

sur d'autres é chantillons réalisés le même jour. Le 

contrôl e représente les 100 % d'activité de l'enzyme. 

Le fait que les cellules ne proviennent jamais 

d'un même individu et que l'enzyme très fragile passe 

par beaucoup d'étapes expérimentales explique que les 

contrôles varient d'une expérience à une au tre. 

II.6. PRODUCTION DE RADICAUX SUPERDXYDES DANS LE SYSTEr·lE 

XA NTHI NE - XANTH I NE OX YDASE A pH 7 ET 37° C 

La production des radicaux □ 2 • (-) a été réalisée 

à l'aide du système xanthine-xanthine oxydase. En 

effet, la xanthin e en présence de xanthine oxydase 

se transforme en acide urique en produisant des radi­
caux □ 2 •(-). 



xanthine 

7 
H

2
0 

xanthine 
2 02 

Le dosag E des r ad icaux 

L ._' • 

HO 

oxydase 

' 
• 

•(-) 
2 02 

2 H+ 
• c ide urique 

C • (-) 
2 se f a it in dir e ct 2me nt 

par la mesure de l'augmentation d'absorbanc e de l'a dré­

nochrome. Cet adrénochrorne provient de l'é~in éphrine. 

Celle-ci ajoutée au systèm e xanthin e - xanthin e oxyda ­

se subit une réaction d'oxydoréduction avec le radic al 

□ 2 ·(-) pour donner l'a dr éno chrome qui absorb e 2 48G nm. 

HO 
• H 

HO 

, . , 
epinephrine • d renoc h rome 

Nous réalisons le dosage à l'aide d'un spectrop ho ­

tomètre à deux faisceaux et à de ux monochromateurs 

(Perkin-Elmer 557). La lecture est fait e à 48 ü nrn 

avec une lectur e ce référence à 575 nm. 

Dans la cuvett e nous mettons : 

- 1 ml de tampon d'incubation (voir 11.2.2.) 

10 .1441 de xanthine 0,1 M 

- 10 .-'41 d'épinéphrine 0 ,1 M dans HCl 0 ,2 N 

OH 

- 2.,...._1 de xanthine-oxydase de concentration s différen-

tes. 

Les conc entrations variabl e s de xanthin e-o xyd2se 
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nous permettent d'établir la droite é ta lon de la pro­

duction d' □ 2 • (-) en fonction de la quantit é de xanthine 

oxydase. (voir fig 6) 

Le coefficient dJabsorbance de l ' adrénochrome étant 

de 2,9 6 nM- 1 • cm- 1 , nous pouvons calcul er la produc­

tion d 1 □ 2 ·(-) ob t e nus par ml . 

nmoles d 1 □ 2 •(-); min / ml= 

va riation d ' ab s orban c e/min x 2 

2, 96 
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III . RESULTAT S ET DIS CUS SI ON 

III.1. EFF ETS DES RAD ICAU X SUPEROX YDES ( o 2•(-)) SUR L ' ACT I VI TE 

DE LA LI POX YG EN ASE 

Ce rtains auteur s ( 9 ) pe ns ent qu e l'oxyg è n e so us sa 

for me peroxy de ou sup e ro xyde intervi e ndr a it da ns 

l' a ctivation de la lipoxyg éna se (1 4 ). 

Il pourr a i t s'agir de r ad ic a ux s upe roxy des c a r on 

s a i t qu e l a ph a gocyto s e ( 22) ou 1 1 ion oph or e du Ca A23187 

( 11) qui i nd ui sent l a produc t i on d 1 0 2 • (-) dé clen chent 

a uss i l a s ynthè se des l eucotri è nes . Ce ci pourr a it 

e xpl i que r la fa i bl e activit é de l a li pox yg énas e obs e r­

vée da ns un s ys t ème e nzy matiqu e libr e . 

C'e s t c e qu e nou s a ll ons t ent e r de mettr e en é vi de n­

c e da ns l es expé ri enc es suiv ant es . 

II I.1.1. Eff e t s des r adica u x s up e r ox ydes produit s pa r l e 

s ys t ème xa nthin e- xan t hi ne ox ydase s ur l' act ivit é de 

l a lipoxyg é na s e 

Les r ad icaux s upero xydes s ont pro duit s pa r le 

s ys t ème enzym a tiqu e xa nt hin e-x a nthin e oxy dase (v oir 

I I. 6 . ) qu e nous me tton s en pr ése nc e de l a l i pox ygénas e 

af in d' é tu dier l' e ffet des r ad ic a ux o2 • (-) s ur 

l ' a ctivit é de l a l i poxyg énase . 

Po ur l e t es t , nou s a vons da ns ch a qu e tub e : 

- 4 , 5 ml de sur na geant obtenu après c entrifu ga ti on 

de l ' homog éna t à 10000 g pen da nt 20 min. 

- 45 ,1-"l de xa nthi ne 1 □ - 3 ~1 final. 

L 'incub a tion se r éali se à J 7 ° C dur an t 20 mi n . 
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en présence de CaC1 2 2 mM final, d'acide arachidoniqu e 

1,6.1 0- 5 M final et de xanthine oxydase. La concentra­

tion en xanthine oxydase varie dans les différents 

t es ts. Le contrôl e n'en contient pas et nous posons 

qu e l'activité de la lipoxygénase y est de 100 %. 
Les autres tests seront . tous calculés par rapport au 

contrôl e . 

