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PACS 87.80 +s Biophysical instrumentation and techniques
PACS.87.90.+y Other topics in biophysics and medical physics

Rdsum4. Une mdthode expdrimentale utilisant simultandment diffdrents traceurs
+~ a dtd

ddveloppde pour dvaluer l'inflammation
m mvo Des expdriences out dtd rdalisdes chez le cobaye

anesthdsid pour tester l'effet pulmonaire d'agents inflammatoires. Des globules rouges, de l'al-

bumine et des cellules mflammatoires (plaquettes
ou

leucocytes) radiomarquds respectivement

au technetium 99m, h l'iode 131 et h l'mdium ill sont injectds
i-v

Leurs radioactivitds sont

mesurdes sur une rdgion pulmonaire par ddtection exteme et sur des dchantillons sanguins au

compteur puit. I partir de ces mesures sont dvaludes les variations des contenus pulmonaires en

globules rouges, en albumine extravasculaire et en leucocytes non circulants lors d'une stimula-

tion mflammatoire. Ces paramAtres sont corrdlds aux modifications de la perfusion, des (changes
vasculaires et de la sdquestration leucocytaire. La fiabilitd de la mdthode et la signification des

paramAtres dvaluds sont discut4es

Abstract. An experimental method using simultaneously different i emiter tracers was de-

veloped to evaluate inflammation
m mvo. Experiments were performed on the anaesthetized

guinea-pig to test pulmonary effects of inflammatory agents. Red blood cells, albumin and
in-

flammatory cells (platelets
or

leucocytes) radiolabelled with 99m technetium, 131 iodine and ill

mdium respectively were injected
i-v- Their radioactivities were measured on a pulmonary region

by external detection and on blood samples in a well type counter. From these measurements

variations of the lung contents in red blood cells, extravascular albumin and non circulating
leucocytes during inflammatory stimulation were evaluated These parameters are indexes of

blood perfusion, vascular exchanges and leucocyte sequestration respectively Fiability of the

method and meaning of the parameters evaluated are discussed.

(*) e-mail mbureau©infobiogen fi Adresse actuelle. U&1R133/RPR, Rh6ne-Poulenc-Rorer CRVA,
BP 14, 94403 Vitry-sur Seine, France
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Glossaire

Radioactivitds

ALB radioactivit4 de l'albumine mesurde sur une rAgion pulmonaire par dAtection

externe

alb radioactivit4 de l'albumine mesur4e sur un Achantillon sanguin au compteur
puit

C radioactivitA des cellules inflammatoires mesur4e sur une r4gion pulmonaire

par dAtection externe

c
radioactivitA des cellules inflammatoires mesurAe sur un

Achantillon sanguin

au compteur puit
RBC radioactivitA des globules rouges mesurAe sur une rAgion pulmonaire par

ddtection exteme
,

rbc radioactivitA des globules rouges mesurAe sur un
Achantillon sanguin au

compteur puit

qi, q2, q3 quantitAs de radioactivitAs injectAes en cpm pour ~~~Tc, ~~~In et ~~~I

Qi, Q2, Q3 les mAmes quantitAs corrigAes pour les mesures etternes.

Indices et coefficients

t temps de la mesure

0 temps de rAfdrence habituellement 30 minutes aprAs I"injection de l'albumine et des

globules rouges radiomarquAs
F valeur du rapport ALBlalb 30 minutes aprAs l'injection de l'albumine radiomarquAe
Kt rapport RBCI/RBCO
A valeur du rapport, [(~~~Tc/~~~In) mesurA par detection externe / (~~~Tc/~~~In)

mesurA au compteur puitj pour une solution oh ~~~Tc et ~~~In sont mAlangAs.

Parambtres

% ALB~V,t pourcentage du contenu vasculaire en albumine radiomarquAe au

temps 0 qui se trouve dans l'espace extravasculaire au temps t
,

(ALB~V /ALBbiood)t rapport des radioactivitAs de l'albumine dans les compartiments
extravasculaire et sanguins sur une rAgion pulmonaire au temps t

% RBCt pourcentage du contenu pulmonaire en globules rouges radiomarquAs
relativement h sa valeur initiale au temps 0

ctotai.t pourcentage de cellules radiomarquAes circulantes relativement h la

quantitA injectAe au temps t

Cmt pourcentage de cellules inflammatoires non circulantes relativement

au contenu initial en globules rouges dans la rAgion pulmonaire
observAe au temps t

lhcmt variation de Cmi relativement h sa valeur au temps de r4fArence 0.

Introduction

L'accumulation de leucocytes et l'augmentation des (changes vasculaires au niveau d'un organe

sont des signes majeurs d'une rAaction inflammatoire h son d4but. Quand les possibilit4s de

drainage lymphatique sont d4pass4es, l'accroissement du flux liquidien du sang vers les tissus

conduit h la formation d'un cedAme. Il est suppos4 que l'activation des leucocytes recrut4s par les

agents inflammatoires est une cause essentielle d'une hyper permAabilisation de l'endothAlium

vasculaire [1-3j ayant pour consAquence l'augmentation des flux de solut4s et de hquide du

sang vers les tissus.
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DiffArents auteurs se sont int4ress4s h l'Avaluation soit de l'accumulation de cellules inflam-

matoires [4-6j soit des (changes entre le sang et les tissus ii, 8j.
Je propose ici une mAthode d'utilisation de traceurs radioactifs combinant ces deux types

de mesures ce qui permet plus facilement de dAterminer une corrAlation Aventuelle entre effets

leucocytaires et vasculaires. La prAparation animale choisie est le cobaye anesthAsi4 et l'organe
dtudid est le poumon. Les traceurs sont des Arythrocytes radiomarquAs au technetium 99m

(~~~Tc) comme traceur de rdfArence vasculaire, de l'albumine s4rique radiomarquAe h l'iode

131(~3~I) comme traceur d'4change vasculaire et enfin des cellules inflammatoires (neutrophiles;
40sinophiles, plaquettes...) radiomarquAes h l'indmm II I (~~~In) dont on pourra suivre le re-

crutement par l'organe AtudiA. Suite h l'injection I v.
des trois traceurs, leurs radioactivitAs sont

mesurAes au niveau de l'organe 4tud14 h l'aide d'une sonde de d4tection exteme et sur des Achan-

tillons sanguins au compteur puits. Ainsi sont suivis simultan4ment l'4volution des contenus en

globules rouge-~~~Tc,
en

albumine-~~~I extravasculaire et en cellules mflammatoires-~~~In
non

circulantes de l'organe cible, les deux demiers paramAtres Atant obtenus grlce h la soustraction

de la contribution sanguine. Ces paramAtres sont respectivement des index du volume sanguin,
des (changes trans-endothAliaux de l'albumine et du recrutement des cellules inflammatoires.

Le mode d'expression adopt4 pour les r4sultats permet la comparaison des contenus sanguin
et tissulaire en cellules inflammatoires. Cette mAthode a AtA dAcrite et utilisAe dans le cadre de

diffArentes 4tudes de l'inflammation pulmonaire [9-13j. Le but de cet article est de reprendre en

dAtail la description des calculs et de la procAdure expArimentale et de discuter la signification
des paramAtres 4valuds h partir de la prAsentation de quelques rAsultats.

1. Mdthode

1-1- PROTOCOLE GLNLRAL. Le montage expArimental est dAcrit figure I. Le cobaye est

anesth4s14, curaris4 et venti14. La mise en place d'un cath4ter carotidien et d'un cath4ter

jugulaire permettra les pr4lAvements sanguins et les injections. Une sonde de d4tection de

la radioactivit4 1 (Na-I cristal, 2" x 2", Aptec, USA), collimat4e par un chapeau en plomb
(Fig. 2), est placAe au contact d'une r4gion du thorax droit, au-dessus du poumon (diamAtre
du champs de mesure =

I cm) (Fig. 3). Des cellules radiomarqu4es h I"indium III (~~~In)
(plaquettes, neutrophiles, 40sinophiles...) puis 2 h 3 heures plus tard, des globules rouges et

de la s4rum albumine humaine radiomarqu4s respectivement au technetium 99m (~~~Tc) et h

l'iode 131 (~~~I) sont inject4s par le cath4ter jugulaire. Une saisie "on line" des radioactivit4s

est r4alis4e toute les 33 secondes avec un temps actif de mesure de 30 secondes sur trois fenAtres

d'Anergie (l13-157, 160-276, 330-411 kev pour ~~~Tc, ~~~In et ~~~I respectivement) grice h la

connexion de la sonde gamma h une carte d'interface (Intertechnique, Soft Interwin, les Ulis,
France) implantAe dans

un
ordinateur (Dell 450 MY). Les valeurs moyennes de recouvrement de

spectre des 3 traceurs dans les fenAtres d'4nergie choisies ont AtA donnAes dans une publication
prAc4dente [10j. Elles sont syst4matiquement redAterminAes pour chaque exp4rience.

