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Résumé

Le Plomb et le Mercure sont parmi les métaux lourds les plus polluants de 1I’environnement et
les plus répondus, ils sont connus pour leur forte toxicité pour la sant¢é de 1’homme
notamment le systtme immunitaire. Actuellement, I’exposition a ces métaux toxiques est
devenue inévitable et se fait en continue, d’ou la nécessité d’étudier les mécanismes
moléculaires par lesquels les métaux lourds interférent avec les fonctions physiologiques des
cellules. Dans cette optique, nous avons choisi les polynucléaires neutrophiles (PN), pivots de
I’immunité innée et un puissant systéme de défense de I’homme, afin de mettre en évidence
I’impact de ces molécules toxiques. Ce présent travail a été entrepris pour montrer quels effets
ont le Mercure et le Plomb sur les fonctions effectrices et les propriétés, respectivement la
dégranulation et 1’adhérence des PN. Tous les tests sont réalisés en triplicate sur des
neutrophiles fraichement isolés de sang de donneurs sains, les PN sont soumis a des
concentrations croissantes de Plomb et de Mercure allant de 10 a 100ug/ml. Le comptage des
cellules non adhérentes a été effectué sur la cellule de Malassez, et la dégranulation a été
quantifiée en mesurant I’activité de la myéloperoxydase (MPO), marqueur des granules
primaires par spectrophotométrie. Les résultats ont montré qu’en fonction de la concentration
des deux métaux, I’adhérence et la dégranulation du neutrophile sont modifiées, avec une
concentrationde 25ug/ml du Mercure et du Plomb, plus de 80% et 100% de cellules sont
adhérées, respectivement. Pour la méme concentration, le Mercure induit une dégranulation
égale a 50% de celle obtenue avec le fMLP et Cytochalasine B (contrble positif). Les
résultats de cette étude ont permis de conclure que le Plomb et le Mercure influencent
I’adhérence des cellules, mais le Mercure semble induire la dégranulation (45%) des PN

comparé au fMLP (100%).

Mots clés : Polynucléaires neutrophiles, Plomb, Mercure, Adhérence, Dégranulation,

Myeloperoxydase.



Abstract

Lead and Mercury are among the most polluting heavy metals in the environment and are known to
be highly toxic to human health, especially the immune system. Currently, exposure to these toxic
metals has become unavoidable and is continuous, hence the need to study the molecular
mechanisms by which heavy metals interfere with the physiological functions of cells. In this
context, we have chosen neutrophils (PN), pivot of innate immunity and a powerful defense system
in humans, to demonstrate the impact of these toxic molecules. The present work was undertaken to
show the effects of Mercury and Lead on the effector functions and properties, respectively
degranulation and adhesion of PN. All tests are performed in triplicate on neutrophils freshly
isolated from healthy donor blood, the PN are subjected to increasing concentrations of Lead and
Mercury going from 10 to 100ug/ml. No adherent cells were counted on the Malassez cell, and
degranulation was quantified by measuring the activity of myeloperoxidase (MPO), a marker of
primary granules by spectrophotometry. The results showed that depending on the concentration of
the two metals, the adhesion and degranulation of the neutrophil are modified, with a concentration
of 25ug/ml of Mercury and Lead, more than 80% and 100% of cells are adhered, respectively. For
the same concentration, Mercury induces a degranulation equal to 50% of that obtained with fMLP
and Cytochalasin B (positive control). The results of this study concluded that both Lead and
Mercury influence cell adhesion, but Mercury seems to induce degranulation (45%) of NPs
compared to fMLP (100%).

Key words: Neutrophils, Lead, Mercury, Adhesion, Degranulation, Myeloperoxidase.
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Introduction

Introduction

La pollution par les métaux lourds constitue une menace majeure pour toutes les formes de
vie du fait qu’ils sont persistants et ne peuvent pas étre dégradés en forme non toxiques. Ces
métaux sont tres réactifs a de faibles concentrations et perturbent les écosystémes, détériorent
les sols, les eaux de surface et les nappes phréatiques, les foréts et les cultures et s'accumulent

dans la chaine alimentaire.

L'exposition de I’homme par I’alimentation, 1’environnement ou les soins (amalgames
dentaires, vaccins, médicaments...) a ces métaux qui sont pour certains cancérigene et
mutagéne, peut entrainer des maladies articulaires, rénales, des troubles du systeme
circulatoire et nerveux, perturber le systeme endocrinien et provoquer le développement de

l'auto-immunité (Ayansin et al., 2016).

Le neutrophile qui représente la premiére ligne de défense de I'h6te contre I’intrusion d’un
pathogeéne via le processus inflammatoire, cette réponse immunitaire innée menée par le
neutrophile (PN) peut étre une cible potentielle pour les métaux lourds. D’ou I’objectif de ce
travail dans lequel les neutrophiles sont exposés a deux types de métaux lourds a savoir le
Mercure et le Plomb, dans ces conditions la propriété d’adhérence et la fonction effectrice de
dégranulation du PN sont évalués. L’activité de la myéloperoxydase qui est le marqueur de

dégranulation est dosée par spectrophotométrie.
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Synthése bibliographique

l. Les polynucléaires neutrophiles

Décrits pour la 1% fois en 1900 par Paul Ehrlich, appelés leucocytes polymorphonucléaires
(PMN). Le terme « neutrophile » référe a la coloration neutre issue d’une coloration
simultanée d’un colorant acide et basique (St-Onge, 2005).

Les neutrophiles (PN) sont les leucocytes les plus abondants dans la circulation sanguine (40
a 65 %) avec une concentration de 3 a 5 X 10° cellules/ml (Steven, 1994) et aussi le
granulocyte le plus abondant a 95 % contrairement aux éosinophiles & 4 % et les basophiles a
1 % (St-Onge, 2005). Elles ont une durée de vie relativement courte (8-20h) dans la
circulationsanguine qui peut changer lors du passage de ces cellules du sang vers les tissus

(de quelques heures a quelques jours) (Steven, 1994).

Les PN humains représentés dans la figure 1 sont une des premieres barriéres de défense lors
de I’introduction d’un agent pathogéne dans 1’organisme, et sont un des pivots de I’immunité
innée. lls constituent un puissant systétme de défense contre les agents pathogenes,
principalement les bactéries et les champignons, mais aussi contre des cellules ou des
molécules endogenes altérées. Les activités microbicides et cytotoxiques des PN dépendent de
mécanismes trés intriqués, comprenant la libération d’enzymes protéolytiques et la production
rapide de formes réactives de 1’oxygéne. Ce dernier phénomene s’appelle I’explosion
oxydative des PN (Bene et al., 2013).

L’activation excessive prolongée ou se déroulant dans un site inapproprié, peut conduire a des
Iésions tissulaires séveres, impliquées dans la physiopathologie de différentes maladies

inflammatoires aigués ou chroniques (Bene et al., 2013).
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Figure 1 : Le neutrophile humain sous microscope (Judy et al., 2014).