Sur la figure 6, nous observons une diminution 

rapide de l'activité de la lipoxyg énase pour une pro­

du c t i o n d 1 0 2 • ( - ) a 11 a n t de O à 2 6 • 1 0 - 1 2 i·1 / min / m 1. 

Nou s savons qu e la prostaglandine synthétase da ns 

les mêmes zones de production d 1 02 •(-) subit un e acti­

vation (1 4 ). Elle utili se de c e fait plu s d ' ac i de 

arach idonique. Celui-ci servant de substrat aux deux 

e nzymes pourrait donc être moins disponible pour la 

lipoxygéna se . L'inhibition que nous observon s sur la 

figure 6 ne serait a lor s pas due à l'effet direct des 

o2 ·(-) sur la lipoxygéna se . 

, 
Pour nous en assurer, nous avons reco mme nc e 

l'expérience en présence d'un inhibiteur de l a cyclo­

oxygénase. Il s'agit de l'indométh ac ine à 10- 5 M fin a l 

(17) que nou s ajouterons dorénavant dans le t am pon 

d'incubation pour chaque expé ri e nce. 

La figure 7 mont r e cependant encore une inhibi­

tion de l'activit é de la lipoxygénase par le s r adicaux 

o2 •(-)_ Cette inhibition est cepend a nt plus lente et 

moins forte que celle ob ser vé e sans in dométh a cin e . 

Da n s ces conditions, il faut une concentration en 

o2 •(-) de plus de 5.10-12 M/min/ml pour qu e l'inhi­

bition de l'activit é de la 5-lipoxygénase de l euco­

cyt e s de bovins par les radicaux o2 • (-) s'obser ve 

réellement. Aux plus petites conc ent r a tion s, nous 

n'observons aucun effet. 
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X AN THIN E O X Y D AS E (1 o-3 un i té s /ml ) 

Figure 6: Effet des radicaux o2•(-) sur l' &ctivit é 

de la lipoxygénase. 
Les radicaux o

2
•(-) s ont pr oduits perl e 

systè1:1e xanthine-xanthine oxydase (. ___ .). 

L'activité de 16 lipoxygén~se a été t estée 

en présence de xanthine oxydase â des con­
centrations variables (0 _ 0 ). 

No us n 1 ajouttons pa s de xanthine oxy~ese 
au contr8le, s on activité est pc sêe éga l e 

à 100 r ( Voir II.5.). 
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Figure 7: Effet des radicaux o2•(-) sur l'activité 

de la lipoxygénase en présence d'indomé­
thacine ,o-5 IV: . 

Les radicaux o
2
•(-) s ont produits par le 

système xanthine-xanthine oxydase (. __ _.). 

L'activité de la lipoxygénase a été testée 
en présence de xanthine oxydase à des con­
centrations variables (0 _ 0 ). 

L'activité du contrôle es t posée égale à 

100 %, il ne contient pas de xanthine oxyda­
se (voir II.5.). 
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III. 1. 2. Effets de l a superoxyde dismutase ( S00 ) s ur l'ac t ivit é 

de la lipoxygénas e 

La S00 fait pa rtie du sy s tème enzymati que de 

dé fens e de l'orga nisme contr e les radicau x s up e r oxy des . 

Elle cata lyse la r éaction suivante : 

0 • (-) 
2 + 

o .(-) _s_oo ____ H2 □ 2 
2 2H+ 

+ 

Il en r é sulte une diminution de la concentration 

d 1 □ 2 • (-) se trouv a nt dan s l e mili eu c e llul a ir e . 

A. Durant 1 1 incu ba tion 

Une unit é d ' a ctivi té de S00 es t déf ini e co mme 

la qu a ntit é d ' enzym e in hib a n t à 50 % l'oxy da ti on de 

l 'épi né phrin e en a drénochrome à 3 7° C e t pH 7 dans 

l e s c on dition s de dos age (v oir I I. 6 .). 

Po ur cett e e xp é ri e nc e , nou s a von s da ns ch aq ue 

tub e 4,5 ml de s ur nag ea nt . On y a jout e le CaC1
2 

2mM, 

l'aci de a r a chi doni que 1 , 6 .1 □ - 5 M e t la S00 en 

conc entr a tion va ri a bl e . On incu be 20 min. à 37° C. 

Le contrôl e n e contient pas de S00 e t l ' a ctivit é de 

l a li poxyg énas e y est c ons i dé r ée é gale à 100 %. 

A l a figur e 8 nous ob se rvon s , pour des conc en­

tr a ti ons inf éri eur es à 3 .1 □ -3 unit és de S □ D/ ml, un e 

pro duc t i on de leuc o tri è nes 84 assez va ri ab l e ma i s 

s itu ée au x environ s de 100 %. En s uite, l' a ctivit é 
' ' - 3 , re s t e s t a tion nair e ju s qu a 15. 10 unit es de S00 

par ml. Ell e s ' é l è ve très l égè r eme nt au x plus fo rt es 

conc ent r a tion s de SO D. 