La dAtection externe des radioactivitAs pulmonaires dAbute juste avant l'injection de globules

rouges et d'albumine radiomarquAs et le premier prAlAvement sanguin est rAahsA 30 minutes

plus tard. AprAs quelques points de ligne de base,l'agent testd pour ses effets pulmonaires est in-

jectd par voie intraveineuse (catheter jugulaire)
ou intratrachAale. Les radioactivitAs sanguines

et plasmatiques des Achantillons pr4levAs avant et aprAs stimulation sont mesurAes dans
un

compteur gamma puits (LKB Wallac, 1282 Compugamma, Turku, Finland). Les donnAes san-

guines sont ensuite mAmonsAes sur un fichier informatique. Lors d'une demiAre dtape, le traite-

ment informatique des fichiers contenant les valeurs des radioactivitAs pulmonaires et sanguines
permet de calculer pour diffArents temps les contenus pulmonaires en globules rouges-~~~Tc,

en
albumine-~~~I extravasculaire et en

cellules-~~~In (plaquettes, neutrophiles, Aosinophiles...)
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Traceurs :
trythrocytes,Tc Mm ORDINATEUR

Aibumine-1131

Leucocytes -iN ill

au Plaquettes

Ddtecteur

Gamma

i~
COBAYE

Prdlbvemenls

~$~~f(~([,~~

Injection de traceurs

et des

paramktres finaux Radioactivitk pulmonaire like aux krythrocytes
b i'aibumine extravascuiaire

aux ieucocytes

au plaquettes skquestrdes

° 60 mm / 240 mm 270 mm 300 mm/
/ /

p~~p~~~t,~~ Injection cellules Injection A)bumme Injections

d~~ ~~jj~j~~ radiomarqudes et erflhrocfles Premier agonistes
radiomarquds Pr4)evement antagonistes

Fig. I. Montage expdrimental La sonde de ddtectection de la radioactivitd gamma est placde au

contact du thorax face au poumon droit Le support de la sonde permettant d'ajuster sa position n'est

pas reprdsentd. En bas du schdma est indiqud le ddroulement des diffdrentes dtapes de l'expdrience.

[Experimental design. The probe to detect radioactivity gamma was placed m
front of the right lung

region at contact of the chest. The system allowing to adjust the detector position is not shown. At

bottom is indicated the time course of the different experimental steps

non circulantes. Pour compldter la discussion de la signification des paramAtres mesurAs sont

utilisAs les rAsultats d'expAriences de lavage bronchoalvAolaire qui permettent d'estimer un

nombre de leucocytes infiltrAs jusque dans la lumiAre des voies aAriennes lors d'une stimulation

inflammatoire. Les lavages sont rAalisAs sur l'animal anesthAsiA selon une procAdure dAcrite par

ailleurs [14j.

1.2. TRACEURS. L'albumine, les Arythrocytes et les plaquettes (PL) ou leucocytes (neu-
trophiles, Aosinophiles, ...) sont radiomarquAs respectivement h l'iode 131, au technetium 99m

et h l'indium II I.

L'albumine-~~~I est fournie par Cis Biointernational (Gif-sur-Yvette, France) Les PL sont

isolAes h partir de 3 ml de sang du cobaye d'expArience, prAlevAs sur citrate de sodium

(3,8 x
10~ g ml~~ sang), et radiomarquAes h l'oxynate d'indium III (Cis Biointernational,

Gif-sur-Yvette, France) selon une procAdure dAcrite par ailleurs [6j. Notons quo l'addition de

prostacyclme (PGI2) h une concentration finale de 10~~ M permet d'Aviter l'activation pla-

quettaire en cours de s4paration. Ces PL sont r@inject4es au cobaye par le cath4ter jugulaire

(400 x
10~ cellules). '
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Corps de

la sonde

support

en laiton

criw~ai

Isolation en

Plomb

Fig. 2. Collimatage de la sonde de d4tection de la radioactivit4 gamma. Le diamAtre de l'orifice est

de I cm La distance de cet orifice h la surface de d4tection du cristal NA-I est de 3 cm La surface de

ddtection utilisable reprdsente 88,5 i~ de la surface totale. L'dpaisseur de la protection en plomb est

de 0,8 h I,I cm L'ensemble du schdma est h l'dchelle.

[Collimating of the gamma probe. Diameter of the aperture is of I cm The distance of the aperture

to the detection area of NA-I cristal is of 3 cm. Usable detection area represents 88.5il of the total

area. Thickness of the lead protection is of 0 8 to I I cm The whole sketch is at scale.]

~°~~ ~~ ~'~~~~~
Poumons

Coeur

Foie

Fig 3 Zone de dAtection de la radioactivitA pulmonaire. La radioactivitA est dAtectAe sur une zone

(diamAtre
=

I cm) du poumon droit Afin de limiter l'interf4rence de la radioactivitd cardiaque le corps

de l'animal est pench4 sur la gauche.

[Detection area of the lung radioactivity. Detection of the radioactivity was performed on a
limited

area
(diameter

=
I cm) above the right lung Body of the animal was turned on the left to limit

interference of heart radioactivity.]

Les techniques permettant d'obtenir un type leucocytaire pur tel que les polynuclAaires
neutrophiles II 5j ou les polynucl4aires 40sinophile [16,17j n4cessite un animal donneur. Il semble

important de pouvoir utiliser des cellules autologues [18j. Ainsi dans de nombreuses exp4riences

nous avons utilisA une technique de sdparation des leucocytes sanguin de l'animal d'expArience.
Les leucocytes sont obtenus h partir de 2 ml de sang selon la technique dAcrite par Sweatman

et al. [18j. Ces leucocytes sont en grande partie des polynuclAaires neutrophiles (> 60 %,
Ref. [13j).
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Quelle que soit la cellule utilis4e et son mode d'obtention, h chaque (tape l'autoactivation

est limit4e par l'utilisation d'un tampon sans calcium ni magn4sium (DulbAco KCI 0,2 g
KH2P04 0,2 g

,

Nacl 8 g Na2HP04 2,16 g H~O qsp I litre) et I"addition de PGE2 (Sigma,
St Louis, MO) h une concentration finale de I h j x

10~~ M. Les leucocytes sont ensuite incub4s

avec le tropolonate d'indium III obtenu par ni41ange du chlorure d'indium ill(CIS)
avec du

tropolone (Sigma) (10 h 20 /tCi ~~~In pour 5 h 40 x
10~ cellules/ml, concentration finale en

tropolone entre 3 et 5 x
10~~ M) pendant 5 minutes selon le protocole d4fini par Dampure

et al. [4j. Les cellules sont alors lavAes deux fois avec du tampon puis resuspendues dans du

plasma additionn4 de prostacycline (Sigma) (10~~ M) et inject4es I.v. au cobaye (0A h 0,7 ml)
Notons que la prostacycline ou la prostaglandine E2 utilisAes lors de la sAparation des pla-

quettes ou des neutrophiles sont rapidement m4tabolis4es m muo et ne modifient donc pas nos

rAsultats.

Les 4rythrocy.tes sont radiomarqu4s au technetium 99m selon la proc4dure d4crite dans la

trousse de radiomarquage fournie par le CEA ORIS (France). En bref, 2 ml de sang sont pr41ev4s

sur citrate de sodium (3,8 x
10~~ g ml~~ de sang), et 0,5 ml d'une solution de pyrophosphate

d'4tain (dans du Nacl 9 %o sont ajout4s. Cinq minutes plus tard les cellules sont lav4es dans

du Nacl 9 %o h4parin4 (1000 UI d"h4parine l~~ puts incub4es avec le ~~~Tc pendant 5 minutes.