1. Origine et caractéristiques morphologiques
Les neutrophiles sont produits dans la moelle osseuse, issus d’une cellule souche
hématopoiétique pluripotente, qui se transforme en précurseur myéloide menant a la
formation de différents types cellulaires, dont les PN sous I’effet des facteurs de croissances
tels que le Granulocyte- Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) et Granulocyte
Colony Stimulating Factor (G-CSF) (Gougerot Pocidalo et al., 2011). La figure 2 résume le
processus de formation du neutrophile.
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Figure 2 : L’origine des neutrophiles (Judy et al., 2014).

Les PMN ont une forme sphérique avec un diametre de 10-12 um, et un volume d’environ
350 fl. Le cytoplasme représente 65 % du volume total, comportant les différents organites tel
que la mitochondrie qui est trés peu distinguable étant donné que ces cellules ne puisent pas
leurs énergies de la respiration mitochondriale (la phosphorylation oxydative), mais plutdt de
la glycolyse qui est indépendante d’oxygéne ; ainsi que ’appareil de Golgi et le réticulum
endoplasmique qui sont identifiables. Le noyau polylobé (3 a 5 lobes) représente 20 % et enfin
les granules 15 % qui sont regroupés en 4 grandes classes, les granulations azurophiles
(primaires), granulations spécifiques (secondaires), granulations & gélatinases (tertiaires) et

vesicules sécretoires (Steven, 1994).
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2. Propriétés

a. L’adheérence

Pour arriver au foyer infecticux, les PN adhérent et traversent la paroi de 1’endothélium grace
aux médiateurs de I’inflammation, et sous la deépendance de molécules d’adhérences
exprimées par les PN (L-sélectine) et les cellules endothéliales (E et P-selectines), activées
par des médiateurs issus du foyer inflammatoire (Deoliveral et al., 2016).

Cette adhérence représentée dans la figure 3 est initialement réversible et de faible affinité, les
sélectines interagissent avec les groupements sialyl-Lewis® présents sur les deux partenaires
cellulaires. Les liaisons effectuées par les sélectines entre les PN et les cellules endothéliales
ralentissent le flux des PN et initient la phase de roulement a la surface de 1’endothélium
activé. Ces cellules activées vont produire des facteurs chimio attractants qui vont activer les
PN. Cette activation provoque la perte des L-sélectine par une lyse protéolytique due a
I’activation d’une métalloprotéase et 1’¢élévation de D’expression membranaire, par
dégranulation, de p2-intégrines activées, en particulier CD11b/CD18. Les P2-intégrines
activées se lient aux molécules d’adhérence ICAM (Intercellular Adhesion Molecules)
exprimées a la surface des cellules endothéliales. La modulation de I’expression des
molécules d’adhérence a la surface des PN produit une adhérence de forte affinité et non
réversible qui arréte le roulement et consolide 1’ancrage du PN a I’endothélium inflammatoire
grace au réarrangement du cytosquelette autour de la partie intracytosolique des B2-intégrines.
Au final, ouverture des jonctions interendothéliales pour permettre le passage des PN vers le

site d’infection (Gougerot Pocidalo et al., 2011).

Roulement Adhésion Reptation Transmigration
Ncuculan : Reptation 1 |
. L\nachement Arrét complet dhésion ferme mtrallummal -
“ , iR .-
Paracellulaxre
entre les
cellules .
s Neutrophile
endothéliales atirasane

Figure 3 : Les étapes de I'adhérence (Elzbieta et al., 2013)
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b. Le chimiotactisme

Les PN sont les premieres cellules & migrer du sang circulant vers le foyer inflammatoire,
dont le déplacement est unidirectionnel et selon un gradient de concentration de chimio
attractants (Mark et al., 2007). Ces derniers proviennent de la cible ou peuvent étre produits
suite a une induction de la cible ; qui sont principalement : N-formyl, le C5a, LTB4, PAF, IL8
qui est le prototype des PN. Ces facteurs se fixent a des récepteurs & 7 domaines
transmembranaires couplés a une protéine G hétérotrimérique. Les mécanismes du
mouvement sont complexes, faisant intervenir de nombreuses voies de transduction
aboutissant au déclenchement de la polymérisation/ dépolymérisation des filaments d’actines
et a la polarisation du PN, c'est-a-dire qu’il prend une forme triangulaire en langant en avant
des pseudopodes et placant son noyau a l’arriére de la cellule (Gougerot Pocidalo et al.,
2011).

3. Les fonctions effectrices des neutrophiles
Les granules des neutrophiles sont constitués d’un ensemble d’antimicrobiens dotés d’un
large spectre d’action, qui peuvent endommager les tissus, d’ou le fait que leur sécrétion est
régulée par 3 mécanismes majeurs : phagocytose, dégranulation et les pieges extracellulaires
des neutrophiles (NET) (Sergio et al., 2020).

a. La phagocytose
Au site inflammatoire, les neutrophiles ont pour rdle d’éliminer les bactéries, virus et
particules étrangeéres afin de limiter leur propagation dans les tissus sains et pour cela, ils ont
recours a la phagocytose (St-Onge, 2005), qui est subdivisée en trois étapes : adhésion,

ingestion et digestion, la figure 4 résume I’ensemble de ces étapes.

Les PN phagocytent sans opsonisation en reconnaissant les PAMPs (Pathogen-Associated
Molecular Patterns) des bactéries, virus et particules étrangéres grace aux PRR (Pattern
Recognition Receptors) afin de limiter leur propagation dans le tissu sain (St-Onge, 2005),en
déclenchant différentes voies de signalisations suite a 1’activation des TLR (Toll Like
Receptors) ; ou par I’intervention d’opsonine tels que le fragment Fc des immunoglobulines
(1gG) et les protéines du complément, ce qui rend la phagocytose plus efficace (Warren et al.,
2003).

Les PN émettent des pseudopodes qui vont encercler le pathogene dans un phagosome dont la

membrane est identique a celle entourant la cellule phagocytaire (Raichvarg et al., 1981). Une
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fois le phagosome formé, il rentre dans une phase de maturation qui permet la formation du
phagolysosome qui contient plusieurs granulations ou leur fusion permet la destruction du
pathogene (Vieira et al., 2002).

Les mécanismes bactéricides au cours de la phagocytose peuvent étre séparés arbitrairement
en mécanismes oxygeéne-indépendants et oxygene dépendant (Raichvarg et al., 1981).

e Mécanisme oxygeéne-indépendants

IIs sont soit de nature enzymatique et incluent le lysozyme, soit de nature non enzymatique et

font intervenir les acides, les lactoferrines et les protéines cationiques.
e Mécanisme oxygene-dépendants

Juste apres 1’ingestion de la bactérie, des mécanismes biochimiques complexes se produisent
au sein du PN traduisant une « explosion respiratoire » suite au contact avec la particule a
endocyter. Les agents activateurs peuvent étre des substances particulaires ou non

particulaires.