8a ns c e tt e expé ri en c e, nous a vons voul u t es t e r 

s i l a S00 ne pouv a it pas jou e r un r ô l e p r o t e ct eu r 
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sur la lipoxyg énase. En effet, il est possibl e qu e 

de s o
2

• (-) soient pro duits par l'activit é c ellul a ire 

et pui sse nt alors inhiber l'enzyme bien a vant que 

nous ne l'ayon s incubé e . Si c'est le ca s , l a SOO 

ajouté e au milieu cellulaire avant l'homo géné i sa tion 

pourr a it peut-êtr e stabiliser l'enzyme. 

Une unit é de SOO dosée à 4° C équivaut à 
1,14unités à 37 ° C. 

Pou r l e te s t , nou s a vons dans chaqu e tub e , 

5 ml de tampon d'incub a tion cont e nant 25 0 .1 06 de 

l e ucocyt es . Nous y ajouton s des conc entrations 

va ri a bles en SOO a vant l' é t a p e d ' homogéné i sa ti on 

à l'ultra turr a x. Se ul le contrôl e ne c ont i en t pa s 

de SO D. La suite de l' e xp é ri e nc e se déroul e norm a ­

l ement et l'incub a tion es t la même po ur t ous l es 

tub es (v oir maté ri e l et méthod e s ). 

Su r l a figur e 9 , nou s obs e rvon s d ' abord un e 

grande va ri abilit é de la pro duct ion de l euc ot ri ènes 

84 pour des conc en trat ion s de SOD al l ant de O à 
- 3 , / 5.1 0 unit es ml. Aux pl us forte s conc entr a tion s e n 

SOD , on r e vi en t à un e a ctivit é de l a li poxy géna s e 

plu s s table, a ux environs de 100 %. 

II I.1. 3 . Di s cu ss i on 

Les lipoxygénases ré al i se nt l' oxyg é nation d ' a ci des 

gr as polyin sa tur és . On peut donc s ' a tt e ndr e à c e qu e 

l'oxygèn e, en plus de son rôle de subst r at, j oue sous 

une form e ou sou s un e autr e , un rôle da ns l a r é gu latio n 

de c es enz ym es . 

Su r les figur es 6 et 7, nous observons qu e le s 

r ad ica ux s up e rox ydes ont un effet inhibit eu r s ur la 

5-lipoxyg é nase de leucocyt es de bo vin s . 
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SUPEROXYDE OISMUTASE C1 □-3 unités/ml) 

9 : Eff et de la SOD sur l' activit é de l a l ipo­
xyg énas e l ors de l'homo généisation dans l a 
glac e . 

Nous n'ajoutons pas de SOD au contr8le, 
son activit é es t égale â 100 % (Voir 11. 5.). 
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Nous constatons également, sur les fi~ures 8 et 9, 

que la SD D, qui diminue la quantité d 1 □ 2 •l-) dans le 

milieu, n'a pas d'effet significatif sur l'activit é 

de la lipoxygénase. En effet, vu les nombreux paramè­

tres entrant en j e u dans l'initiation de la réaction 

(ca++, phospholipases, disponibilité en phospholipi des 

et acide arachidonique (2 3)), les écarts trouv és pa r 

rapport au contrôle ne peuvent pas être pris en con s i­

dération. Les répétitions de l'expérience a vec la S00 

nous ont chaque fois ramenés à la mêm e conclusion. Ceci 

est d ' autant plus vrai qu e les fort e s concentrations en 

S00 qui de vraient montrer un effet protecte ur maximal 

donnent une activité proche de celle du contrôl e . 

Il n e sembl e donc pas ! d' a près nos résultats, qu e 

les ion s sup e roxydes soient nécessaires à l'activit é de 

l'enzyme . Si c'était le ca s , nous aurions dû observer 

un effet activat eur des ions □ 2 •(-) sur l'activit é de 

la lipoxygén a se et un e ffet inhibiteur de la superoxyde 

dismutase. En fait, les auteurs (7, 9 ) qui ont propo s é 

un effet pos s ible de s ra dicaux superoxyde s sur la 

synthèse des leucotri è nes se sont bas és sur des eff e ts 

très indirects (lor s de l'emploi de l'ionophor e du Ca 

A 23 187 , ou lors de la stimulation de la phagocytose) 

et leurs arguments nous parais s ent très faibl es . 

Il nous semblait aussi int é ressant d'oppo se r à 

cet e ffet inhibiteur de la lipoxygénase par les ra di­

ca ux superoxydes, l'effet activat eur qu 'i ls ont a ux 

mêmes concentrations sur la cyclooxyg é na s e . Lor s de 

l'exp é rience en pr é s ence d'indométhacine qui inhibe la 

cyclooxygénase, nous avons ob s ervé sur la figur e 7,qu e 

l'inhibition était moins rapid e que s ur la figur e 6 où 

nous n'avions pas utilisé d 'i ndométhacine . On peut 

donc croire qu'une certa in e quantité d ' aci de arachi­

donique commune aux de ux enzymes a ét é détourn é e à 

l'avantag e de la cyclo oxyg é na se . 
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F.A. Kuehl ( 13 ), en effe t , a é tudi é l e problèm e 

de l a disponibilit é de l'aci de arachidonique da ns 

diff é rent es c el lules po ssédant l es deux enzym es de la 

ca s c ade de l'aci de ar a chidoniqu e . Si pour le s RB L-1 

(rat basophilie l eukemia c ell s ), il a trouv é qu'il 

s'agissait de deux ensembles de substrats diff é r ent s , 

dans l es polymorp ho nucl éai re s de r a ts pa r cont r e, il 

ne trouv e qu'un seul e nsemble de su bst rat s, ma i s un e 

a c t ivit é assez bass e en cyclooxyg énase. Etant do nn é 

no s obs e rvation s, il appara ît donc qu e l es polymor ­

phonucl éair es de bovin s se c om portent com me c eux d8 

r a t s e n CE qui con c e r ne la di spo nibilit é de l' a ci de 

a r a chidoniqu e . 