Les cellules sont ensuite lavAes deux fois dons Na Cl 9 %o hAparin@. Enfin, les Arythrocytes-
~~~Tc sont mAlangAs avec de la sArum albumine humaine ~~~I avant l'injection intraveineuse.

1.3. CALCULS. Dans ce qui suit les termes en minuscules d4signent des radioactivit4s

sanguines mesur4es
au compteur puits, les termes en majuscules des radioactivitAs mesurAes

par d4tection externe sur une r4gion pulmonaire. Soit rbc et RBC pour la radioactivit4 l14e

aux globules rouges; alb et ALB pour l'albumine, enfin c et C pour les cellules inflammatoires

(leucocytes, plaquettes. .).

1.3.1. Corrections de recouvrement de spectre. Les radioactivit4s mesur4es pour chaque

isotope sont corrig4es des radioactivit4s additionnelles dues aux deux autres isotopes. Les

4quations de correction sont d4termin4es grhce h la r4solution d'un syqtAme de trois Aquations
h trois inconnues.

1.3.2. Calculs surles radioactivjtAs des dcl~antjllons sangwns

Normalisation des radioactivitds. La radioactivit4 de chaque traceur est exprim4e pour un

ml de sang ou de plasma en % de la quantit4 de radioactivitA injectAe (cpm). Dons ce qui suit

il s'agira toujours de calculs portant sur des radioactivitAs ainsi normalisAes.

Calcul de l'hAmatocrite. La mesure de radioactivitA de l'albumine-~~~I dans le sang et

le plasma permet de calculer l'hAmatocrite (Hct) de chaque Achantillon sanguin d'aprAs
Hct

=
I (albsanglalbpiasma) avec alb radioactivitA normalisAe de l'albumine. I noter que

cet hAmatocrite diffAre d'un hAmatocrite dAterminA par centrifugation. Ce dermer dApend du

volume relatif en globules rouges auquel se rajoute un petit volume de plasma emprisonnA de

l'ordre de 1,3 % du volume cellulaire pour un sang "normal" [19j.

Correction de l'Alution du traceur. La radioactivit4 non l14e aux cellules est prise en compte

comme suit

Xt " zbiood,t (~piasma,t(I Hct))

avec zt radioactivit4 liAe aux cellules (cellules inflammatoires, globules rouges) dons le sang au

temps t.

zbiood,t et zpia~ma,t radioactivitAs mesurAes dans le sang et le plasma h ce mAme temps t.
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Proportion des cellules inject4es restant dans la circulation. Le pourcentage total des cel-

lules inject4es qui restent circulantes h un temps t est donnA par

Ctotai,t "

(ct/rbct)100

avec c et rbc radioactivit4s des cellules inflammatoires et des Arythrocytes respectivement

1.3.3. Calcul des contenus de l'organe 4tud14 en 4rytrocytes TC-99m, en albumine 1-131

extra~.ascu1aJre et en cellules jnflammatojres IN-111 non cJrcu1antes

Variation du contenu de l'organe en Arythrocytes. Ces variations sont exprimAes en d'une

radioactivit4 basale de rAfArence qui est, dans nos exp4riences, la radioactivitA moyenne avant

la stimulation par un agent inflammatoire.

Albumine extravasculaire. La valeur de la radioactivit4 ~~~I liAe h l'albumine extravasculaire

pour la rAgion de l'organe observAe au temps t est exprim4e en pourcent de la radioactivit4 de

l'albuniine mesur4e h un temps initial de r4fArence (0) dons la mAme rAgion. Soit

%ALBeV,t
"

[ALBtotal,t ALBblood,t)loo/ALBtotal,0 II)

=
[ALBtotai,i (albi x F x Ki))100/ALBtotai.o (2)

"
ALBevtloo/ALBtotal,0, 13)

avec ALB la radioactivitA de I"alhumine mesur4e par d4tection externe sur une rAgion de l'or-

gane, et alb la radioactivitA mesurAe sur un
4chantillon sanguin. L'indice "ev" indique qu'il

s'agit d'une radioactivit4 dans l'espace extravasculaire. L'indice "total" indique qu'il s'agit de

la somme des radioactivitAs sanguines (blood) et extravasculaires pour la r4gion considAr4e Les

indices t et 0 sont pour le temps de la mesure et le temps initial de r4f4rence qui est g4n4rale-

ment le dernier temps de pr4lAvement sanguin avant l'injection de l'agent test4 F
=

ALBlalb
30 minutes aprAs l'injection d'albumine radiomarqu4e, ce traceur a alors eu le temps de se rA-

partir dans l'ensemble du volume sanguin. Bien que de l'albumine radiomarqu4e ait sons doute

quittA le compartiment vasculaire durant cette pAriode, cela ne modifie pas significativement
la valeur de F, qui reste quasiment constante entre 5 et 60 minutes aprAs l'injection I-v- du

traceur (Fig. 4).
Ki clans l'Aquation (2) est un

facteur qui permet de corriger l'effet des variations de volume

sanguin.
Ki

"
RB Cl /RB Co, avec RBC la radioactivitA des Arythrocytes mesur4e par dAtection externe

sur la r4gion AtudiAe.

Dans la pratique c'est l'4quation (2) qui est utilis4e dons les programmes de calcul. Enfin le

rapport des radioactivitAs de l'albumines dons les compartiments extravasculaires et sanguins

est donnA par
ALB~V

ALBbiood

Contenu en cellules inflammatoires non circulantes. Le mode de calcul utilisA ci-dessus pour

obtenir la valeur de la radioactivit4 l14e h l'albumine extravasculaire ne peut pas Atre employA

pour les cellules mflammatoires, puisque celles-ci ne sont h aucun moment exclusivement san-

guines. DAS leur injection, les cellules inflammatoires radiomarqu4es sont partiellement s4ques-

tr4es dans les lits vasculaires des organes.
Afin de rendre compatibles les expressions des radioactivit4s pulmonaires et sanguines, pour

pouvoir les soustraire, nous avons r4alis4 2 op4rations.

1) La normalisation aux quantit4s radioactives inject4es.
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5

4

F ~ ~+~ i I--

2

0 10 20 30 40 50 60 t (min)

Fig 4. Absence de variation du coefficient F en fonction du temps. Valeurs moyennes + SEM du

coefficient F In
=

5 animaux) L'albumme radiomarqude est injectde h t
=

0 min

[Lack of variation of the coefficient F with time. Values are mean + SEM of the coefficient F In
=

5

animals). Radiolabelled albumin was injected at time 0 minute.]

2) L'utilisation des rapports des radioactivit4s normalis4es des cellules inflammatoires (~~~In)

sur celle des 4rythrocytes (~~~Tc), ce qui permet

d'Atre ind4pendant du mode de mesure (par unitd de surface en ddtection externe,

par unitA de volume au compteur puits)

d'exprimer le contenu en cellules inflammatoires relativement au contenu en 4rythro-

cytes. Le facteur de conversion A permet de dAterminer la valeur de la radioactivit4

qui serait mesurAe par dAtection externe quand on dispose de la radioactivitA me-

sur4e au compteur puits. Ainsi, pour un m41ange de technetium 99m (~~~Tc) et

d'indium III (lllln)
nous avons

(~~~Tc / ~~~In mesurd par dAtection exteme

=
-4 (~~~Tc/~~~ In) mesurd au compteur puits. Il s'en suit que

off qi et q2 sent les valeurs des quantit#s de radioactivit# inject#es pour 99~'Tc et

~~~In mesurAes au compteur puits et Qi et Q2 sont les valeurs correspondantes

pour normaliser les radioactivit4es mesur4es par d4tection externe. Qi et Q2 peu-

vent 4galement Atre d4termin4es en mesurant la radioactivitA maximum des tra-

ceurs considArAs, dans la zone de mesure pour la dAtection externe, juste aprAs leur

injection.

Ainsi, connaissant Qi/Q2,
nous pouvons calculer le rapport des radioactivitAs pulmonaires

normalis4es des cellules inflammatoires (C)
sur celle des 4rythrocytes (RBC) au temps t, i e.

