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Sommaire 

Le mercure est reconnu pour ses actions neurotoxiques, mais il est capable d'induire aussi 

des effets immunotoxiques incluant des maladies auto-immunes et un état 

d'immunosuppression entraînant une incidence accrue des maladies infectieuses. Le but de 

cette étude était d'évaluer les effets du chlorure de méthylmercure (MeHgCl) sur la 

séquence des évènements au cours de 1' apoptose et de la nécrose des polymorphonucléaires 

(PMN) neutrophiles humains et d'identifier les mécanismes de cytotoxicité impliqués. Pour 

ce faire, les neutrophiles humains ont été mis en culture in vitro durant différentes périodes 

de temps (0 à 3 jours) en présence ou non de MeHgCl (10-12-10-3 M). Nous avons d'abord 

utilisé le double marquage à l'annexine-V-FITC et à l'iodure de propidium (Pl) suivi d'une 

analyse en cytométrie en flux pour évaluer l'apoptose et la nécrose. Par la suite, le marquage 

avec Hoechst 33342 et PI a été effectué afin de mieux distinguer entre les phases de nécrose 

primaire et de nécrose secondaire. Les altérations morphologiques typiques de l'apoptose 

ont été analysées par microscopie optique. Le calcium intracellulaire (Ca2+)i a été mesuré 

par cytométrie en flux à l'aide de la sonde spécifique Auo-3. L'implication du potentiel 

membranaire mitochondrial (.l\'Pm) a été étudiée également en cytométrie en flux à l'aide du 

marqueur sélectif JC-1 (5,5' ,6,6' -tetrachloro-1, 1' ,3,3' -tetraethylbenzimidazolcarbocyanine 

iodide). Nos résultats démontrent qu'en présence de MeHgCl à des concentrations 

supérieures à w-s M, la majorité des neutrophiles vont rapidement en apoptose, en moins de 

15 minutes. Les neutrophiles progressent ensuite vers la nécrose primaire après 1-2 h 

d'incubation en présence de MeHgCl. Les cellules non traitées vont spontanément en 

apoptose à partir de 8 h d'incubation et elles se trouvent en majorité dans cette phase après 

24 h. Cette apoptose spontanée est suivie de la nécrose secondaire qui apparaît après 24-96 

h. Une exposition des neutrophiles à 56°C induit la nécrose primaire, mais pas l'apoptose. 

Ces résultats révèlent pour la première fois que le mercure induit une séquence de mort 

cellulaire atypique incluant d'abord l'apoptose, puis la nécrose primaire. De plus, le mercure 

induit des changements biochimiques précoces, incluant une augmentation du niveau de 

[Ca2+]i et une diminution du potentiel membranaire, suggérant l'implication de ces deux 

signaux intracellulaires dans la mort cellulaire induite par le mercure. Les conséquences de 

la séquence particulière de la mort des neutrophiles humains en présence de mercure ne sont 

pas connues en terme d'immunotoxicité. Cependant, nos résultats supportent l'idée que 
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contrairement au concept traditionnel, les phénomènes de mort cellulaire par apoptose et par 

nécrose primaire ne représentent pas des entités diamétralement opposées, et qu'un même 

toxique peut induire d'abord l'apoptose puis la nécrose primaire. 



Introduction 

Le mercure est un contaminant présent dans l'environnement et il se présente sous 

diverses formes assimilables par les organismes vivants: le mercure inorganique élémentaire 

(Hg0
) le mercure inorganique oxydé (Hg+, Hg++) et le mercure organique (MeHg+) (Rischer 

et DeWaskin, 1999). Les émissions de mercure dans l'environnement sont soit d'origines 

naturelles (activité volcanique, évaporation marine, etc) ou soit d'origine humaine (activité 

minière, combustion fossile, etc) (Rischer et DeWaskin, 1999). L'utilisation du mercure dans 

les amalgames dentaires et la consommation d'aliments contaminés représentent des risques 

d'exposition de la population. Ceci suscite quelques inquiétudes alors que l'impact réel d'une 

telle exposition sur la santé humaine n'est pas encore connu avec certitude. La forme 

MeHgCl est la plus toxique chez les animaux et les humains du à sa grande liposolubilité 

(Robinson et Tuovinen, 1984). Les composés mercuriels peuvent, sous forme aiguë, induire 

une toxicité rénale responsable de lésions tubulaires (Gritzka et Tromp, 1968) mais, 

administrés sous une forme chronique, ils peuvent induire des désordres auto-immunitaires 

comme la glomérulonéphrite à complexes immuns (Kibukamusoke, Davies et Hutt, 1974). 