III . 2 . EFFETS DES HYDRD PERDX YDES SUR L'ACTIVITE DE LA LIP DXYGENASE 

Les hydroperoxydes de l'acide arachidonique so nt les 

pr em i e r s in terméd i a ire s de l' a ctivité des lipoxy gé nase s. 

En géné r a l, les hy drop e roxy des so nt é ga lement des molécul es 

r éactionnelles qui ont un rô le inhibit eu r su r l es enzymes . 

Par e xemp l e dans l e cas de la cycloo xyg énase, on a va it pu 

démon tr e r à l a fois un rôl e a ctivateu r aux faible s c on­

c ent r a tion s e t in hibi teu r aux forte s conc e ntr a tions ( 14 ). 

Il nous a donc paru in téressant d ' é tu di e r dir e c teme nt 

l' e ff et de deux peroxydes s ur l'activit é de l' e nzy me e t 

l' a ction de de ux enzymes dé truisant les p e ro xydes : l a 

catal a se et l a glutathion pe ro xydase . 

111 . 2 .1. Effe ts de l' hydr ope ro xyde de cumène s ur l' acti vit é 

de l a lip ox yg é na se 

Dans cette exp é ri ence, nous avons voulu te s t e r 

l'eff e t d 'un hydroperoxyd e exogène, l'hydroperoxy de 

de cumène,sur l'activit é de la lipoxygéna se . 

Lo r s de l' e xp é ri e nc e , nous av ons incu bé dans chaq ue 
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tube 4, 5 ml de surnageant pendant 20 minutes à 37 ° C en 

présence de CaC1 2 2 mM final, d'acide arachidonique 

1,6.1 0- 5 M final et d'hy droperoxyde de cumèn e . Le 

contrôle ne contient pas d'hydroperoxyde de cum è ne . 

La figure 10 montre un e baisse progres s iv e de 

l'activité de la lipoxyg énase lor sq ue l'on augmente l a 

concentration en hydroperoxyde de cumène da ns l e milieu, 

ces concentration s variant de O à 10 )" M. 

III.2.2. Effets de 1 1 H2~ 2 sur l'activité de la lip ox yg é nas e 

Nou s a vons cette fois testé l'effet d'un autr e 

peroxyd e . Il s'agit du peroxyde d'hydrogène. 

Da ns chaque test, nous disposons de 4,5 ml de 

su rnageant. L'incubation se pa sse e n présence de 

CaC 1 2 2 mM final, d'acide arachidonique 1,6.1 0- 5 M 

final et d 1 H2o2 en conc en trations variable~ à 37 ° C 

durant 20 minutes. Nou s n'ajoutons pa s d 1 H2o2 dan s le 

contrôle. 

Sur la figure 11, nou s observons une inhibition 

croi ssan te de l'activité de la lipoxyg é nase en fonc­

tion de la concentration crois sant e en H 2 □ 2 • 

III.2.3. Ef f e t s de la c a t alase sur l'activit é de l a lipo xyg énase 

La c ata lase est une enzyme de défense des orga­

nismes contre de trop grandes concentration s en per­

oxy des d'hydrogène. 

H O catalase 
2 2 + 

Nous défini ss ons une unité d'activit é de catal ase 

comme la quantité d'enzym e qui, à 37 ° Cet pH 7, 

dét ruit , par minute, 90 % des 26,1 nmole s présentes 
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Figure 10 : Effet du cur.1ène hydroperoxyde sur 1 1 acti­
vité de la lipoxygénase. 

Le contr81e ne contient pas de cu~ène hy­
droperoxyde, son activité est posée égale 

â 100 % (Voir II.5.). 
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Figure 11 : Effet de H2o2 sur l'activité de la lipo­
xygénase. 

Nous n'aj outons pas d 1 H2o2 ~u contrôle , 
son activité est posée égale â 100 % (Voir 
II.5.). 
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dans 5 ml du te s t. 

Pour l'exp é ri e nc e , nou s avon s dans chaque tub e 

4, 5 ml de surnag eant CaC1 2 2 mM, la catala s e de 

conc entr a tion va riable et l'acide arachi doniqu e 

1 ,6 .1 □ - 5 M. L'incub a tio~ s e fait à 37 ° C durant 20 

minute s . Le contrôl e n' es t pa s incub é en pr é s e nc e de 

cata la se . Son activit é es t po sé e é gale à 100 %. 

Les r ésultats in diqu és à l a figur e 12 montr en t 

qu e 1 □ - 3 à un e unit é enzymatiqu e de c a t alase pa r ml 

n'influ e nc e pas de mani è r e s ignificative l' a ctivit é 

de l a l i poxy gé nase puisqu e nous ob se rvon s un e a c t ivit é 

co ns t a nt e à toutes l es conc entr a tion s t estées . 