(C/RBC)total,t.
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En tenant compte des variations du contenu en Arythrocytes h l'aide du coefficient Ki l'ex-

pression (C/RBC)total,t x Kt x 100 repr4sente le pourcentage total des cellules inflammatoires

dans l'organe 4tud14 relativement h son contenu initial en Arythrocytes. Enfin la soustraction

de la contribution sanguine h cette valeur donnera le pourcentage de cellules inflammatoires

radiomarquAes non circulantes relativement au contenu initial de l'organe en Arythrocytes. Ceci

est donnA par

Cmt
=

((C/RBC)total,i (c/rbc)blood,1)100Ki, (5)

avec (c/rbc)blood,i le rapport des radioactivitAs normalisAes des cellules inflammatoires sur

celles des Arythrocytes dons le sang.
Puisque le rapport (c/rbc)blood,t tel que mesurA avec le compteur puits est Aquivalent h

(C/RBC)blood,t tel qu'il serait mesur4 par dAtection exteme, comme prAvu nous avons

Cmt
"

(Ctotai Cbiood)t100/RBCO' (6)

Au temps t la variation de Cmt vis-h-vis de sa valeur au temps de rAfArence 0 est donn4e par

~cmi
=

Cmt Cmo. (7)

Ce paramAtre reprAsente le contenu additionnel de l'organe en cellules inflammatoires
non circu-

lantes relativement h son contenu initial en Arythrocytes. Les radioactivitAs Atant normalisAes

et les 4rythrocytes radiomarqu4s 4tant un traceur de r4f4rence vasculaire, ce paramAtre est

4galement 4quivalent au pourcentage des cellules radiomarqu4es inject4es qui sont s4questrAes

par l'organe au temps t. En consAquence, si les cellules s4questr4es ne retournent pas dons la

circulation, le rapport de cette valeur h celle de la r4duction du contenu sanguin repr4sente la

valeur de la contribution relative de l'organe h la sAquestration des cellules.

Deux reprAsentations des rAsultats sont utilisAes

1) 1hCmi100/Cbiood,o est le pourcentage de cellules circulantes au temps 0 sAquestrAes par

l'organe au temps t.

2) 1hCmt100/Co est la sdquestration cellulaire en pourcent de la sAquestration basale.

Pour conclure cette partie indiquons que l'ensemble de ces calculs est basA sur l'hypothAse que

l'hAmatocrite au niveau de l'organe diffbre peu de l'h4matocrite syst4mique. En ce qui concerne

le poumon cette diff4rence est de l'ordre de 10 % [20j. Les effets des variations d'h4matocrite

en fonction du temps sur la valeur de Ki sont Agalement nAglig4s. Il est d'autre part supposA

que la concentration en leucocytes du sang artAriel pAriphArique est peu diffArente de celle du

sang au niveau du lit vasculaire pulmonaire

1.3.4. Programmes de calculs. Pratiquement, les radioactivitds mesurdes par dAtection ex-

terne au niveau de l'organe 4tudiA et sur Achantillons sanguins au compteur putts sont mAmo-

ris4es sous forme de fichiers ascii. Au compteur puits les effets de recouvrement de spectre des

trois traceurs sont automatiquement corrigAs en fonction de mesures prdliminaires sur des stan-

dards des trois isotopes. Pour les mesures de dAtection externe il a fallu inclure cette procAdure
de correction dans les programmes de calcul Les fluctuations de la radioactivitA dAtectAe sont

lissAes en moyennant les valeurs saisies deux par deux. Les radioactivit4s corrig4es sanguines et

pulmonaires de ~~~Tc, ~~~In et ~~~I pour chaque temps de mesure sont m4morisAes sur fichier.
I

ce premier stade il est possible d'obtenir les courbes de variation en fonction du temps des

radioactivit4s pulmonaires des trois traceurs qui sent la rAsultante des ,fariations tissulaires et

sanguines.
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Au niveau sanguin les radioactivitAs des trois traceurs sont exprimAes en
% par ml, des ra-

dioactivitAs injectAes Les r4sultats sont corrigAs des radioactivitAs Alu4es. Peuvent ensuite Atre

calculAs pour les diffArents temps de prAlAvement le volume sanguin, le volume plasmatique,
l'h4matocrite, le % par ml des cellules radiomarqu4es inject4es circulantes.

Dans une derniAre (tape quand le temps de mesure pulmonaire correspond h +0,3 minutes au

temps de mesure sanguine, les calculs de soustraction de la contribution sanguine sont rAalis4s.

Sont ainsi AvaluAs les contenus pulmonaires en

albumme extravasculaire en de la radioactivit4 sanguine basale de l'albumine

cellules radiomarqu4es s4questr4es en
% de leur radioactivit4 circulante basale ou en %

de leur radioactivitA sAquestr4e basale.

1.3.5. Statjstjques. Les valeurs donnAes sont les moyennes + SEM ((cart type/racine de

n) d'expAriences r4alis4es sur plusieurs animaux. Les comparaisons statistiques entre groupes

d'animaux sont r4alis4es h l'aide du test non param4trique de Fisher.

2. R4sultats sur le poumon de cobaye

Ce modAle exp4rimental a 4t4 utilis4 pour (valuer l'effet de diff4rentes conditions inflammatoires

au niveau pulmonaire chez le cobaye. Dans une premiAre partie seront pr4sentAs les diffArents

faits qui permettent de consid4rer que cette m4thode produit des rAsultats valides. Dans une

deuxiAme partie la signification physiologique des paramAtres Avalu4s sera discut4e h partir de

quelques exemples

2.I. iiALIDATION DE LA MLTHODE. La fiabilitA de la dAtermination des diffArents para-

mAtres a At4 4valu4e dans le premier article pr4sentant le modAle [9j. En r4sum4

2.1.1. S41ectjvitA Chez les petits animaux comme le cobaye, la valeur de la radioactivitA

d'un organe, mesurAe par dAtection exteme, risque d'Atre modifiAe par la radioactivitA des

organes voisins. Nous avons pu limiter fortement ce type d'interfArence en collimatant la sonde

de dAtection avec un chapeau de plomb. La s41ectivit4 de la mesure de radioactivitA vis-h-vis

de l'organe consid4r4 avait 4t4 AvaluAe en comparant les valeurs des rapports de radioactivitA

~~~ In / ~~~Tc et ~~~I /~~~Tc
sur une r4gion pulmonaire et sur le poumon iso14 juste aprAs sacrifice

de l'ammal (provoqu4e par une surdose d'anesth4sique). Ces mesures montraient que le rapport
~~~In/~~~Tc ne variait pas alors que le rapport ~~~I/~~~Tc 4tait sup4rieur de prAs de 30 % pour

les mesures m muo ce qui mdiquait une interf4rence de la radioactivit4 ~~~I des organes voisins.

Avec le collimatage actuel la diff4rence est moindre (12 h 20 % ). Il est probable que ce dAfaut

de s41ectivit4 de mesure de la radioactivitA ~~~I affecte partiellement l'4valuation du contenu

pulmonaire en albumine extravasculaire. Il est h noter que l'utilisation d'une gamma camAra

sur de petits ammaux est envisageable [21j. La d4finition des zones de mesures est alors plus
pr4cise et il est possible de suivre l'4volution des radioactivitAs sur plusieurs organes.

2.1.2. ElLet du volume courant. Au niveau d'un organe comme le poumon, la radioactivitA

des compartiments sanguins et tissulaires He doit pas Atre influencAe par les variations du

volume d'air dans les alvAoles, ce qui est le cas [9j. En effet une augmentation du volume

courant de 10 h 20 ml kg~~ induit une rAduction de radioactivitA de 6,7 + 1,9 % (SE,
n =

3)
Pour une variation de 10 h 15 ml kg~~, aucune diminution de radioactivitA n'est dAtectable.

L'inflation alvAolaire durant le bronchospasme 4tant largement inf4rieure h 100 %, cet effet

peut Atre n4glig4
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Tableau1. Ejfets di~ fMLP et di~ LPS si~r les ni~mdrations sangi~ines en lei~cocytes froids
et radiomarqi~ds. Valei~rs moyennes + SEM (n

=
4 d lo ammai~z) des poi~rcentages de

ua-

nation de la ni~mdration sangi~me des lei~cocytes et de la radioactimtd ride d des lei~cocytes
injectds (lei~cocytes*) d des temps donnds aprds injection i u. de fMLP (10 /tg kg~~ )

oi~ de

LPS (I mg kg~~ ).

[Effects of fMLP and LPS on radiolabelled and native blood leucocyte counts. Mean + SEM

In
=

4 to 10 animals) values of percent variations of blood leucocyte counts and radioactivity
bound to injected leucocytes (leucocytes*) at given times after fMLP (10 /tg kg~~) or LPS

II mg kg~~)
i.v.

injection.]