Une exposition faible et chronique déclencherait des effets insidieux associés à une 

immunosuppression. Quelque soit la forme d'exposition au mercure, ce métal lourd peut 

perturber le système immunitaire en induisant une auto-immunité ou une immunosuppression 

augmentant le risque à des infections. À de fortes doses, il est cytotoxique et peut entraîner la 

mort chez les animaux et chez les humains. En effet, le mercure réduit la viabilité des 

lymphocytes (Shen ker et al., 1992a), des monocytes (Shen ker et al., 1992b) et des 

macrophages (Con tri no et al., 1992) en causant la mort cellulaire par apoptose. L' apoptose est 

un processus naturel qui permet l'élimination de cellules endommagées sans causer 

d'inflammation (Brach et al., 1992). La nécrose, par contre, est un phénomène passif causé 

par une perte d'homéostasie entraînant une réaction inflammatoire (Carbonari et al., 1994). 

Les neutrophiles constituent la première ligne de défense contre les maladies 

infectieuses (Cohen et al., 1992). Ils pourraient être une cible importante des effets 



cytotoxiques du mercure. De plus, ces cellules sont idéales pour étudier la cytotoxicité du 

mercure puisqu'elles meurent spontanément par apoptose après quelques heures et qu'elles se 

dirigent ensuite en nécrose secondaire (Hébert et al., 1996). Dans certaines conditions de 

stress, comme une exposition à 56°C pendant 1-2 h, les neutrophiles peuvent aussi mourir par 

nécrose primaire. 

Le but de ce travail était d'évaluer le potentiel cytotoxique du MeHgCl sur les 

neutrophiles humains en culture. Notre hypothèse de recherche était que MeHgCl induisait 

l'apoptose et la nécrose sur les neutrophiles humains via des mécanismes d'action 

spécifiques. Nos objectifs étaient de (i) vérifier l'existence d'effets toxiques du MeHgCl sur 

la viabilité des neutrophiles humains; (ii) déterminer la cinétique des évènements; (iii) 

distinguer les phases d'apoptose, de nécrose primaire et de nécrose secondaire; et (iv) 

identifier le(s) mécanisme(s) qui pourrai(en)t expliquer cette cytotoxicité. 

Afin de montrer des effets toxiques du MeHgCI, nous avons vérifié si ce dernier 

induisait l'apoptose ou la nécrose chez les neutrophiles humains. Pour vérifier cette 

hypothèse, des neutrophiles humains ont été incubés, in vitro, avec différentes concentrations 

de MeHgCl (10-12 à 10-3 M) à des périodes de temps variant de 5 minutes à 3 jours. Les 

neutrophiles apoptotiques et nécrotiques ont été comparés à des neutrophiles non traités et 

ont été détectés par cytométrie en flux à l'aide d'un marqueur spécifique des 

phosphatidylsérines (annexine-V) et d'un marqueur intercalant d'ADN (Pl). Afin de mieux 

distinguer entre la phase d'apoptose, de nécrose primaire et de nécrose secondaire, un double 

marquage avec le Hoescht 33342 et le Pl a été effectué pour ensuite être analysé par 

cytométrie en flux. De plus, l'apoptose a été vérifiée par microscopie optique afin d'observer 

les changements morphologiques. La mobilisation du (Ca2+)i et le potentiel membranaire 

mitochondrial ont été mesurés en cytométrie en flux à l'aide des sondes Fluo-3 et JC-1, 

respectivement. 
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CHAPITRE PREMIER : REVUE DE LITTERATURE 

1.0 Apoptose et nécrose : Distinction morphologiques, moléculaires et méthodologique 

Il existe un débat sur la nomenclature de la mort cellulaire concernant l'utilisation des 

termes apoptose et nécrose dans les études de toxicité (Levin et al., 1999). Toutefois, les 

scientifiques reconnaissent l'existence de deux formes de mort cellulaire chez les organismes 

vivants, soit l'apoptose et la nécrose. 

1.1 L'apoptose 

Le mot «a pop tose » vient du Grec et il signifie la chute des feuilles des arbres à 1 'automne. 

L'apoptose joue un rôle important dans le maintien de l'homéostasie du système immunitaire. 

Le processus de mort cellulaire par apoptose permet la reconnaissance et l'ingestion de cellules 

apoptotiques par les macrophages ou par des cellules avoisinantes (Brach et al., 1992). 