I II. 2 . 4 . Ef fe t s de l a glut a thion pe roxy dase sur l' a ctivit é de 

la li pox yq énase 

La gl u t ath i on pe roxydase es t un e e nzy me qui r éduit 

l es hydro pe roxy des en hydroxyl es e t di mi nu e ain s i l eur 

co nc en trat i on . Elle f a it é ga l eme nt pa rti e du s yst ème 

e nzy mat iqu e de dé f e nse c ontre l es per oxy da tion s pro vo­

quées pa r l es dé riv és de l'oxyg è n e . 

RDOH GSH pe ro xy dase ROH 
7 ~ ... + 

2GSH GS- SG 

Comme on le voit , l' e nzyme a bes oin de gl ut a t hio n 

r édu it po ur êt r e activ e . Ce pen dant, l e gl ut a t hi on 

pe ut é ga l emen t r éa gir a ve c l e L TA 4 en pr ésen c e d 'u ne 

glutath i on - S-transfé r a s e po ur do nn e r l e L TC 4 (v oi r 

I . 2 .). Ce tt e r éacti on po urr a i t don c in duir e un e 

di minuti on de l a sy nth èse du L TB 4 qu e nous dosons . 

Auss i , pour mes ur e r l' e f fet de l a glutathion p e ro xy ­

dase se uleme n t s ur l a li poxygé nase, nou s a vons é gale ­

ment a j ou té du GSH au contrôle . 
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lipo xyg énase. 
L' activité du contr~le auquel nous n' a j 0u -
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100 ~ (Voir II.5.). 
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Une unit é d'activit é de glutathion peroxydase es t 

défini e, à 37° Cet pH 7, comme la quantité d' enzyme 

nécessaire pour catalyser l'oxydation par H2o2 d'une 

micromole de glutathion réduit en glutathion oxyd é 

par minute. 

Son optimum d'activité étant observ é à pH B,B, 

nous l'avons préparée dans un tampon KH 2 P □ 4 60 mM à 

pH 8,5, contenant du dithiothreitol 1 mM. 

Po ur le test, nou s avons dans chaqu e tub e : 4 ,5 ml 

de surnageant. Nou s le s incubons 20 min. à 37° C en 

présence de CaC1 2 2m M, d ' a ci de a r a ch i don i que 1, 6 . 1 □ - 5 M, 

de glut ath ion r édu it 4 .1 0- 4 M e t de glut ath i on peroxy­

da s e en concentrat ion s va riabl es . Seul le cont r ôl e ne 

conti ent pas de glutathion pe roxyda se . 

La figure 13 nous montre une inhibiti on progr ess ive 

de l a lipoxygénase en présence de glut a thion peroxydase 

pour des concentr a tions a ll ant de 1 □ -4 à 1 u nit é pa r ml. 

III . 2 .5. Discu s s i on 

Plu s i eurs tr a va u x dans la litt é r a tur e mo ntr ent par 

des a pproches diff é r e n tes qu e le s hydroperoxydes sont 

néces s a ir es a l a synthès e des l euc otri ènes ou so nt des 

act ivateur s des lipoxygénases. 

W. E. M. Land s ( 20 ) et W. L. Sm ith ( 24 , 25) con s t at ent 

qu e l a lipoxygénase de so ja en pr ése nc e d'hy drop e ro­

xydes est capab l e de s'auto-inactiver par un e r éact i on 

qui f a it int e rv en ir l e substrat, l'enzyme et l es 

hy dr ope roxydes. Ce tte i nh i bition varie suivant l' a ci de 

gras polyin sa tur é con s i dé ré et suivant l a qu ant it é 

d'hydroperoxydes présents da ns l e milieu. Ainsi, dans 

l'article de R. W. Egan ( 26 ), on app ren d que s 'i l faut 
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Figure 13: Effet de la glutathion peroxydase sur 
l'activité de la lipoxygénase. 
Tous les tests, ainsi que le contrôle, 
ont été incubés en présence de glutathion 
réduit 4.,0-4 M. 
L'activité du contrôle,qui n'a pas été 
incubé en présence de glutathion pero­
xydase, est posée égale à 100 % (Voir 
II.5.). 
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des petites quantités d 1 hydroperoxydes pour activer 

la 5-lipoxygénase des RBL -1, par contre, de gr a ndes 

quantités d 1 hydroperoxydes (1 00 à 2DD )' M) pourr a i ent 

diminuer la bio s ynthè se des leucotriènes. 

D'autre s auteurs, com me P. Sorgeat (7) et J. 

Maclouf ( 27) ont constat é en travaillant r es pectiv ement 

s ur la 5-lipoxygénase de polymorphonucléaires de lapins 

e t d 'huma in s, que le 12-HPET E synthétisé par la 12-li­

poxyg énase des plaquettes a un effet activateur. Pa r 

contr e, l e 15-HETE et le 12-HETE inhibent l a 5-lipo­

xyg énase . La 15-lipoxygénas e é t a nt local is ée dans les 

leucocytes et la 12-lipoxygénase da ns les plaqu e tt e s , 

on s'aperçoit que la r é gul a tion de la 5-lipoxyg é nase 

est t r ès subtile et difficile à déf inir. 