Agent fMLP 10 /tg kg~~ I.v. LPS I mg kg~~ I.v.

inflammatoire

temps 10 min 10 min 90 min

Leucocytes -49,5 + 8,4 In
=

4) -56,9 + 4,1 In
=

6) -60,2 + 4,3 In
=

6)

Leucocytes* -59,5 + II In
=

10) -51,4+9,3 In
=

10) -85,7+4,1 In
=

10)

2.1.3. Fluctuations de radjoactjvjtA. La variation pAriodique de radioactivitA due au mou-

vement pulmonaire et h la pulsation cardiaque est moyennAe sur le temps d'une mesure de

30 secondes (frAquence cardiaque 200 h 400 cy.ales min~~, frAquence respiratoire imposAe
60 cycles min~~ ). Il existe cependant une

fluctuation de la radioactivitA d'une mesure h l'autre,
probablement l14e au dAtecteur, qui est d'autant plus faible, relativement, que la radioactivitA

injectAe est importante. Cet effet est rAduit par le lissage des courbes. Dans nos conditions

expAnmentales il est nAgligeable.

2.1.4 Rdfdrence vascu1aJre. Les Arythrocytes radiomarquAs sont effectivement un traceur de

rAfArence vasculaire s'ils restent tous dans le compartiment vasculaire. Ce point avait AtA vArifiA

dans le premier travail [9j. Ainsi la perte en Arythrocytes radiomarquAs injectAs n'excbde pas

2,5 %
en I heure.

2.1.5. Qualjtd des cellules. Les cellules inflammatoires radiomarquAes (plaquettes, leuco-

cytes) doivent rApondre in muo comme les mAmes cellules sanguines non radiomarquAes. Dans

le travail de 1989 [9j nous avions vArifiA d'une part que peu de cellules Ataient dAtruites (test
d'exclusion au bleu trypan) par les opArations de radiomarquage, d'autre part que ces cellules

rApondaient m intro h l'un de leurs activateurs (fMLP) comme les cellules non radiomarqu4es.
Ces tests ne permettent cependant pas d'affirmer que les cellules radiomarquAes rApondent

comme les mAmes cellules chez l'animal m siti~. Une approche plus convaincante est de com-

parer le mAme type de rAponse cellulaire m muo avec les cellules radiomarquAes et non ra-

diomarquAes de l'animal. Ces demiAres cellules n'ayant subi aucune manipulation. Pour cela

nous avons compar4 les variations des comptes sanguins en cellules (leucocytes
ou

plaquettes)
radiomarquAes et natives. Ainsi aprAs injection de PAF ces comptes sont comparables [9]. De

mAme l'activation indirecte des plaquettes par le fMLP induit une thrombop4nie comparable
selon qu'elle est 4valu4e par num4ration sanguine ou par mesure de la variation de radioactivit4

sanguine hAe aux plaquettes [10]. Dans le tableau I sont comparAes les valeurs de leucopAnie
obtenues par les deux mAthodes aprAs injection I.v. de fMLP ou de LPS.

2.1 6. FjabJ1JtA des calculs

Temps. La prdcision de l'estimation du temps de prdlAvement des Achantillons sanguin est

de l'ordre de +10 secondes. Le logiciel doit ensuite dAterminer le temps de la mesure rAalisAe
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par dAtection exteme correspondant au plus prAs h celui de la mesure sanguine. La prAcision

est ici de +20 secondes (voir'programmes de calcul paragraphe 1.3.3). La prAcision en temps

sur les AvAnements calculAs est donc de l'ordre d'une demi-minute.

Albumine extravasculaire (Aev). Pour le calcul du contenu pulmonaire en albumine radio-

marqu4e extravasculaire nous calculons un facteur F qui suppose que 30 minutes aprAs son

injection la radioactivit4 de l'albumine a eu le temps de se r4partir dans l'ensemble du com-

partiment sanguin. Il est Agalement supposA que la proportion d'albumine ayant quitt4 le sang

en 30 minutes est suffisamment faible pour ne pas affecter la valeur de F ce qui est le cas (voir
section calcul, paragraphe 1.3.3). La contribution de la radioactivitA de l'albumine sanguine

h la radioactivitA pulmonaire totale (sang + tissus) dApend du volume sanguin. Pour tenir

compte des variations de volume sanguin entre le temps initial de rAfArence (0) pour lequel a

AtA calculA F et le temps de la mesure It) nous utilisons le facteur Kt
=

RBCt/RBCO
avec

RBC la radioactivitA des Arythrocytes mesurAe par dAtection externe sur la rAgion AtudiAe Il

est supposA que RBCt/RBCO
=

volume sanguin au temps t/volume sanguin au temps 0.

En fait la radioactivitA des Arythrocytes est une quantitA par unitA de temps. Elle dApend de

la perfusion de l'organe. Au niveau pulmonaire la perfusion est essentiellement fonction du re-

crutement capillaire c'est-h-dire du volume disponible pour l'Acoulement sanguin. I noter aussi

que ce calcul suppose un
hAmatocrite constant. Cette condition peut ne pas Atre vArifiAe dans

des situations inflammatoires graves au cours desquelles une hAmoconcentration importante
survient du fait d'une fuite plasmatique L'Aquation (2) montre qu'une hAmoconcentration en-

traine une surestimation de la radioactivitA de l'albumine sanguine h soustraire et donc une

sous-estimation du contenu en albumine extravasculaire.

SAquestration leucocytaire. La sAquestration leucocytaire est AvaluAe h partir de l'Aqua-

tion (5). Ici il est supposA que le rapport des radioactivitAs normalisAes des cellules (leucocytes,
plaquettes)

sur celles des Arythrocytes mesurAs sur un
Achantillon de sang artAriel pAriphArique

est (gal h ce rapport tel qu'il serait mesurA pour le sang du lit vasculaire pulmonaire ce qui im-

phque que la concentration en cellules circulantes du sang artAriel pAriphArique est la mAme que

celle du sang pulmonaire Il n'est pas possible actuellement de v4rifier si cette approximation

est acceptable. Notons cependant que dans l'Atat actuel de la mAthode en conditions basales,

avec les leucocytes radiomarquAs, seulement 5,7 + 0,6 $lo de la radioactivitA injectAe reste cir-

culante. Le reste de la radioactivitA inject4e est sAquestrA dans l'ensemble des organes dont

en moyenne 71+ 7,8 % In
=

26) dans les poumons ce qui indique l'importance relativement

foible de la contribution sanguine h la radioactivitA pulmonaire. Les donnAes morphomAtriques
de Hogg et al. [22] chez l'homme montrent qu'au niveau de la microcirculation pulmonaire
(diam < 15 /tm) qui reprAsente 40 % du volume sanguin pulmonaire, 22 % des neutrophiles

ont une vitesse de transit Aquivalente h celle des globules rouges. En tenant compte de l'en-

semble du volume sanguin pulmonaire on aurait de l'ordre de 55 % des neutrophiles circulants.

En consid4rant que d'autres organes s4questrent aussi les neutrophiles la valeur serait plus
faible. N4anmoins la valeur de 5,7 % de leucocytes radiomarqu4s circulant (> 60 % neutrophiles

chez le cobaye) observ4e avec notre modAle exp4rimental est certainement une sous-estimation

probablement due en partie h l'alt4ration de ces cellules par les processus de sAparation et

de radiomarquage. Cela indique les am41iorations qui doivent encore Atre apport4es en ce qui

concerne la qualit4 des cellules radiomarqu4es. L'effet de l'alt4ration des leucocytes par les

proc4dures de radiomarquage avait 4t4 notamment 4valu4 dans le travail de Saverymutu et

al. [5]. Au niveau de la circulation pdriphdrique, les leucocytes marginent essentiellement au

niveau de l'endothAlium des vAnules post capillaire. Cette margination d4pend des conditions

hAmodynamiques et de l'adh4sivit4 cellulaire [23, 24] Pour ce qui concerne les poumons, la s4-

questration leucocytaire se produit surtout au niveau des capillaires [25,26]. Avec des cellules
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comme les plaquettes, la radioactivitA circulante est beaucoup plus grande (> 40 %) mais les

diffArences de concentration en plaquettes entre le sang artAnel pAriphArique et le sang du lit

vasculaire pulmonaire sont probablement moindres [27].