L’explosion respiratoire est caractérisée par une consommation subite et élevée d’oxygene.
Cette consommation permet la synthése d’anion superoxyde via un systeme oxydasique
membranaire qui est la NADPH oxydase. Cette derniére est constituée d’au moins six

composants localisés au niveau membranaire ou au niveau cytosolique.

Le complexe NADPH oxydase n’est actif et complet qu’aprés la migration vers la membrane
des protéines cytosoliques. Cette activation dépend de plusieurs enzymes activées par les
différentes voies de transductions (Witko et al., 2000).
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Figure 4 : Les étapes de la phagocytose (Judy et al., 2014).

b. La dégranulation
Une des activités biologiques importante du neutrophile humain est la dégranulation vue qu’il
renferme un certain nombre de granules d’ou 1’appellation « granulocyte », ces granules
sécretent et produisent des substances pro-inflammatoires tres toxiques et non spécifiques qui
participent a la réponse inflammatoire, mais qui ne doivent pas étre générés par le neutrophile

circulant (Deree et al., 2006 ; Borregaard et al., 2009).

1. Types de granules
Il a été déemontré ces dernieres années que le neutrophile est une cellule tres complexe,
capable de communiquer avec son environnement en mobilisant 4 types différents de granules
et de vésicules intracellulaires, dont le contenu de chaque type est détaillé dans le tableau I.
Certaines sont essentielles a 1’interaction avec I’endothélium et a la migration, d’autres a la
phagocytose et 1’élimination des microorganismes (Borregaard et al., 1993). Autrefois,
subdivisés en peroxyde positive (azurophile ou primaire) et peroxyde négative (spécifique ou
secondaire), mais des études récentes ont révélé une hétérogénéité des sous classes de
granules concernant leur formation, contenance et mobilisation. Ces premiers granules a étre
mobilisés libérent deux marqueurs ayant des activités utiles pour le suivi de la dégranulation,
entre autres la myéloperoxydase plus détaillee en dessous (Marqueurs des granules
azurophiles). Les granules secondaires ont été subdivisés en spécifique (secondaire) et
gélatinase (tertiaire) basés sur la concentration relative en lactoferrine et gélatinase,
respectivement (Paige, 2006). Les vesicules sécretoires sont des véhicules exocytaires

spécialises, qui ont le méme réle que les granules mais une structure membranaire légeére,
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hautement mobilisable contenant de la phosphatase alcaline (Borregaard et al., 2009). En

absence de stimulation, la libération des différents granules est bloquée par un mécanisme de

contréle (Paige, 2006).

Tableau I : Composition des granules du neutrophile humain (Borregaard et al., 2009).

Types de granules

Dans la membrane

Dans la matrice
extracellulaire

Granules primaires CD63 Défensines
CD68 Lysozyme
Elastase
Myeéloperoxydase
Azurocidine
Granules secondaires CD15 Lysozyme
CD66 Collagénase
CD67 Gélatinase
fMLP-R Histaminase

Cytochrome b

Fibronectine-R

B2-microglobuline

Lactoferrine

Rapl, Rap2
TNF-R
Granules tertiaire MAC 1 Gélatinase
fMLP-R Acétyle transférase

Vésicules sécrétoires

Phosphatase alcaline
Cytochrome b
MAC 1
fMLP-R
CD1, CD13, CD45
CD16

Protéines plasmatique

2. Mecanisme de degranulation des neutrophiles
La libération de ces granules est contr6lée par des mécanismes couplés aux récepteurs de la
membrane plasmique ou de la membrane phagosomale, qui envoient un signal au cytoplasme

pour activer leur migration vers la membrane cellulaire, afin de sécréter leur contenue par
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dégranulation. Cette exocytose se déroule en quatre étapes successives ; débute par le
recrutement des granules du cytoplasme vers la membrane cible et cela en assemblant les
microtubules et le cytosquelette d’actine. Cette étape est suivie par I’amarrage des vésicules,
ce qui engendre le contact de la surface externe de la membrane des granules avec la surface
interne de la membrane cible. Par la suite, se fait la formation des pores de fusions apres
I’amorgage des granules pour garantir leur fusionnement. La fusion des granules avec la
membrane cible s’accomplie aprés 1’expansion des pores et la libération du contenue

granulaire (Paige, 2006), ce mécanisme est résumé dans la figure 5.

Granules Granules de gélatinase
spécifiques

Granules
azurophiles

Vésicules
sécrétoires

R i Dégranulation.

E orgi:iaﬁon des nets

Figure 5 : Mécanisme et produits de la dégranulation des neutrophiles (Fournier et al.,
2012).

3. Voies de signalisation de la dégranulation
La translocation et I'exocytose des granules dans les neutrophiles requierent, au minimum,
une augmentation du Ca?* intracellulaire ainsi que I'hydrolyse de ’ATP et du GTP. Les
molécules cibles de ces effecteurs sont nombreuses et comprennent des protéines liant le Ca?*,
telles que les annexines et la calmoduline, les protéines de liaison au GTP comme les
protéines G et les petites protéines monomériques ainsi que I'ATP qui est utilisé par les

11
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kinases. L'activation de ces molécules effectrices est accompagnée d'une réorganisation du
cytosquelette d'actine, qui crée autour de la périphérie de la cellule un maillage qui doit étre
désassemblé pour permettre l'accés des granules a la surface interne de la membrane

plasmique.

Il existe une hiérarchie de la libération des granules en réponse a des concentrations élevées
de Ca?* qui est le suivant : vésicules sécrétoires > granules tertiaires > granules secondaires >
granules primaires. Cette libération est régulée par différentes voies de signalisation
intracellulaire. Le niveau de Ca®" et protéines G membranaire sont augmentés par les
récepteurs des neutrophiles tels que le récepteur du fMLP et des chimiokines (comme le
CXCR1). De nombreuses études ont indiqué un réle des phospholipides dans la régulation de
la dégranulation des neutrophiles, ainsi, les lipides membranaires constituent un composant

essentiel.

La phosphorylation des protéines est un événement critique dans I'activation des neutrophiles,
qui va de la stimulation des récepteurs a I'exocytose. Stimulation des récepteurs par le fMLP
entraine la phosphorylation d'un large éventail de kinases, qui activent ensuite leurs voies
effectrices respectives. Le recrutement sélectif des kinases Src et p38 indique que différentes
voies de signalisation existent dans les neutrophiles pour induire la libération de chaque

population de granules (Paige, 2006).

4. Régulation de la dégranulation
La désactivation des mécanismes qui contrdlent la dégranulation des PN est par conséquent
aussi importante que 1’activation, puisque la prolongation de cette fonction provoque des
dommages. La dégranulation excessive des neutrophiles peut causer des troubles
inflammatoires (épisodes asphyxiants graves de l'asthme, la polyarthrite rhumatoide...) et de
nombreuses maladies (septicémie, maladies auto immunes...), donc sa régulation devient

essentielle.