Un autre argument démontrant l e rôl e des hy dro­

peroxyde s dans l a synthè s e des leucotrièn es vient des 

a rticl es de J.L. Ha ining (2 8), Ll . L. Smith ( 25) et 

J . Ma clouf ( 27) qui montr ent qu e la phase de l a t e nce 

c a ract é ri stiqu e des lipoxygénase s peut êt r e r a cc our ci e 

e t même s uppri mée par l'a dditio n d ' hy drop e ro xy de s . 

On peut donc s uppo se r , comme le font not ammen t 

M. Hamberg et W.E. M. Lands, qu e les hy drop e roxy des 

pourraient jouer un rôl e i mportan t dans l a r égulatio n 

de l a biosynthèse des l eucotri èn e s : soit pour e ncl en­

cher la r éa ction (1 0 ), so it pour ma int enir l' a ctivit é 

de l' enzyme au cours de la r éa cti on (2 0 ). 

D' a u tres aut eurs ont étudié l'effet des p e roxy de s 

ne proven a nt plu s cett e fois-ci du métaboli sme des 

lipoxygénas es , mais de l'activit é de la cyclo oxyg é na se 

(2 9 ). A partir des r és ultats observés lors de l'emp loi 

d'inhibiteurs de l a cyclooxyg é na se, ils dédui se nt que 

des end operoxy des synthétisés par la cycl ooxyg énase 
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auraient un effet activateur sur la 12-lipoxygénase 

de plaquettes qui, nous l'avons vu plus haut, synthé­

tise le 12-HPETE qui est un activateur de la 5-lipo­

xygénase. 

Un dernier argument en faveur de l'intervention 

des hydroperoxydes dans l'activation de la 5-lipoxy­

génase vient du fait que la glutathion peroxydase en 

présence de glutathion réduit inhibe l'enzyme (26-2 0 ). 

Cependant, si d'après les données de la littéra­

tur e il est évident que les pe roxy des et probablement 

les radicaux libres sont impliqués dans la synthèse 

des leucotriènes vu le type de molécul es intermédiai­

re s (hydroperoxydes, époxydes), c ette notion d'impli­

qué n'est cependant pas toujours explicitée. De plus, 

tous ces travaux ont été réalisés sur des lipoxyg é nases 

différentes : soit de soja, soit d'animaux ou de 

cellule s différentes. 

En ce qui concerne la 5-lipoxygénase de leucocytes 

de bovin s , nous observons sur les figures 10 et 11 

une inhibition très nette par les Rydroperoxydes; 

cette inhibition paraît un peu plus accentuée dans 

le cas du cumène hydroperoxyde que dans l e cas de 

H 2 □ 2 • En effet, une concentration en cumène hydrop e r­

oxyde de 1 □- 6 M donne une inhibition de 63 % a lor s 

que la même concentration en H 2 □ 2 ne donne que 33 % 
d'inhibition. Dr les molécules H2o

2 
peuvent produir e 

des radicaux □ H · par la réaction d'Haber et Lleiss 

0 • (-) 
2 + + + OH 

Bien que d'un faible rendement (14), cette 

réaction produit des OH 0 qui devraient égalem ent avoir 

un effet sur la synthèse des leucotriènes. Ceci fera 

l'objet d'un autre travail. 



44. 

Ayant constaté 1 1 effet inhibiteur des hydroper­

oxydes sur la 5 - lipoxygénase de leucocytes de bovins, 

nous pouvions nous attendre à trouver un effet protecteur 

de la catalase et de la glutathion peroxydase, bien 

que ces deux enzymes peuvent ne pas avoir nécessaire­

ment le même effet sur la lipoxygénase. Ainsi, W. E. 

M. Lands (20) mentionne l'effet activateur des hydro­

peroxydes et inhibiteur de la glutathion peroxydase 

mais il constate cependant que la catalase ne protège 

pas complètem ent la lipoxygénase de soja. 

Sur la figure 12, nous constatons que la catalase 

n'a pas d'eff e t sur l'activité de la lipoxygénase. 

Ceci doit êtr e dû au fait que les hydroperoxydes d'hy­

drogène n'ont aucun effet a ctivateur sur la biosynthèse 

des l eu cotriènes (voir figure 11). Il est donc normal 

que la catalase , qui réduit la quantit é d 1 H 2 □ 2 présents 

dans l e milieu, n'ait pas d'effet inhibiteur sur la 

lipoxygénase. 

Il n'en est pa s de même pour la glutathion peroxy­

dase. Si l'on r e garde la figure 13 , on observ e une 

inhibition croissante de l'activit é de la 5-lip ox yg é­

nase pour de s conc en tration s croissante s en glutathi on 

peroxydase. 