2.2. R#SULTATS ET INTERPR#TATIONS

2.2.1. ElTets d'uiJe stimulation jnflammatojre

2.2.I.I. SensibilitA de la m@thode. Il a Atd vdrifiA que ce modAle est capable de mettre en dvi-

dence des modifications de volume sanguin, de s4questration des neutrophiles ou des plaquettes
et d'Achanges vasculaire de l'albumine au niveau pulmonaire lors de stimulations inflammatoires

standards [9j. Depuis ces premiers travaux de validation, diffArentes amAliorations ont 4tA ap-
portAes. Ainsi la focalisation du collimateur de la sonde a 4tA renforc4e (Fig. 2). Tout au long
des procAdures de sAparation et de radiomarquage, les cellules mflammatoires sont protAgAes
de l'autoactivation par l'adjonction de prostaglandines au tampon (voir paragraphe 1.2). Je

dAcrirais ci-aprAs quelques uns des rAsultats obtenus avec les procAdures les plus rAcentes.

La figure 5 montre l'effet de l'injection d'un agent inflammatoire le fMLP, sur les radioac-

tivitAs pulmonaires l14es aux leucocytes, aux erythrocytes et h l'albumine Relativement aux

effets d'une injection de s4rum physiologique (Nacl 0,9 %) la radioactivit4 pulmonaire des leu-

cocytes est augmentAe alors que celle des Arythrocytes et de l'albumine dAcroit. Cette premiAre
approche indique donc une accumulation pulmonaire des leucocytes lors de cette stimulation

inflammatoire. L'hAniatocrite et le contenu sanguin en @rythrocytes n'Atant pas significative-
ment modifi4s au cours de ces exp4riences, la r4duction du contenu pulmonaire en 4rythrocytes

signifie celle du volume sanguin probablement due h une vasoconstriction~ La rAduction du

contenu en albumme est trAs probablement liAe h la rAduction de volume sangum puisque la

majeure partie de l'albumine est sanguine
La figure 6 montre qu'aprAs soustraction de la contribution sanguine,il est possible de r4v41er

l'Avolution du contenu en albumine extra-vasculaire pulmonaire (Aev). Le volume de l'espace
extra,>asculaire relativement h l'espace vasculaire est probablement inf#rieur h 30 %

ce qui
limite la valeur maximum possible de Aev. Rappelons que les radioactivit4s ~~~I cardiaques
et/ou h4patiques peuvent affecter partiellement la valeur de Aev. Assoc14e h une r4duction

du volume sanguin l'augmentation du contenu pulmonaire en albumine extravasculaire traduit

celle des (changes trans-endoth41iaux.

La soustraction de la contribution sanguine permet 4galement de suivre l'4volution du

contenu pulmonaire en leucocytes non circulants (Fig. 7). La mesure de la radioactivitA sanguine
liAe aux leucocytes permet de suivre la leucopAnie. Pour l'ensemble de ces paramAtres, conime

prAcAdemment, les effets des agents inflammatoires sont significativement diff4rents des effets

du sArum physiologique. Dans ce qui suit nous analyserons plus en dAtail sur d'autres exemples

ce que reprAsente la sAquestration pulmonaire des leucocytes, la leucopAnie qui l'accompagne

et les (changes capillaires d'albumine. Enfin nous discuterons de la relation 4,>entuelle entre

s4questration leucocytaire et (changes capillaires.

2.2.1.2. S4~uestration pulmonaire des leucocytes et leucop4nie. Les courbes de la figure 8

montrent les eflets leucocytaires de deux agents inflammatoires le leukotriAne 84 (LTB4), et

l'endotoxine bact4rienne. Le LTB4 est un
d4riv4 de l'acide arachidonique membranaire qui est

synth4tis4 par les leucocytes lors de leur activation. Ce m4diateur m>ec d'autres (PAF, TNFa,
interleukines...) peut activer d'autres leucocytes et ainsi contribuer h entretenir et propager

l'inflammation. L'endotoxine bact4rienne ou lipopolysacharide (LPS) est un composant de la

paroi externe des bact4ries gram nAgatif dont les effets inflammatoires sont connus. Ces effets

sort m4d#s par un certain nombre de mo14cules produites par les cellules activ#es (PAF, TNFa,
leukotriAnes, interleukines...). AprAs l'injection I.v. de 3,3 /tg kg~~ de LTB4 la sAquestration
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Fig 5. Elfets pulmonaires de l'injection de fMLP (10 pg kg~~ I-v-) sur les radioactivitAs liAes aux

globules rouges, h l'albumine et aux leucocytes. Valeurs moyennes ~ SEM (n
=

II ammaux) de la

radioactivit4 mesur4e par d4tection externe sur une r4gion pulmonalre en
% de la radioactivit4 basale