L'ingestion des cellules apoptotiques par les macrophages n'induit pas la libération d'enzymes 

protéolytiques. La fragmentation cellulaire se fait sans libération du contenu cellulaire vers le 

milieu externe, donc ne cause pas d'inflammation. Le phénomène de l'apoptose se déroule 

durant 1' embryogénèse et aussi durant le processus de développement normal des tissus. Il 

existe plusieurs exemples d'apoptose: formation de kératinocytes dans les cellules somatiques, 

atrophie de la prostate après castration, mort des neutrophiles matures. 
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1.1.1 Caractéristiques morphologiques des cellules apoptotiques 

Le processus de l'apoptose se fait en trois étapes. 

La première étape consiste en la distribution irrégulière de la chromatine, c'est-à-dire 

qu'elle se déplace près de la membrane interne du noyau, et elle se condense de façon 

homogène. Les fibres et les granules nucléaires sont dispersées dans le nucléoplasme. Dans le 

cytoplasme, les organites se rapprochent et s'agglomèrent, surtout les mitochondries, ainsi que 

les filaments du cytosquelette et les ribosomes libres. Les desmosomes sont détruits et les 

espaces intercellulaires s'élargissent, permettant à la cellule de prendre un aspect plus arrondi 

(Wyllie, Kerr et Currie, 1980). Les mitochondries et le réticulum endoplasmique restent 

intacts, les lysosomes ne sont pas altérés et la membrane cytoplasmique reste imperméable aux 

colorants vitaux (Feldmann, 1995). 

La deuxième étape, qui peut chevaucher la première, est caractérisée par la présence 

d'un crénelage de la membrane nucléaire annonçant une fragmentation nucléaire et 

cytoplasmique suivie de la formation de fragments cellulaires plus ou moins volumineux 

encore reliés entre eux par la membrane cytoplasmique. Ces fragments contiennent des 

reliquats nucléaires, des organites apparemment encore intacts ou un mélange de débris 

nucléaires et cytoplasmiques. La cellule devient plus petite et condensée par rapport à la 

normale. Chez les thymocytes, une réduction de 30% du volume cellulaire a été observée par 

Ohyama, Y amada et Watanabe (1981 ). Les fragments cellulaires ou corps apoptotiques se 

détachent de la cellule pour être phagocytés par les macrophages ou des cellules avoisinantes 

(Kerr, Wyllie et Currie, 1972). Cependant, certains auteurs soulignent que l'altération d'ADN 

peut être détectée dans toutes les cellules en apoptose, mais la fragmentation en 

oligonucléosomes n'est pas toujours observée, car elle dépend de la nature de la cellule-cible. 

Par exemple, les lymphoblastes B ne produisent pas de bris d'ADN double-brin lors de 

l'apoptose induite par les cellules cytolytiques. Par contre, les cellules non hématopoïétiques 

murines ont montré des fragments d'ADN simple-brin détectés par le test «nick» (Sellins et 

Cohen, 1991). L'absence de fragmentation d'ADN pourrait être expliquée par une déficience 

dans l'activité des enzymes responsables du clivage de l'ADN (Cohen et al., 1992). Chez les 

thymocytes, Alnemri et Litwack (1989), ont rapporté l'absence de l'enzyme endonucléase dans 
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le noyau de ces cellules. Ils ont proposé que l'endonucléase était probablement sous forme non 

activable par les ions Ca2+ et Mg2
+ où elle était synthétisée de novo lors de l'apoptose. 

La troisième étape est la dégradation des corps apoptotiques, ce qui entraîne des lésions 

de la membrane cytoplasmique qui ont pour conséquence de rendre la cellule perméable aux 

colorants vitaux suivi d'une destruction des reliquats cytoplasmiques et nucléaires par les 

macrophages (Wyllie, Kerr et Currie, 1980). 

1.1.2 Mécanismes de 1' apoptose 

Les mécanismes moléculaires impliqués dans l'apoptose ne sont pas encore totalement 

élucidés. Cependant, plusieurs mécanismes ont été proposés; nous aborderons ici quelques-uns 

parmi les mieux établis, notamment la cascade des évènements induits par les interactions 

FasLigand/Fas et TNF-aJTNF récepteur, incluant le rôle des caspases, du calcium 

intracellulaire, et des mitochondries. 

L' apoptose spontanée des neutrophiles est induite par des interactions ligand-récepteur 

à leur surface (Figure 1). Ainsi, les récepteurs FAS (AP0-1) et TNFR1, retrouvés à la surface 

des neutrophiles et de plusieurs autres types cellulaires, seraient responsable de l'apoptose. 