Comme nous l' a von s vu dans la litt é ratur e , l es 

peroxydes qui jou e nt un rôl e dans la synthès e des 

leucotriènes sont le plus souvent des produits de r ea c­

tion de la lipoxyg é nas e elle-mêm e et non des H 2 □ 2 ou 

d'autres hydroperoxydes étrangers à la double cas cade 

de l'acide arachidonique. La glutathion peroxydase es t 

une enzyme capable de réagir avec ces hydrop e roxy des 

et de les transformer en hydroxyles. Certains hy droper­

oxydes (12-HPETE) ont un efffet activateur (7,27,20 ,26) 

et c e rtains hydroxyle s (15-HETE, 12-HETE) ont un 

ef fet inhibiteur (7,27) sur la régulation de l a 
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5-lipoxygénase. L'inhibition de la synthèse des leuco­

triènes que nous observons lors de l'incubation en 

présence de glutathion peroxydase et de glut a thion 

réduit s'accorde donc avec les données de la littéra­

ture. Cependant, cette inhibition est assez faibl e . 

Ceci pourrait s'expliquei par l e fait suivant: les 

hydroperoxydes seraient surtout utiles à l'activat ion 

de l'enzy me , ce qui raccourcirait la phase de latence. 

Dr c e tte phase de l a t ence dure tout au plus à peu près 

2 minutes (voi r figure 3) et notre incubation se pour­

su it durant 20 minut es . La réaction a donc le temp s de 

s'enclencher malgr é tout. La faible inhibition obs e rvée 

pourr~it ~tre due à l'abs en ce d'hydroperoxydes qui sont 

neutralis és par la glutathion pe roxy dase et qui dans 

les conditions norm a le s maintiennent plus haut l'acti­

vit é de la lipoxyg énas e durant tout e la réaction. Pou r 

observer l'effet d'activation des hydroperoxydes au 

début de la réaction e t donc l'inhibition presque 

totale par la glutathion pe roxydase, il aur ait fallu 

r éa liser l'incubation pen da nt des temps courts. Dans 

nos expérienc es, il faut des concentrations en glut a­

thion peroxy das e de l'ordre de 1 unité par ml pour 

atteindre 65 % d'inhibition. R.U.Egan (26) obs e rv e des 

inhibition s à des concentrat ions inférieures . Nous 

n'avons pas d 'explication a ctuellem ent sur ces diff é­

r e nces de sensibilit é de l'enzyme à la présenc e de 

glutathion peroxy dase . 

Enfin , il est à signaler que l'action des hydroper­

oxydes sur la cyclooxygénase est mieux connue (14). A 

faible concentration , ils activent la cyclooxygénase . 

Par contre, à forte concentratio n ils ont un effet 

inhibiteur. 
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sur l'activité de la lipoxygénase 
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H 2 □ 2 comme □ 2 ·(-) sont des molécules toxiques 

pour l'enzyme. De plus, lorsqu'elles sont mises en 

présence l'une de l'autre, elles peuvent former des 

radicaux hydroxyles qui sont très réactionnels. 

Afin d'être certains que ces molécule s sont 

éliminées au cours du dosage de la lipoxyg é nase, nous 

avons incub é l'enzyme simultanément en présenc e de 

catalase et de SOD . 

Pour chaque test, nou s avons dans chaque tube 

4 ,5 ml de surnag eant, du CaC1 2 2 mM final, de la 

catalase et de la superoxyde dismutase en concentra­

tions va riables et de l'acide arachidonique 1,6.10 - 5 

M final. L'incub a tion se réalise à 37 ° C durant 20 

minut e s. Nous n' a jouton s pas de catalase ni de sup e r­

oxy de dismut a s e dans le contrôle dont l'activité e n 

lipoxygénas e est posée ég a le à 100 %. Dan s l es dif­

fé rents tube s, l a catalas e a la même activité qu e 

c ell e de la SOD . 

Les résulta ts présentés à la figur e 14 montr ent 

qu e lor s que les deux enzymes sont pr é s ent s , l'acti­

vit é de la lipoxygénase se maintient à une valeur si­

milaire à c ell e du contrôle. 

III.3.2. Discu s si on 

Nous avons vu, à la figure 8, que la sup e roxy de 

dismuta se qui catalyse l a réaction suivant e 

+ o . (-) __ s_o_o~ H o 
2 2H+ 2 2 + 
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CATALASE ET SUPEROXYOE OISMUTASE CLOGunités/mU 

Figure 14 : Effet de la ca.talase et de la S0D sur 
l'activité de la lipoxygénase. 
Nous n'ajout ons pas de catalase ni de 
S0D au contrôle dont l'activité est posée 
égale â 100 % (Voir II.5.). 
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n'avait pas d'effet sur la lipoxygénase. Pourtant, 

ell e élimin e l e s radicaux □ 2 •(-) qui inhibent 

l'enzyme (figure 7). Cependant, on remarque égalem e nt 

qu e la S0D produit des peroxydes d'hydrogène. Le s 

H 2 □ 2 , nous l'avons ob s erv é sur l a figure 11, ont un e 

action inhibitrice lorsqu'ils sont en trop gran de 

qu a ntit é dan s l e milieu d'incubation. Est-c e dû à 

ce s de ux eff e ts antagoni s t e s (di minution d' □ 2 •(-) 
ma i s augment a tion d 1 H 2 □ 2 ) que nou s n'avon s obs e rv é 

qu e de faibl es modificati ons de l' a ctivit é de l a lipo­

xygén ase e n pré se nc e de quantit és croissante s de S00 

ou bien l es o2• (-) n'ont-ils pas d 'eff e t activ a teur 

s ur la lipoxyg é nase? 