5 minutes avant l'injection de fMLP pour
~~~Tc l14 aux globules rouges (m), ~~~I l14 h l'albumine

(.), ~~~In h4 aux leucocytes (A) (*) la diIf4rence
avec les valeurs contr61es (injection

i-v- de s4rum

physiologique, symboles vides, courbes en pointil14s, n =
7 animaux) est sigl~ificative avec p < 0,05

[Pulmonary effects of DILP injection (10 pg kg~~ i-v-) on radioactivities bound to red blood cells,

albumin and leucocytes respectively Values are mean ~ SEM (n
=

II animals) of the radioactivity

of ~~~Tc bound to red blood cells (m), ~~~I bound to albumin (.) and ~~~In bound to leucocytes (A)

as measured by external detection on a pulmonary region in % of the basal radioactivity 5 minutes

before fMLP injection. Significance of the difference with control values (I.v. injection of saline, empty

symbols, dotted lines, n =
7 animals) (*) p < 0 05.]

pulmonaire des leucocytes et la leucopdnie qui l'accompagne sent transitoires. La leucopAnie

est plus faible que la sdquestration pulmonaire des leucocytes ce qui ici peut s'expliquer par un

retour des leucocytes radiomarquAs sdquestrAs darts la circulation. Une arrivde de leucocytes

non radiomarquAs dons la circulation tels que ceux provenant de la moelle aurait un eflet

inverse (dilution de la radioactivitd) de mAme que la sAquestration des leucocytes radiomarquds

par un autre organe que le poumon. Les eflets du LPS sent beaucoup plus progressifs. Mais

16 aussi notarnment pour la dose de 0,1 mg kg~l de LPS la leucopdnie est diminu4e La

leucop6nie dvalude par comptage des leucocytes radiomarqu6s est donc un paramAtre complexe
faisant intervenir des (changes bidirectionnels entre (es leucocytes sanguins circulants et (es

leucocytes sdquestrds darts l'ensemble des organes. La s4questration leucocytalre est dgalenient

un pararnAtre composite puisqu'elle inclue (es leucocytes marginds le long de l'endothdlium

(adhArents ou non), ceux qui se sent infiltrds darts (es tissus et ceux ayant atteint la lumiAre

alvdolaire et qui peuvent Atre rAcupdrAs par lavage bronchoalvAolaire.

Le tableau II indique (es comptes en leucocytes (neutrophiles + eosinophiles + lymphocytes)
darts le liquide de lavage bronchoalvdo1alre (LBA) h difldrents temps aprAs l'injection de lipo-
polysacharide (LPS) aux doses de 0,1 et I mg kg~l. Les comptes leucocytaire du LBA sent

4galement exprimAs en
% des leucocytes sanguins avant injection de LPS.
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Fig 6 Elfets de l'injection de DILP (10 pg kg~~ I-v-) sur le contenu pulmonaire en albumine

radiomarqude extravasculaire Comparaison avec le contenu total. Valeurs moyennes + SEM (n
=

II

animaux) de la radioactivit4 (~~~I) pulmonaire tide h l'albumine totale (1-131) (.) et h l'albumine

extravasculaire (Aev) (.)
en

% de la radioactivit4 sanguine avant injection de DILP (*) la diIf4rence

avec les valeurs contr61es (injection
v.

de s4rum physiologique, symboles vides, courbes en pointil14s,

n =
7 animaux) est significative avec p < 0,05.

[DILP (10 pg kg~~
i-v induced variation of the lung content in

radiolabelled extravascular albumin.

Comparison with the total lung content. Values are mean ~ SEM (n
=

II animals) of lung radioactivity

(~~~I) bound to total albumin (1-131) (.) and to extravascular albumin (Aev) (.)
in

% of blood

radioactivity before DILP injection. Significance of the difference with control values (I.v. injection of

saline, empty symbols, dotted lines, n =
7 animals) (*) p < 0.05.]

Le tableau III dare (es rdsultats pour (es mAmes expdriences en ce qui concerne (es neutro-

philes.
Le nombre de leucocytes rdcupdr#s darts le LBA augmente progressivement en fraction du

temps aprAs l'injection de LPS. 24 h aprAs I mg kg~~ de LPS, on compte 4,82 millions de leuco-

cytes darts le BAL soit 2,5 % des leucocytes sanguins qui out migrA jusqu'aux voies a4riennes.

Bier que cette valeur soit probablement sous-estimAe [28] elle est certainement largement infA-

rieure h la valeur de sAquestration pulmonaire totale des leucocytes radiomarqu4s observAe au

mAme temps et qui apparait beaucoup plus rapidement figure 8. Nous n'avons pas AvaluA le

nombre de leucocytes infiltrAs darts (es tissus sur ces temps. II est probable qu'il est Agalement
relativement faible comparA au nombre des leucocytes sanguins circulants. Ainsi d'aprAs l'Atude

morphomAtrique de Wang et al. [29] (es neutrophiles infiltrds darts (es tissus darts la zone de

la microcirculation pulmonaire reprdsentent de l'ordre de 20 % des neutrophiles vasculaires.

AprAs injection de LPS le nombre de neutrophiles augmente dons (es deux compartiments et

leurs proportions relatives ne sent pas modifiAes. En consid4rant l'ensemble de la circulation

pulmonaire la proportion des neutrophiles infiltrAs vis-h-vis des neutrophiles vasculaires devrait

Atre encore plus faible.
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Fig. 7 Sdquestration pulmonaire des leucocytes radiomarquAs induite par le DILP (10 pg kg~~
iv-) Valeurs moyennes ~ SENT (n

=
II anim~ux) de la radioactivitA (~~~In) pulmonaire hAe aux

leucocytes non circulants en % de la radioactivit4 sanguine avant injection de fNILP Toutes les valeurs

sent significativement diifArentes des valeurs contr61es (injection
i v de s4rum physiologique, symboles

vides, courbes en pointillAs, n =
7 animaux) avec p < 0,05.

[DILP (10 ~g kg~~
v

induced sequestration of radiolabelled leucocyte within the lung Values are

mean + SEM (n
=

II animals) of lung radioactivity (~~~In) bound to leucocytes in % of blood

radioactivity before DILP injection. All values were significantly different from control values Ii
v

injection of saline, empty symbols, dotted lines,
n =

7 animals) with p < 0.05

Tableau II Ejfets du LPS (0,1 et1 mg kg~~
i-u

)
sur les comptes en leucocytes du hqwde de

lauage bronchoaluAolaire. Valeurs moyennes ~ SEM (n
=

6 animauz) des comptes en millions

de cellules (lk 10+~ ) et en
% du compte leucocytaire sanguin total avant traitement (lk sg).

[LPS (0.I et I mg kg~~ I-v-) induced variation of leucocyte counts in bronchoalveolar lavage
fluid. Values are mean ~ SEM (n

=
6 animals) of leucocytes counts in million of cells (lk 10+~)

and in of the total blood leucocyte count before treatment (lk $lo sg).j

Dose LPS I-v- 0,1 mg kg~~ I mg kg~~

temp/comptes Ik 10+~ Ik % sg Ik 10+~ Ik Vu sg

0 1,56~0,33 0,81~0,17 1.56~0,33 0,81~0,17

n=6 n=6

lh 1,37~0.34 0.71~0,18 1,71~0;21 0,89~0,11

n=6 n=6

6h 2,34~0,62 1.22~0,32 2,75~0,55 1,44~0,29

n=6 n=6

24 h 2,04 ~ 0,4 1,06 ~ 0,21 4,82 ~ 0,84 2,52 ~ 0,44

n=6 n=6
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Fig 8 SAquestration pulmonaire des leucocytes et leucopAuies induite par le leukotnAne 84 (LTB4,
3,3 pg kg~~ iv-) et le LPS (0,1 et I mg kg~~ iv-j Valeurs moyennes + SE&I de la radioactivitA

(~~~In) en
% de la radioactivitA sanguine basale pour les leucocytes non circulant~ pulmoualres aprAs

injection de LTB4 (3,3 pg kg~~
iv- n =

16 anirnaux) (m) ou de LPS 0,1 rng kg~~ (n
=

10 auirnaux)
(-

.
-)

ou I mg kg~~ iv- (n
=

10 animaux) (.), de mAme pour les leucocytes circulants du sang

cornrne indiqu4 par les syrnboles vides Une di1f4rence avec les valeurs contr01es (injection
i-v- de sArum

physiologique,
n =

8 animaux, non
montrA) significative avec p < 0,05 est indiquAe par (*) pour le

LTB4, (+) pour le LPS I rng kg~~ et (§) pour le LPS 0,1mg kg~~

[Lung sequestration of leucocytes and leucopeuia induced by leukotriene 84 (LTB4, 3 3 ~g kg~~ v.)
and LPS (0 and I rng kg~~

iv j. Values are mean + SEM for ~~~ In radioactivity in percent of the

basal blood radioactivity for non circulating lung leucocytes after the injection of LTB4 (3.3 ~g kg~~

iv- n =
16 animals) (m) or LPS 0.I trig kg~~ (n

=
10 animals) (-

.
-)

or I mg kg~~ iv (n
=

10

animals) (.) and similarly for blood circulating leucocytes as indicated by open symbols Significance

of the difference ~vith control values (i.v. injection of saline,
n =

8 animals, not shown) ~vith p < 0 05

is indicated by (*) for LTB4, (+) for LPS I mg kg~~ and (§) for LPS 0.I mg kg~~

Sur des temps d'exp4rience assez courts ii b 2 heures) notre m4thode (value donc surtout une

sdquestration vasculaire des leucocytes, la proportion de ces cellules infiltrAes dons (es tissus,
(es voies a4riennes (taut relativement foibles.

Difl4rents travaux out montrd que la s4questration vasculaire des leucocytes est sensible

aux variations h4modynamiques [23,30j. II est notable que cette sensibilitd aux conditions

d'4coulement existe toujours tars d'une inflammation malgr4 le d4veloppement d'interactions

fortes des leucocytes avec l'endothdhurn
ma (es int4grines [31j. Nous averts nous-niAme constat6

une d4margination des leucocytes pulmonaires tars de la perfusion d'histaniine (10 ~g kg~~
en

10 mini. Cette ddmargination serait due
aux

eflets vasomoteurs de cet agent [iii.
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Tableau III. Ejfets du LPS (0,1 et 1 mg kg~~
i u.

)
sur les comptes en neutrophiles du hqmde

de lauage bronchoaludolaire. Valeurs moyennes ~ SEM (n=6 animauz) des comptes en millions