Cette régulation peut étre effectuée par des molécules inhibitrices telles que la Rab27a
présente dans les granules tertiaires (Sergio et al., 2020). Selon des études récentes, un

ensemble de stratégies ont été propose :

-Identification d’un certain nombre de voies de signalisation qui seront utiles comme cibles

pour une intervention pharmacologique (Paige, 2006).

12
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-Utilisation de plantes du fait de leur richesse en polyphénols et flavonoides peuvent étre une

source intéressante en agents immuno modulateurs (Boudoukha et al., 2015).

-La régulation du pH extracellulaire pourrait devenir un traitement de maladies (Shannan et
al., 2015).

5. Quantification et suivi de la dégranulation
Pour vérifier la présence de dégranulation, ses produits tels que la MPO, élastase, F-actine,
ROS... sont mesurés par différentes techniques. Les méthodes de marquages par sonde de
fluorescence et le dosage par chimioluminescence (pour le ROS), les techniques d’imageries
(pour les F-actines), immunoprécipitation et Western blot (gluthionylation de [I’actine)
(Shannan et al., 2015).

La MPO est mesurée par immunohistochimie, coloration cytochimique, ELISA ou par
cytométrie en flux. Des dosages sont effectués en utilisant différents substrats tel que le
tétraméthylbenzidine (TMB), le 10-ac

C. Les pieges extracellulaires du neutrophile
Une étude récente de Brinkmann et de ses collegues décrit un nouveau mécanisme par lequel
les PN tuent les bactéries qui est la NETose. Cette derniére se déclenche par une stimulation
microbienne ou mitogénique dans les tissus ou muqueuses (Knacksted et al., 20190) comme

c’est représenté dans la figure 6.

Lors d’une infection, les neutrophiles peuvent créer des piéges extracellulaires pour capturer
et éliminer les agents pathogénes : bactéries, virus, champignons et parasites (Knacksted et
al., 2019),et empécher leur propagation dans 1’organisme (Sergio et al., 2020).Les piéges
extracellulaires du neutrophiles (NET) sont considérés comme étant un nouveau mécanisme
de défense de I’organisme (Yue Zhang et al., 2020), ils sont libérés lors de la mort cellulaire
en présence des ROS (Reactive Oxygen Species) produits par le complexe NADPH- oxydase
(Constantion et al., 2009), ils sont constitués d’ADN issue majoritairement du noyau mais
aussi de la mitochondrie, associes a des protéines granulaires ,cytosolique et des histones
(Najmeh et al., 2015 ;Sergio et al., 2020). Des etudes récentes ont démontré que les NET sont
aussi impliqués dans les processus pathologique (Najmeh et al., 2015), en effet une
production élevée en NET peut engendrer différentes maladies (Falko et al., 2018), tel que le

cancer, maladies auto-immunes, thrombose (Najmeh et al., 2015).
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2a

Figure 6 : Formation de NET's par les neutrophiles (Warren et al., 2004).

d. Le marqueur de la dégranulation des granules azurophiles : La myéloperoxydase
Les PN produisent diverses molécules ayant des propriétés antimicrobiennes, la plus
abondante est la myéloperoxydase (MPO). C’est une enzyme qui appartient a la famille des
peroxydases (EC 1.11.1.7). Elle est stockée dans les granules azurophiles liés a la membrane
plasmique et exprimée non seulement par les cellules leucocytaires mais aussi par d’autres

cellules de I’organisme.

La MPO est capable d’interagir avec plusieurs entités ioniques, atomiques et moléculaires,
soit par son cycle peroxydase en utilisant le H2O. comme substrat pour produire la chloramine
et I’hypochlorite..., soit par son cycle d’halogénation en oxydant exclusivement le CI” en
HOCI". Ces espéces présentent une grande toxicité pour les microorganismes, ainsi jouant un

r6le important dans le systéme immunitaire.

Cette enzyme est présente sous forme inactivée dans les PN au repos et son activation est
induite par divers facteurs in vivo tel qu’une infection bactérienne, mais aussi par des

stimulations in vitro comme : le facteur de stimulation des colonies de macrophages
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granulocytaires (GM-CSF), N-Formyl-Méthionyl-Leucyl-Phénylalanine (fMLP), Acétate de
Mysristate de Phorbol (PMA). Cependant, une expression excessive ou une libération
irréguliere de la MPO par les PN activés induit des Iésions et provoque de multiples maladies.
Afin de réduire ou éliminer ces derniéres, plusieurs molécules naturelles jouent le réle
d’inhibiteurs de la MPO, particulierement : les polyphénols, les flavonoides, la mélatonine,
...etc. En plus de ces molécules naturelles, d’autres composés antioxydants et anti-
inflammatoires possédent une activité inhibitrice de la MPO, notamment : le diclofénac,

I’acide caféique, 1’acide férulique, le resvératrol... (Amjad et al., 2018).
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1. L’étude des métaux lourds « Mercure et Plomb » et leurs effets sur la santé
humaine

Le cycle géochimique des métaux lourds induit leur accumulation dans 1’environnement
provoquant ainsi une accumulation dans le réseau alimentaire et affectant la santé des

humains et des animaux en perturbant le systeme immunitaire (Yue Zhang et al., 2020).

Le métal est un composé le plus souvent issue d’un minerai ou d’un autre métal, capable de se
lier & d’autres éléments aisement pour former des alliages utilisables dans 1’industrie.
Anciennement appelé « métaux pesants » par rapport a leur masse volumique importante
(supérieur a 5g/cm?®). 1l est présent « en trace » du fait de sa trés faible quantité dans

I’environnement.

Certains métaux sont indispensables au bon fonctionnement des processus biologiques (le fer,
le cuivre...), tandis que d’autres sont des éléments uniquement toxiques tels que le Mercure et
le Plomb (Miquel et al., 2001).

L’homme est exposé a ces métaux et peut-étre contaminé par inhalation, ingestion et
exposition cutanée ; ce qui provoque une toxicité méme a faible concentration par
bioaccumulation dans 1’organisme (Roeijadi, 1994). A I’échelle cellulaire ’absorption des
métaux lourds nécessite le passage a travers la membrane plasmique des cellules qui se fait
soit par diffusion simple ou par des mécanismes de transport spécifiques (Shechter, 2004),
mais généralement ces métaux utilisent les transports spécifiques des métaux essentiels a

I’organisme tel que Ca, Fe, Zn (Luckey et al., 1977).

La toxicité des métaux lourds dépend de divers éléments comme : la formation de complexes
métaux-protéines, les interactions avec les métaux essentiels, la biodisponibilité et la forme
chimique du métal, ’age et le mode de vie de I’individu et les conditions du systéme
immunitaire de I’hote. Cette toxicité affecte de maniere considérable les jeunes enfants et les
personnes ageés suite a une exposition de métaux (Goyer et al., 2001). Ces derniers notamment
le Mercure et le Plomb possédent des effets cytotoxiques du fait de leur capacité d’induire une
apoptose ou une nécrose dans les cellules du systeme immunitaire en particulier les PN, ce qui

entraine une diminution de la résistance aux infections (Kouassi et al., 2003).