FAS et TNFR1 sont liés par leurs ligands physiologiques FasL et TNF-a respectivement, et la 

partie cytoplasmique du récepteur, appelée domaine de mort, active plusieurs composants 

menant à l'apoptose. Le domaine de mort du récepteur FAS et TNFR1 recrutent la caspase 8 

(FLICE 1 MACH) via des protéines membranaires FADD 1 MORT1 et TRADD. FLICE est 

une «interleukine-1 ~ converting enzyme» (ICE) qui active une cascade de protéases appelées 

caspases. Il existe deux types de caspases : (i) les caspases initiatrices sont celles qui sont 

associées aux récepteurs membranaires et qui peuvent déclencher l'activation d'autres 

caspases; (ii) les caspases effectrices sont celles qui ont des substrats comme la poly (ADP) 

ribose polymérase (PARP) nécessaire dans la réparation de l'ADN (Nagata, 1997; Koester et 

Bolton, 1999). 



FADD/ 
MOR TI 

Caspasc X 
(FI ICE/MJ\CI 1) 

Cascade de 1 
protéases ICE ~ 

~ 1 

Protéolyse des substrats 
(P ARP, Ac tine, Lamines. 
etc . .. ) 

FasLigand 

Fas 

Domaine 
de mort 

<".lt 1 

Ca++ 

7 

FADD/ 
MORT! 

Caspasc 8 

/ 

Cytochrome c/ 
Aaf-2 

~ 
Apaf-1 

~ 
Caspase 91 
Apaf-3 - --·--~ 

. ~-··· · · ··· · ·· ·· ·· · ···· ···· ··· ·· ·· · ··· · ·· · .. · ~ 
t 

~ ~~scadede 
~téasesiCE 

tROS 1 
J.GSH 

't 
Protéolyse de substrat 

Cascades 
multiples 
(dont caspase 3) 

Changement 
morphologique 
du cytoplasme 

Figure 1: Régulation de l'apoptose. Adapté de Trump et Berezesky, 1995; McConkey, 

1996; Nagata, 1997; Koester et Bolton, 1999 . 

....................... .... > Plusieurs étapes intermédiaires 
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Une fois que la caspase 8 est activée, elle active d'autres caspases pour induire une chute du 

potentiel membranaire mitochondrial (Ll\f'm). Ce potentiel est le résultat de la distribution 

asymmétrique des ions à travers la membrane interne des mitochondries (lnSug et al., 1997). 

Cette dépolarisation de la membrane mitochondriale permet la libération rapide du 

cytochrome c 1 Apaf-2 dans le cytoplasme. Ce dernier se lie à Apaf-1 pour activer la caspase 

9 1 Apaf-3 qui à son tour engendre une série de cascades amenant à des changements 

morphologiques de la cellule et à la dégradation de l'ADN (Koester et Bolton, 1999). En 

effet, cette série d'événements conduit à une désorganisation du cytosquelette cytoplasmique, 

une augmentation de la concentration du (Ca2+ )i , une activation des endonucléases et 

protéases (Trump et Berezesky, 1995), et déclenchent la chromatinolyse et la nucléolyse 

(Kroemer et al., 1995). Une chute Ll'l'm génère aussi la libération de ROS (espèces réactives 

de l'oxygène) et libère le facteur induisant l'apoptose (AIF) qui active des caspases 

effectrices (caspases 3, 4, 6, 7, 13) responsables des changements morphologiques et 

biochimiques dans la cellule. Un des changements morphologiques est l'apparition de la 

phosphatidylsérine (PS) à l'extérieur de la membrane plasmique qui est un phénomène 

universel des cellules en apoptose. Les PS servent de signal pour que les cellules apoptotiques 

soient phagocytées par des macrophages empêchant une réponse inflammatoire. Le 

phénomène de l'apoptose est aussi relié à un faible niveau de glutathion (GSH). Le GSH est 

un tripeptide essentiel protégeant les cellules contre des agents oxydants et des radicaux libres 

qui peuvent endommager les cellules. Le GSH est essentiel aux mitochondries pour maintenir 

l'homéostasie du Ca2+ (Beatrice, Stiers et Pfeiffer, 1984) et il fournit le groupement thiol 

nécessaire à la régulation de la perméabilité de la membrane interne des cellules (Kosower et 

Kosower, 1983). Étant donné que les mitochondries ne possèdent pas de y-glutamyl-cystéinyl 

synthétase, le GSH mitochondrial provient du cytosol. Comme les mitochondries sont 

exemptes de catalase pour la détoxification des hydroperoxydes, elles dépendent entièrement 

de la GSH peroxydase (Chance, Sies et Boveris, 1979). De plus, le déclenchement de 

l'apoptose dépend du niveau de (Ca2+)i. Le calcium peut provenir du milieu externe, de la 

membrane plasmique, du noyau (Pettit et Hallett, 1998), des réticulums endoplasmiques, des 

granules lysosomales des neutrophiles humains et des mitochondries (Caswell et Warren, 