de cellules (PN10+~ ) et en
% du compte en neutrophiles sangmns total avant traitement (PN

% sg)

[LPS (0.I et I mg kg~~ I-v-) induced variation of neutrophil counts in bronchoalveolar lavage
fluid. Values are mean ~ SEM in

=
6 animals) of neutrophil counts in million of cells (PN

10+~) and in of the total blood neutrophi]s count before treatment (PN % sg).j

Dose LPS I-v- 0,1 mg kg~l I mg kg~~

temp/comptes PN 10+~ PN % sg PN 10+~ PN % sg

0 0,17 ~ 0,03 0,37 ~ 0,06 0,17 ~ 0,03 0,37 ~ 0,06

1 h 0,34 + 0,10 0,74 ~ 0,22 0,73 ~ 0,09 1,59 ~ 0,20

6 h 0,42 ~ 0,06 0,92 ~ 0,14 1,46 ~ 0,32 3,19 ~ 0,70

24 h 0,70 ~ 0,10 1,53 ~ 0,21 3,49 ~ 0,78 7,65 ~ l,72

2.2 1.3. (changes vasculaires pulmonaires d'albumine. Role des leucocytes. Nous n'avons

pas mesurd directement (es flux d'(changes de l'albumine h travers l'endoth41ium vasculaire.

Cependant'dans beaucoup de situations la variation du contenu en albumine radiomarqude
extravasculaire (Aev) peut donner des indications sur ces (changes. Sa valeur ddpendra du re-

crutement capillaire et des flux d'entrde et de sortie de l'albumine dans l'espace extravasculaire.

Dans ce modAle (es variations de perfusion l14es h celles du recrutement capillaire sent 4valu4es

d'aprAs (es mesures de la radioactivit4 tide aux globules rouges. Darts le cas du poumon nous

averts souvent observd une diminution de la perfusion simultandment h l'augmentation de Aev

ce qui traduit atom clairement un accroissement du flux d'albumine du sang vers (es tissus h

travers la barriAre endoth4hale.

Dans des situations ok la radioactivit4 tissulaire tide aux GR augmente avec Aev, il faudrait

analyser plus pr4cis4ment (es variations relatives de ces deux pararnAtres pour d4terminer si un

accroissement du passage trams-endoth41ial d'albumine intervient ou non darts l'augmentation
de Aev.

Notons que des modifications d'4change de l'albumine h travers l'endoth41ium peuvent Atre

dues h des variations de la pression hydrostatique et/ou de la perm4abilit4 de cette barriAre

puisque ces (changes sent de nature convective et diffusive [32j. Indiquons encore que le drai-

nage lymphatique tend h compenser un
flux d'entr4e excessif h travers l'endothdlium et donc

l'augmentation de Aev.

Nous averts pu souvent observer une augmentation des (changes trams-endoth41iaux de l'a(-

bumine simultan4ment h la sdquestration leucocytaire. Cependant il n'existe pas de relation

directe entre s4questration leucocytaire et (changes trams-endoth61iaux. Parfois mAme cette

relation est totalement absente. Ainsi tars du choc antigdnique intra-trachdal chez des cobayes
sensibihsds, Aev augmente atom qu'il n'est pas possible de ddtecter une s4questration pulmo-
naire significative des leucocytes. Darts ce cas nous ovens pu montrer quo la fuite d'albumine

est due h l'histamine ii ii. Avec le lipopolysacharide bactArien (LPS) on peut au contraire ob-

server une s4questration leucocytaire sons augmentation des (changes trams-endothdliaux. Le

tableau IV r4sume (es eflets du LPS (0,1 et I mg kg~l I-v-) chez le cobaye trait4 ou non par

un inhibiteur de la 5-lipoxyg4nase (Bl&~ B70C) [33j ou par un corticoide la dexamdthasone,

sur la sdquestration vasculaire des leucocytes, leur migration jusqu'aux voies adriennes (lavage
bronchoalvAolaire LBA) et le contenu en albumine extravasculaire au niveau pulmonaire.
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Tableau IV. Ejfets du LPS (0,1 et mg kg~~ i-u-
)

sur la sdquestration pulmonaire des

leucocytes, leur infiltration et les dchanges d'albumine et leur modulation par un inhibiteur de

la 5-lipozygenase et un cort~coide. Les paramitres dualuds (n
=

5 I 10 animauz pour chaque
groupe) sent :

la sdquestration pulmonaire des leucocytes, i'infiltration des leucocytes et des

neutrophiles jusqu'auz uoies adriennes d'aprds les numdrations sur le hqmde de lauage bran-

choaludolaire (LBA ), les dchanges trans-endothdliauz d'albumine d'apris le contenu pulmonaire

en albumine eztrauasculaire (Aeu). BW pour BW B70C un inhibiteur de la 5-lipozygdnase
in-

jectie 1 hel~re avant le LPS (30 mg kg~~ i-p- ). Deza pour dezamdthasone (20 mg kg~~ sc

matin et soir pendant 3 jours et 1 heure avant l'ezpdr~ence). (+ ) augmentation significatme,
(- ) inhibition significatiue, (us) pas d'ejfet significatif, ~ND )

non ddtermmd

[Lung leucocyte sequestration, infiltration and microvascular albumin exchanges following I-v-

LPS injection (0.I and I mg kg~l I-v-) and their modulation by a 5-lipoxygenase inhibitor and

a corticoid. Evaluated parameters (n
=

5 to 10 animals for each group) were: lung leucocyte
sequestration, leucocyte and neutrophile infiltration toward the airway lumen from bronchoal-

veolar lavage fluid counts (LBA), trams-endothelial albumin exchanges from the lung content

in extravascular albumin (Aev). BW for the 5-lipoxygenase inhibitor BW B70C injected I hour

before LPS (30 mg kg~~). Dexa for dexamethasone (20 mg kg~~ sc during 3 days twice a day
and I hour before experiment). (+) significant increase, (-) significant inhibition, (ns) non

significant effect, (ND) non
ddtermined.j

Agent LPS BIN + LPS LPS BW + LPS Dexa + LPS

ParamAtre 0,1 mg kg~~ 0,1 mg kg~~ I mg kg~~ I mg kg~~ I mg kg~~

leucocytes

sdquestr6s + + + +

1h

leucocytes ns ns + ND +

LBAIh

PMN ns ns + ND

LBA I h

leucocytes ns ns +

LBA 6 h

PMN ns ns +

LBA 6 h

Aev I h ns ns + +

La dose de 0,1 mg kg~~ I-v- de LPS induit une sdquestration pulmonaire significative des

leucocytes Mais seule une plus forte dose de I mg kg~~ induit une augmentation de Aev tout

en induisant toujours une sdquestration leucocytaire [13j.

En fait comme il a dt4
vu

prdcddemment darts le pool des leucocytes sAquestrds seule une

faible part est infiltrde darts (es tissus. Or il semble que l'augmentation des (changes d'albu-

mine est plut6t li#e h l'infiltration leucocytaire, ces deux dv4nements Atant assoc14s darts (es

expdriences citdes. Cette hypothAse est cohArente avec (es rdsultats obtenus en inhibant la voie

5 lipoxygenase par le BW B70C. Darts ce cas l'augmentation de Aev et l'infiltration leucocytaire
induites par I mg kg~l LPS sort inhib4s atom que la s4questration vasculaire des leucocytes ne
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l'est pas [13j. Cependant l'inhibition de la "perm#abilit4'" endoth4hale n'est pas le seul moyen

de pr#venir l'infiltration tissulaire des leucocytes et plus particuliArement des leucocytes poly-

nucldaires neutrophiles. Darts un travail concernant la modulation par la dAxamAthasone des

eflets du LPS nous avons observA que ce corticoide n'inhibait pas l'augmentation de "per-
mdabilitd" endothdhale induite par le LPS alors qu'il inhibait la migration des neutrophiles

jusqu'aux voies adriennes ce qui peut Atre lid h
un

eflet sur la deuxiAme harnAre constituAe par

l'dpithdlium ou sur la migration elle-mAme [14j.

Conclusions

En conclusion la m4thode d'utihsation de traceurs radioactifs chez l'animal m muo qui a 4td

ddveloppde permet d'dvaluer simultandment la sdquestration des leucocytes et [es variations

des contenus en albumine extravasculaire et en globules rouges au niveau d'un organe. MalgrA
certaines amAliorations envisageables cette mAthode est dons son (tat actuel suflisamment sen-

sible pour d4tecter (es eflets de doses physiologiques d'agents inflammatoires. II a AtA montrA

que la sAquestration pulmonaire des leucocytes induite par (es agents inflammatoires a lieu

essentiellement au niveau vasculaire. l'infiltration de ces cellules dans (es tissus Atant relati-

vement n4gligeable. Les variations du contenu pulmonaire en globules rouges sent supposAes
Atre reprAsentatives des variations de perfusion. L'augmentation du contenu pulmonaire en

albumine extravasculaire, h perfusion constante ou diminuAe, indique un accroissement des

(changes trams-endothAliaux de l'albumine et probablement la formation d'un cedAme Enfin

il n'existe pas de relation Claire entre sAquestration vasculaire des leucocytes et augmentation
des (changes trans-endothAliaux d'albumine. La sAquestration vasculaire des leucocytes a plu-

sieurs causes qui peuvent intervenir simultanAment soit la margination passive du fait d'un

ralentissement de l'Acoulement et donc une diminution de la contrainte de cisaillement [30j,
l'interaction faible avec I"endothAlium ma (es sAlectines [31j, l'interaction forte

ma
(es intA-

grines [31j, la diminution de dAformabilitA des leucocytes [34j. C'est probablement la fraction

des leucocytes interagissant fortement ma (es int4grines avec l'endothAlium qui peut altArer ses

propriAtds d'dchange. Une telle relation entre intdgrines, acti~~ation des leucocytes et modifi-

cation de l'endothAlium a AtA dAmontrAe rAcemment [35j. Une comprAhension plus fine de la

relation entre l'interaction leucocytes-endothAlium et la modification des propriAtAs d'Achange
de la barriAre endothAliale conduisant h la formation de l'cedAme m muo nAcessite de pouvoir

agir sAlectivement sur l'expression au la fraction de certaines protAines d'adhAsion.
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