On distingue deux sources d’émission du Mercure et du Plomb dans I’environnement :
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e Une source naturelle : du fait qu’ils sont des éléments naturels présents dans tous
les compartiments de I’environnement (I’air, I’cau et les sols).

e Les sources anthropiques : L’activit¢ humaine dans les différents domaines a
permis le changement de la répartition des métaux, leurs formes chimiques (ou
speciations) et encore leurs concentrations par I’introduction de nouveaux modes

de dispersion (fumées, égouts, voitures...) sans modifier le volume des métaux.

1. Caractéristiques du Mercure

Le Mercure est le seul métal liquide a température ambiante, volatile, tres toxique et qui se
combine trés facilement avec d’autres molécules (métaux, molécules organiques ou

inorganiques). Il est présent dans 1’écorce terrestre a une teneur moyenne de 0,08mg/kg
(Friberg et al., 1972).

En fonction de la température du milieu, le Mercure prend différentes formes chimiques,
appelé la spéciation. Il se présente en deux familles :

-Le Mercure métallique ou inorganique qui prend trois formes différentes : liquide (Hg°),
gazeuse (Hg®) et ionique (Hg?").

-Le Mercure organique, lorsqu’il se combine avec une molécule qui contient du carbone.

Le passage d’une forme a une autre se fait de fagon permanente sous I’effet de différents
facteurs du milieu. On obtient soit une oxydation (du Mercure métallique aux ions

mercuriques) ou une méthylation (des ions mercuriques au Mercure organique).

Le Mercure et ses dérives sont utilisés pour la fabrication des thermomeétres, de lampes a
rayonnement UV, les amalgames dentaires, mais aussi comme fongicide dans les traitements

des eaux et dans les peintures (Miquel et al., 2001).

2. Les effets toxiques du Mercure
L’oxydation du Mercure (Hg2+) cause des effets neurologiques et néphrotoxiques suite a son
accumulation dans différents organes (Schuppe et al., 1998). Le Mercure en particulier le
méthylmercure est connu pour sa lipophilie et sa grande liposolubilité de ce fait il est absorbé
par tous les organismes vivants et donc apte a traverser la barriere hémato-encéphalique et

affaiblir le systéme nerveux (Kerper et al., 1992 ; Sujiyama, 1993).
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L’exposition au Mercure présent dans I’environnement atteint le systéme immunitaire peut
induire la libération des cytokines inflammatoire IL6 et IL8 dans les macrophage (Yue Zhang
et al., 2020) et peut altérer les fonctions du neutrophile (adhérence, chimiotactisme,
production des ROS...) (Worth et al., 2001).Quant au dichlorure de Mercure, il cause des
signaux de transduction irréguliers car il est responsable de plusieurs liaisons croisées entres
les recepteurs des cellules T, mais aussi la phosphorylation exagérée des tyrosines Kinases
(Demoor et al., 2000).

Le Mercure présent dans les amalgames dentaires cause des allergies ou des dermatites car il
se vaporise trés lentement ce qui induit une exposition chronique (Zelikoff et al., 1994).

3. Caractéristiques du Plomb
Le Plomb est issu d’un minerai, la galéne. L utilisation du Plomb est directement liée a la
métallurgie (Miquel et al., 2001). Il fait partie des principaux polluants métalliques de
I’atmosphére, formant une couche d’oxyde de Plomb qui le protége de toute corrosion
(Bliefert et al., 2004).

Pendant la 1%® moitié¢ du siécle, le Plomb a été utilisé dans 1’industrie, 1’imprimerie et la
peinture. Dans la seconde moitié du siecle, I’utilisation dominante était liée aux carburants
automobiles, le Plomb étant ajouté a 1’essence comme antidétonant. Cette utilisation est
aujourd’hui prohibée, et I’introduction de 1’essence sans Pb a largement réduit 1’émission

atmosphérique de ce dernier dans I’environnement.

4. Les effets toxiques du Plomb
Les effets chez 1’adulte : I’intoxication par le Plomb est appelée saturnisme. Une fois dans le
sang il est mobilisé par les érythrocytes et distribué dans tous les organes mous
principalement le systéme nerveux et les reins (Miquel et al., 2001). L’oxyde de Plomb inhalé
provoque une réduction sévere du nombre de macrophages pulmonaires (Vijay et al., 2003).
Plusieurs études ont montré que 1’exposition au Plomb induit des cancers (Kang et al., 1980).

Les effets chez I’enfant : le risque de saturnisme est plus important chez les jeunes enfants en
raison d’une absorption digestive des dérivés du Pb qui est plus €levée. Les effets toxiques sur
le systeme nerveux centrale en développement sont plus séveres dus a sa sensibilité au Pb.
Cette neurotoxicité est causée par le déreglement des mécanismes de libération des

neurotransmetteurs qui sont régulés par le Calcium (Godwin et al., 2001).
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l. Matériel et methodes
Notre travail a pour objectif I’¢tude de I’effet des métaux lourds « Mercure et Plomb » sur la
dégranulation et I’adhérence des neutrophiles humains. Le stage pratique a été réalisé au sein

du laboratoire du département de biologie moléculaire et cellulaire de 1’université Mouloud

Mammeri (LABAB).

1. Matériel
a. Matériel biologique
Prélevement de sang humain frais sur tube EDTA a partir d’un ensemble de volontaires sains,

ne prenant aucun traitement anti inflammatoire ou autres.

b. Produits chimiques

-Dextran T500, Ficoll, NaCl, KCI, KH2POs, Na;HPOa, bleu de méthyléne, métaux lourds
(Mercure et Plomb), fMLP, PMA, BSA, réactif de folin.

C. Appareillage

- Agitateur magnétique (Labinco)

-Autoclave (Memmert)

- Bain marie (Memmert)

- Balance (Denver)

- Balance de précision (Denver)

- Centrifugeuse de paillasse (Sanyo) et centrifugeuse réfrigérer (Sigma)
- Etuve (Memmert)

- Hotte

-Lecteur ELISA

-Microscope inverse et Microscope photonique
-pH métre (Hanna)

-Spectrophotomeétre (UVmini-1240)

-Vortex (TechnoKartell)
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2. Méthodes

a. Isolement et purification des neutrophiles

L’isolement des neutrophiles s’est fait selon la méthode classique Dextran/Ficoll qui sépare

les composants du sang en fonction un gradient de densité suivant ces étapes :

Prélever du sang sur tube EDTA afin d’éviter la coagulation ;

Ajouter du Dextran 2 % (volume/volume) homogenéiser et laisser
sédimenter a température ambiante pendant 25 a 30 min pour permettre la sédimentation
des hématies au fond du tube ;