1972; Luthra et Oison, 1976). Le calcium stimule les enzymes de dégradation (endonucléases, 

protéases, phospholipases) menant à l'apoptose (Zychlinsky et al., 1991; McConkey et al., 

1989). L' endonucléase est une enzyme localisée dans le noyau et son activité est augmentée 

par une variété de stimuli. Les trois formes d'endonucléases (A, B et C) associées à 
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l' apoptose sont toutes Ca2+/Mg2+ -dépendantes. Cette enzyme scinde, à des endroits 

spécifiques, 1' ADN double-brin en plusieurs petits fragments de 180 paires de bases (Wyllie, 

Kerr et Currie, 1980). 

1.1.3 Mécanismes de l' apoptose spécifiquement chez les neutrophiles 

Durant l'apoptose, les neutrophiles montrent des caractéristiques particulières comme 

la diminution du volume cellulaire, la condensation de la chromatine et le bourgeonnement de 

la membrane. Les cellules phagocytaires voisines reconnaissent les cellules apoptotiques et 

les ingèrent sans causer d'inflammation (Wyllie, Kerr et Currie, 1980). Le mécanisme précis 

de la phagocytose des cellules apoptotiques n'est pas encore bien connu. Par contre, plusieurs 

récepteurs phagocytaires sembleraient être impliqués dans la reconnaissance des cellules 

apoptotiques (Giles, Hart, Haslett et al., 2000). Savill, Hogg et Haslett (1992) ont montré que 

les macrophages reconnaissent les neutrophiles apoptotiques par les récepteurs de 

vitronectine av ~3 et en concert avec le récepteur CD36 du thrombospondine. D'autres 

mécanismes ont été suggérés dont l'apparition des phosphatidylsérines à la surface des 

cellules apoptotiques qui seraient reconnus par les macrophages (Fadok, Savill et Haslett, 

1992). 
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1.1.4 Facteurs inducteurs et inhibiteurs de l'apoptose 

Plusieurs facteurs ont été rapportés comme étant des inducteurs ou inhibiteurs de 

1'apoptose des lymphocytes (Tableau 1) ou des PMN (Tableau 2). Nous ne mentionnons ici 

que quelques uns de ces facteurs. 

Les hormones glucocorticoïdes sont des inducteurs d'apoptose, in vitro, sur les 

thymocytes des rongeurs. La dexaméthasone, un produit de la famille des glucocorticoides, à 

la concentration de 1 jlM, augmente l'apoptose des lymphocytes T jusqu'à 45% après 6 

heures d'incubation par rapport à une apoptose spontanée qui est de 15% (Zucker et al., 

1994). 

Les cytokines comme le TNF-a. stimulent aussi l'apoptose sur les cellules U937, et le 

N-acetylcystéine (NAC), un antioxydant, peut protéger ces cellules de l'apoptose induite par 

le TNF-a. (Cossarizza et al., 1995). 

Brach et al. (1992) ont montré que les facteurs qui stimulent les colonies de 

granulocytes et de macrophages (GM-CSF) prolongent la survie des PMN humains en 

culture. Dans certaines conditions in vivo, telles que chez les personnes brûlées, on observe 

une inhibition de l'apoptose des PMN qui activeraient à leur tour la production de GM-CSF 

(Chitnis et al., 1996). La prévention de l'apoptose par GM-CSF est associée avec l'induction 

de l' ARN et la synthèse de protéine dans les PMN. L'apoptose spontanée des neutrophiles 

peut être bloquée par un inhibiteur de caspase z-Asp-2,6-dichlorobenzoloxymethylketone. 

S-nitrosoglutathione (GSNO), un donneur d'oxyde nitrique, augmente la 

fragmentation d'ADN des neutrophiles humains, et donc l'apoptose (Fortenberry, Owens et 

Brown, 1999). 
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Tableau 1 : Inducteurs et inhibiteurs de 1' apoptose des lymphocytes 

STIMULI INDUCTEUR INHIDITEUR AUTEUR 

Bcl-2 x Vaux, Cory et Adams, 1988 

mei-l x Reynolds et al., 1994 

Anticorps anti-CD3 x McConkey et al., 1989 
1 

TNF-a x Cossarizza et al., 1995 
1 

dexaméthasone x Zucker et al., 1994; Cossarizza et al., 1994 1 

irradiation x Garvy et al., 1993 1 

1 

tributylétain x Zucker et al. , 1994 
1 

mercure x Shenker et al., 1997 

Calcium ionophores (A23187) x McConkey et al., 1989; McConkey et al., 1991 






















































































































































