Pour l e savoir , nous a vons testé simultan ément la 

catalas e et la S0D . La catalase élimine les H2o2 de la 

manière suivante : 

cat a la s e 
+ 

Nou s e s pé ron s ainsi ne plus a voir ni 

ni d 1 H2o2 dans le milieu d 'incubat ion. 

d ' O • (-) 
2 ' 

La figur e 14 nou s montre, par l a s tabi l it é de 

l'activit é de l' enzy me , que le s o2•(-) et H
2
o2 n'in­

tervienn ent pa s norm a lem e nt da ns l a synth èse des 

l eucotri è nes . 
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IV. CONCLUSIONS 

Dans ce travail, nous avons étudié le rôle des ra di­

caux libres et des hydroperoxydes dans la synthèse des 

leucotriènes. 

Nous avons mis en évidence que les radicau x superoxy­

des n'interviennent pas dans la synthèse des leucotriènes. 

Certains hydroperoxydes probablement dérivés de l'acide 

arachidonique auraient un effet activateur à faible con­

centration comme le suggère l'inactivation en présence de 

la glutathion peroxydase. 

Pour cl8turer ce travail, nous aimerions comparer 

nos résultats à ceux obtenus lors d'une recherch e parallè­

le qui traitait de l'action des mêmes molécules sur la 

cyclooxyg énase (14). 

Ces deux enzymes, la cyclooxygénase et la lipoxygéna­

se, synthétisent respectivem ent les prostaglandine s et 

les leucotriènes. Ces icosanoïdes ont certaines actions 

identiques et d'autres opposé es . Ils jouent aussi le rôle 

d'inhibiteurs ou d'activateurs dans la régulation des 

deux enzymes (13). Il était donc raisonnable de s'attendre 

à de nombreuses similitudes dans leur mode de régulation. 

D'autant que ces deux familles de produits dérivent d'un 

même précurseur: l'acide arachidonique. 

Il semble cependant que les superoxydes jouent un rôl e 

important dans le cas de la régulation de la cyclooxygéna­

se (14), alors qu'il n'en est de même pour la lipoxygénase. 

Ils activent la synthèse des prostaglandines à faibles 

concentrations mais pas la synthèse des leucotriènes. Les 

deux enzymes sont par contre inhibés aux plus grandes 

concentrations (14). 
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Le rôle des hydro pe roxy de s semble par c ontre pareil 

pour les deux enzyme s, mais avec une spécificit é beau­

coup plus importante pour la lipoxygénase. A faible 

conc entration, ils ont en général un effet activa teur e t 

aux plus fortes conc entrations, ils inhibent la cyclo­

oxyg é nase et la lipoxyg énase. La sensibilité aux hy dro­

peroxydes e s t cependant ne ttement moins grande pour la 

lipoxygén ase . Donc, le s hydroperoxyde s ne seraient pas 

aus s i essentiel s à la synthèse des leucotrièn e s alors 

qu'il s le sont pour la synthèse des pro s taglandine s . De 

plu s, il s em bl e qu e la spécificit é des effets activat eurs 

des hy droperoxyd e s soit beaucoup plus restreinte da ns l e 

cas de l a r é gul a tion de la lipoxygéna se pui s que ni le 

pero xyde d 'hydrogène, ni le cumèn e hydroperoxyde ne par­

vi en nent à activ e r l'enzyme et que la catala se n' a pa s 

provoqu é d'inhibition de l a synth è se des leucotrièn es. 

Pour pouvoir compl é ter cette compara ison, il aurait 

été utile d'étu di e r l e rôl e de s hydroxy des ain s i qu e des 

radic a ux hy droxyles s ur l a lipoxyg é na se . Il s sont connu s 

pour a voir un eff e t né fa s te s ur la cyclooxyg é nas e (1 4). 

Enfin , il faut au ss i soulign e r comme plu s ieur s artic­

les (7 , 10 ,1 3 , 16, 20 , 23,24 ,2 5 , 27,29 ) l e font qu e l es diff é­

rent s fact eurs con s i dé r és da ns ce trav ail et d 'autr es 

e ncor e n' a gi sse nt pa s i s ol éme nt ma i s forment un entr el a c s 

d'i nt e r a ctions entr e eux qui re nd la r é gul a ti on de c es 

enzy mes trè s difficile à c e rner. 

No us e spérons malgr é tout qu e ces quelqu es con s t a t a ­

tion s pourront a i de r à f a ir e progress e r l a c om pr éhe ns i on 

de l a r é gulation compl e xe de toute c e tt e machin e ri e 

e nz yma tiqu e .impliqu ée dan s l es r éa ctions inflammatoir es 

et a llergiques. 

Comm e nous l'avon s dit plus haut, il s e r a it bon de 

pour su ivr e c e tr a vai l en é tu di ant l' effe t de s r ad ica ux 
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hydroxyl e s sur l'activité de la lipoxygénase. De plu s , 

vu les résultats obtenus sur cellules entières par 

A. Houben et G. Lenoir au laboratoire, il serait aussi 

intéressant de tester l'effet direct d'antioxydants sur 

l'enzyme. Sur cellules entières et animaux, ils inhibent 

les processus qui nécessitent la production des l eucotri­

ènent. Ceci pourrait être une voie d'approche pour éluci­

der les mécanismes de la régulation de la 5-lipoxygénase. 
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