Récupérer le surnageant puis le centrifuger a 1600 tr pendant 8 mina 18 °C ;

Solubiliser le culot dans du PBS (2/3 du volume) puis le déposer sur un coussin de ficoll
(1/3 du volume) et centrifuger pendant 30 min a 1600 tr et 2 18 °C ;

Eliminer le surnageant et I’anneau gris et garder un petit volume du culot contenant les PN ;

Réaliser I’hémolyse en ajoutant un volume de NaCl 0.2 % froid pendant 30 sec pour lyser
les hématies restantes, ajouter par la suite le méme volume de NaCl 1.8 % afin de rétablir
I’isotonicité et compléter par la suite avec un volume de PBS afin d’arréter la réaction ;
Centrifuger pendant 8 min a 1600 tr a 18 °C puis éliminer le surnageant et garder le culot
contenant les PN ;

Suspendre le culot de cellules dans un volume de PBS et conserver a 4 °c jusqu'a

utilisation.
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Sang récolté sur tube EDTA ] ] ]

Ajouter Dextran 2 % V/V et incuber 25-
30 min

-9
Hématies -

[4” Centrifugation du surnageant pendant 8
min & 1600tr et 4 18 °C

Solubilisation du culot dans 2/3V
de PBS (pH 7,4) et ajout 1/3V de
Ficoll

a o
» Y

Centrifuger pendant 30 min a 1600 tr et a
18°C

Hémolyse avec NaCl 0,2% + NaCl
1,8% + PBS (pH 7,4)

Centrifuger pendant 8 min a 1600 tr a 18 °C

Suspension des PN
dans un volume de
PBS (pH 7,4)

Figure 7 : Diagramme d'isolement et de purification des neutrophiles
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b. Dénombrement des neutrophiles
Le dénombrement permet de quantifier les PN isolés suivant le protocole précédent. Diluer les
PN dans un volume de cristal violet qui confere la couleur violette au noyau des cellules, et
donc permet 1’observation des noyaux polylobés, déposer par la suite une goutte sur une

cellule de Malassez et observer sous microscope optique grossissement X40.

Le calcul des cellules colorées se fait de gauche a droite au niveau de 3 lignes, le nombre de

cellules est donné selon la regle suivante :
N=n x 10 x F x 1000ml x V¢

Avec : N : Nombre de PN.

n : Moyenne des trois lignes.

F : Facteur de dilution.

V¢ : volume total des PN.

Figure 8 : Photo originale du dénombrement des neutrophiles sous microscope optique.
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c. Traitement des PN avec des métaux lourds et vérification de certaines
caractéristiques du neutrophile
Préparation d’une solution mére de Pb et Hg a 5 mg dilués dans 5 ml de NaCl 0.9 %.

1. Testd’adhérence
Un volume de PN soit 1 x 10° de cellules est suspendu dans 1 ml de PBS, puis traité avec le
Pb et Hg séparément, a des concentrations différentes soit 0 pg, 10 g, 25 ug, 50 pg, 80 pg et

100 pg. L’ensemble est transferé dans des boites de pétri et incubé a 37 °C pendant 30 min.

Un volume est récupéré et dilué dans du cristal violet et observé sous microscope photonique
sur cellule Malassez pour le dénombrement. Le volume restant dans les boites est éliminé et
remplacé par le cristal violet pour 1’observation des cellules adhérentes sous microscope

inversé.

2. Test de dégranulation
Dans ce test une concentration de 2 x 10° de PN est incubée a 37 °C pendant 10 min. Ces
cellules sont traitées avec le Hg a différentes concentrations (10, 25, 50, 80 et 100 pg) dans un

volume de PBS et ensuite incuber pendant 60 min a 37 °C.

Dans les mémes conditions des contrbles sont préparés : un contréle négatif (cellule au repos
sans métaux), deux controles positifs, dans I’un les cellules sont stimulées avec le PMA et

dans I’autre avec la cytochalasine B pendant 5 min et ensuite le fMLP pendant 2 min.

La réaction est arrétée en centrifugeant les cellules et le surnageant est récupéré et conserveé au

frais pour le dosage de la myéloperoxydase et 1’ADN.

d. Dosage des protéines secrétoires des neutrophiles
Le dosage des protéines libérées dans le milieu est souvent nécessaire afin de mieux étudier la
dégranulation des PN. Il est réalisé en utilisant la méthode de Lowry, en réalisant une courbe
d’étalonnage utilisant la BSA, solution C « 50 ml de la solution A (Na2CO3 anhydre 2 %
dans NaOH, 0.1 M) et 1 ml de la solution B (CuSO4 5H20, 0.5 %, tartrate de Na et K, 1 %) »
et le Folin comme réactif pour la gamme et les différentes dilutions des surnageants

récupérees.

Aprés 30 min d’incubation dans 1’obscurité, la densité optique est mesurée par

spectrophotométrie a 750 nm.
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Figure 9 : Courbe d'étalonnage pour le dosage des protéines.
e. Dosage de la Myéloperoxydase
La myéloperoxydase est I’enzyme clé, contenu dans les premiers granules libérés par le
neutrophile humain, en réponse a une stimulation soit in vitro par le fMLP ou PMA, in vivo
par une infection bactérienne, virale...etc. Le dosage se repose sur la méthode
spectrophotométrique décrite par BRADELY et al (1984), modifiée.

La réaction consiste a mélanger 100 pl du surnageant contenant la MPO additionné a 100 pl
de TMB dans 700 pl de PBS et ajouter enfin 100 ul H202 (0.03 %), formant ainsi une
coloration orange avec une intensité qui varie selon la concentration de la MPO dans le

milieu. La lecture des densités optiques est réalisée par spectrophotométrie a 460 nm.

Une autre réaction a été utilisée qui consiste a mélanger 10 pl du surnageant avec 80 pl
d’H202 et 110 pl de TMB sur une microplaque. Le mélange est ensuite incubé pendant 5 min
a 37 °C. La réaction est arrétée en ajoutant 52 ul d’H>SOa et la densité optique est lue sur

lecteur ELISA.

f. Dosage de ’ADN des NET
Récemment découvert, ’ADN est libéré suite a la stimulation des PN afin d’éliminer le
pathogene. 1l est dosé par spectrophotométrie (260 et 280 nm) dans un volume du surnageant

récupére apres incubation et centrifugation.
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Il. Résultats et discussion

1. Observation du sang total

Un frottis sanguin a été réalisé sur un sang total frais d’un donneur sain, afin de visualiser
I’ensemble des composants du sang, coloré au cristal violet (figure 10) pour observer la

morphologie des cellules sous microscope photonigue.

Figure 10 : Photo originale de la morphologie des cellules sanguines sous microscope
photonique. Eo : Eosinophile ; Mono : Monocyte ; Lym : Lymphocyte ; PN : Polynucléaire
neutrophile ; GR :Globule rouge.

2. Isolement et purification des PN
Suivant le protocole utilisé, les neutrophiles purifiés sont récupérés ensuite colorés au cristal

violet et observés sous microscope photonique.
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Figure 11 : Mise en évidence du noyau polylobé du neutrophile
sous microscope photonique.

3. Effet des métaux lourds « Plomb et Mercure » sur P’adhérence et la
dégranulation des neutrophiles

a. Testd’adhérence
Suite au traitement des cellules avec les différentes concentrations des deux métaux utilisés, le
nombre de cellules non adhérées est quantifié sur cellule de Malassez sous microscope

photonique, comme représenté dans les figures suivantes :
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Figure 12 : observation des cellules non adhérées traitées avec les métaux sous microscope. (A) : cellules
traitées avec le Mercure. (B) : cellules traitées avec le Plomb.

Aprés dénombrement, les résultats sont représentés ci-dessous :
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Figure 13 : Pourcentage d'adhérence des neutrophiles traités avec les métaux lourds. (A)

: Pourcentage des cellules adhérées traitées avec le Mercure. (B) : Pourcentage des

cellules adhérées traitées avec le Plomb.
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Pour ¢étudier ’effet des métaux lourds sur 1’adhérence des neutrophiles, ces derniers ont été
traités avec des concentrations différentes de Pb et Hg. La figure 13 (A et B) montre les

résultats obtenus.

En comparant les cellules traitées au contrdle dans le cas du Mercure, nous observons dans la
figure 13 (A) une légére diminution du pourcentage des cellules adhérées a 25, 50 et 100
pg/ml et une diminution plus importante a 10 pg/ml, en paralléle nous remarquons dans la
figure 12 (A) une légere augmentation du nombre de cellules non adhérées a 25, 50 et 100
pg/ml, et une augmentation plus importante a 10 pg/ml.

En revanche, nous remarquons dans la figure 13 (A) une augmentation importante du
pourcentage des cellules adhérées a 80ug/ml, alors que dans la figure 12 (A), il y a une

diminution trés importante du nombre de cellules non adhérées a 80ug/ml.

Worth et al. (2001) ont testé 1’effet des diverses concentrations du chlorure mercurique

(HgCl2) sur la polarisation spontanée des neutrophiles. Ils ont remarqué que plus la dose du

Mercure augmente, 1’adhérence est inversement proportionnelle, ce qui est contradictoire aux

résultats que nous avons obtenus.

Dans le cas du Plomb, nous observons dans la figure 13 (B) une diminution trés importante du
pourcentage des cellules adhérées a 50ug/ml, en paralléle dans la figure 12 (B) une

importante augmentation du nombre de cellules non adhérées est observée.

En revanche, nous remarquons dans la figure 13 (B) une augmentation du pourcentage de
cellules adhérées a 10, 25, 80 et 100 pg/ml, tandis que dans la figure 12 (B), nous remarquons
une légére diminution du nombre de cellules non adhérées a 10 et 25 pg/ml, et une diminution

trés importante a 80 et 100 pg/ml.

Selon les études antérieures et les résultats obtenus, nous constatons que le Mercure et le
Plomb, en fonction de leurs concentrations, modifient I'une des propriétés importantes du

neutrophile qui est I’adhérence.
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b.  Dégranulation des neutrophiles stimulés avec les différents agonistes
Pour le choix des contréles positifs qui conviennent a notre étude, cing différents controles
ont été testés afin de vérifier leur efficacité dans la dégranulation des PN. Les résultats

obtenus sont représentés dans la figure suivante :
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Figure 14 : L'effet des différents agonistes sur la dégranulation des neutrophiles

La mesure de la densité optique a 460 nm montre que pour le méme temps d’incubation, les

différents agonistes présentent un taux de dégranulation différent.

En ce qui concerne le LPS, les levures et E.Coli, nous remarquons une faible activité (avec
DO LPS >DO levures > DO E.Coli = DO contrdle), contrairement au fMLP et PMA qui

présentent uneactivité importante.

Les neutrophiles reconnaissent plusieurs stimuli in vivo, qu’ils soient endogénes ou exogeénes
et in vitro par le fMPL et PMA. Dans le cas du fMLP, en se liant aux récepteurs FRP (Formyl
Peptides Receptors), il active les protéines G, ce qui engendre une cascade de signalisation
qui finit par I’activation de la PKC, une enzyme qui a un role important dans la
phosphorylation, menant a une réponse rapide et une exocytose presque compléte des
granules. Contrairement au fMLP, le PMA est caractérisé par une phase de latence et une
faible exocytose des granules azurophiles en activant directement les PKC. La figure 15

résume les différentes voies de signalisation.
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Figure 15 : Les voies de signalisation mobilisées suite a I'activation du neutrophile par le
fMLP et PMA (adaptée de Shimada et al., 2015).

Etant donné que fMPL et PMA sont deux agonistes qui induisent diverses réponses dans le
neutrophile, ils ont été choisis comme contrdle positif pour la suite de notre travail, pour ce
fait, la cinétique de dégranulation des témoins a été réalisée pendant 10 min et les résultats

sont présentés dans la figure 16.
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Figure 16 : Cinétique de la dégranulation des neutrophiles stimulées par le fMLP et
PMA
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c.  Ladégranulation des neutrophiles en présence du Mercure
Lors de la dégranulation, les neutrophiles libérent un ensemble de protéines et d’enzymes qui
présentent des propriétés anti microbiennes, qui peuvent étre dosé en utilisant des méthodes
dont le western blot pour le suivit de cette dégranulation.

Dans notre cas la myélopéroxydase a été choisie comme une protéine de référence pour cette
fonction, car elle fait partie des bio marqueurs les plus abondants, elle constitue 5 % du poids
sec des PN et 25 % des protéines granulaires azurophiles. La MPO a acquis une importance
particuliére en raison de son réle dans un certain nombre de maladies inflammatoires, dont les
maladies cardiovasculaires, les maladies neuro dégénératives, les maladies du foie, le cancer

et le rejet de greffe.

Afin d’étudier I’effet du Mercure sur la dégranulation des neutrophiles, ces derniers ont été
traités avec des concentrations différentes soit 10, 25, 50, 80 et 100 pg/ml. Aprés incubation
d’une heure a 37 °C, les cellules sont centrifugées a 13 000 tr pendant une minute, le
surnageant est récolté et conservé dans la glace (4 °C). L’activité de la MPO est quantifiée

danschaque surnageant par spectrophotometrie. Les résultats obtenus sont présentés ci-dessous

T
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Figure 17 : L'effet du Mercure sur la dégranulation des neutrophiles.
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Nous distinguons la présence de dégranulation au niveau des cellules traitées comparant aux
cellules au repos (Ctrl). Cette dégranulation est équivalente a 50 % de celle obtenue avec le
fMLP et elle est supérieure a celle obtenu avec le PMA. Un taux croissant est observé jusqu'a

atteindrele maximum a 25 pg/ml puis devient décroissant jusqu’a atteindre un minimum a 100

pg/ml.

D’aprés Ayansina et al. (2017), la grande partie des métaux lourds sont toxiques a des
concentrations faibles et sont capables d’induire des dommages a la santé humaine,
contrairement @ Moisan et al. (2002), qui démontrent clairement que des concentrations
faibles et non toxiques (1-7,5 uM) de MgHgCI et de HgCI2 protégent le PMN de I'apoptose
spontanée, ce qui entraine une amélioration du taux de survie, mais cause en parallele une
accumulation excessive de PMN sénescents, ce qui pourrait contribuer a l'auto-immunité

induite par le Hg.

Selon 1’étude effectuée par Yue Zhang et al. (2020), I’exposition au Mercure peut induire la
libération des ROS, parallelement, les enzymes anti oxydantes soit SOD et CAT diminuent

suite au traitement au mercure.

Worth et al. (2001), suggerent d’apres leur étude, que le HgCI2 perturbe les voies de
signalisation des intégrines dans les neutrophiles. A de faibles concentrations, le Mercure

déclenche une ligature inappropriée des récepteurs qui peut altérer le métabolisme.

Des etudes récentes proposent I’utilisation de molécule naturelle a activité anti inflammatoire,
afin de réduire et réguler la stimulation des neutrophiles tel que 1’acide caféique, la
Thymogquinone qui selon 1’étude de Boudiaf et al. (2016) réduit & concentration croissante la
production de la MPO au niveau des cellules stimulées avec le fMLP.

Aussi, d’autres études portant sur la réduction des métaux dans I’environnement, comme celle
de Ayansina et al. (2017) qui proposent les biosorbants microbiens, comme moyens pour
réduire la pollution de I’environnement en métaux lourds, en utilisant des biomasses vivantes,

mortes ou leurs composants.
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d.

Dosage des protéines sécrétoires

Pour confirmer les résultats précédents, un dosage de protéine a été réalisé suivant la méthode

de Lowry. Le taux de protéines contenu dans les surnageants a été dosé par spectrophométrie

a 750 nm. Les résultats sont énoncés dans le tableau suivant.

Tableau Il : Taux des protéines sécrétoires des neutrophiles en (ug/ml)

Ctrl (0 fMLP (E%A 10 | 25 50 80 | 100
Hg/ml) (10° M) M) (g/ml) | (ng/ml) | (ug/ml) | (pg/ml) |(ug/ml)
Taux de
protéines
28.33 121.66 50 60 113.33 | 49.16 325 30
(Hg/ml)
Aprés comparaison du taux de protéines entre les controles et les cellules stimulées avec le
Mercure, nous remarquons un taux croissant jusqu’a atteindre la valeur maximale a 25 pg/ml
puis décroissant jusqu’a atteindre un minimum a 100 pg/ml. Ceci démontre une concordance
avec les résultats obtenus lors du dosage de la MPO et donc confirme leur justesse.
e. Dosage de PADN
Pour vérifier si parmi les protéines libérées lors de la dégranulation y a présence d’ADN, un
dosage spectrophotomeétrique a été effectué a 280 et 260 nm. Les résultats obtenus sont les
suivants.
Tableau 111 : Taux d'ADN libéré par les neutrophiles.
(Ofgt/rrlnl) fMLP (10 M)[10 (ug/ml) | 25(ug/ml) | 50(pg/ml) | 80(ug/ml) [100(pg/ml)
DO 260/280
nm 0.019 0.384 -0.122 -0.172 -0.046 0.052 0.082
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Aprés le dosage spectrophotometrique, le rapport 260/280 nm est calculé pour les contréles et
les cellules traitées par les différentes concentrations de Mercure, sachant que dans le cas ou :

Si le rapport 260/280 nm = [0-1.8[, présence de protéines.
Si le rapport 260/280 nm = [1.8-2], présence d’ADN.
Si le rapport 260/280 nm > 2, présence d’ARN.
Apres comparaison, nous constatons des valeurs inférieures a 1.8, nous déduisons la

présence de protéines uniquement donc absence d’ ADN.

Sanne Mol et al. (2021) ont réalisé une étude sur I’effet d’une double stimulation des
neutrophiles sur ses différentes fonctions effectrices (phagocytose, NETosis, dégranulation
...), montrant que la libération de I’ADN (NETosis) requiert une seule stimulation avec un
temps d’incubation d’au moins 4h, ceci explique les faibles valeurs obtenues lors de notre

étude ou le temps d’incubation était d’une heure.
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Conclusion

Le neutrophile (PN) est I’un des composés importants de I’immunité innée, il est le premier a
se rendre dans le foyer inflammatoire, ou il libére des molécules a propriétés antimicrobiennes
dans le but d’éliminer les agents étrangers, tels que les formes réactives de I’oxygéne (FRO)
et I’enzyme protéolytique contenue dans les différents granules du PN. Malgré le recul sur la
toxicité des métaux lourds « Plomb et Mercure » sur la santé, trés peu est connu sur leurs
actions sur les fonctions immunitaires, en particulier sur celles du PN (I’adhérence et la
dégranulation). D’ou notre thématique dans laquelle nous nous sommes intéresses a 1’effet du
Plomb et du Mercure au niveau du PN. Dans ce travail, nous avons soumis les PN a des
concentrations croissantes de Plomb et Mercure allant de 0 a 100 pg/ml et nous avons évalué
I’effet de ces métaux sur 1’adhérence et la libération des granules du PN, via le dosage de la

myéloperoxydase (MPO).

Les résultats obtenus montrent que le Plomb ainsi que le Mercure ont un effet sur 1’adhérence
des neutrophiles, dans le cas du Plomb la concentration qui représente le pourcentage
d’adhérence le plus élevé est 100 pg/ml, tandis le Mercure ¢’est a 80 pug/ml que 1’adhérence

atteint son maximum.

Concernant la dégranulation, elle est mise en évidence par le dosage de la MPO, une enzyme
qui fait partie des composants granulaires des PN. Suite aux résultats obtenus des PN traités
avec I’Hg, on déduit que ce métal induit la libération de la MPO, et atteint son maximum a 25
pg/ml. Cette dégranulation des PN suite a leur exposition aux métaux lourds particulierement
le mercure veut dire que ce métal est un élément pro-inflammatoire et une exposition a ces

métaux a long terme sera un terrain favorable a I’inflammation.

Ainsi, notre étude démontre que le Plomb et Mercure peuvent perturber les fonctions des PN.
En revanche, une activation inadéquate des neutrophiles par les différents agents peut induire
la destruction des cellules et des tissus environnants, et avec I’inflammation plusieurs

pathologies graves et chroniques vont s’installer.

En conclusion, nos resultats ont permis de mieux connaitre un aspect moléculaire et cellulaire
de I’action du Plomb et le Mercure sur les neutrophiles, ceci est encourageant a faire plus de

recherches ultérieures sur leur importance dans le domaine de I’immuno-toxicologie.
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