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RÉSUMÉ 

 
Les nanoparticules se retrouvent dans une variété de produits, incluant les cosmétiques, les 

vêtements et la nourriture. En nanomédecine, les dendrimères polyamines suscitent 

l’attention, car elles sont utilisées comme vecteur de médicaments et le palladium en imagerie 

médicale. Les dendrimères sont connus pour s’accumuler dans les voies respiratoires et 

peuvent exacerber l’inflammation éosinophilique dans des modèles in vivo. Considérant que 

les éosinophiles sont des cellules ayant un rôle dans la régulation des réponses inflammatoires 

et que les nanoparticules comme les dendrimères influencent les fonctions des neutrophiles. 

Les dendrimères et le palladium ont-ils la capacité de moduler les fonctions d’un autre type 

de granulocytes, comme les éosinophiles ? Notre hypothèse est que les fonctions cellulaires 

des éosinophiles vont être influencé par leur action réciproque avec les nanoparticules 

dendrimères et palladium. Et ce de manière identique à ce qui a déjà été examiné chez le 

neutrophile. Ce mémoire présente les effets de deux nanoparticules différentes, les 

dendrimères et le palladium sur les éosinophiles humains. Nous avons déterminé que ces 

nanoparticules n’endommagent pas la membrane des éosinophiles, mais que les dendrimères 

induisent l’apoptose à 24 heures. De plus, les éosinophiles démontrent une meilleure adhésion 

et chimiotactisme en présence de ces nanoparticules. Par contre, la production d’espèces 

réactives de l’oxygène n’est pas influencée par ces dernières. Ces connaissances viennent 

compléter le travail déjà entrepris concernant les nanoparticules.  
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ABSTRACT 

 
Nanoparticles are found in a variety of products, including cosmetics, clothing and food. In 

nanomedicine, polyamine dendrimers are attracting attention because they are used as a drug 

vector and palladium in medical imaging. Dendrimers are known to accumulate in the 

airways and may exacerbate eosinophilic inflammation in in vivo models. Considering that 

eosinophils are cells that have a role in the regulation of inflammatory responses and that 

nanoparticles such as dendrimers influence the functions of neutrophils. Do dendrimers and 

palladium have the ability to modulate the functions of another type of granulocyte, such as 

eosinophils. Our hypothesis is that the cellular functions of eosinophils will be influenced by 

their interaction with nanoparticles dendrimers and palladium. And this is identical to what 

has already been examined in neutrophils. This thesis presents the effects of two different 

nanoparticles, dendrimers and palladium on human eosinophils. We determined that these 

nanoparticles do not damage the membrane of eosinophils, but that dendrimers induce 

apoptosis at 24 hours. In addition, eosinophils demonstrate better adhesion and chemotaxis in 

the presence of these nanoparticles. On the other hand, the production of reactive species of 

oxygen is not influenced by these nanoparticles. This knowledge complements the work 

already undertaken on nanoparticles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

v 

TABLE DES MATIÈRES 

 
Remerciements………………………………………………………………………………………...ii 

Résumé………………………………………………………………………………………………...iii 

Abstract………………………………………………………………………………………………..iv 

Table des matières…………………………………………………………………………………….v 

Liste des figures...……………………………………………………………………………………vii 

Liste des tableaux……………………………………………………………………………………..ix 

Liste des abréviations…………………………………………………………………………………x 

Introduction…………………………………………………………….………………….…..........…1 

CHAPITRE 1 : LES NANOPARTICULES...………………...………………………………………4 

1.1 Définition et applications…………………………………………………………………………4 

1.2 Voies d’exposition………………………………………………………….……………………...9 

1.3 Toxicologie………………………………………………………………………………………..10 

1.3.1 Distribution des NPs dans l’organisme …..………………………..………………..12 

1.3.2 Mode d’internalisation………………...……………………………………………....12 

1.3.3 Effets toxiques…………………...……………………………….……………..……...13 

1.4 Les dendrimères…………..……………………………………………………………………...14 

1.4.1 Propriétés des PAMAM et méthode de synthèse…………………………………..15 

1.4.2 Domaines d’applications………...……………………………………………………18 

1.4.3 Toxicologie……………………………………………………………………………..19 

1.5 Palladium…………………………………………………………………………………………20 

1.5.1 Caractéristiques…………………………………………………….......………….......20 

1.5.2 Secteurs d’utilisation………..…………………………………………………….…...21 

1.5.3 Toxicologie……………………………………………………………………………..22 

CHAPITRE 2 : LES ÉOSINOPHILES…………………………………………………...………….24 

2.1 Découverte et morphologie…………………………………………………...…………….…..24 

2.2 Les granules……………………………………………………………...…………………….…25 

2.2.1 Les effecteurs des granules……………………………. ……………..…….………..26 

2.2.2 Mécanisme de dégranulation………………………………………………………...27 

2.2.3 Les espèces réactives de l’oxygène…………………………………...……........……28 

2.3 Ontogénie et localisation.………………………………………………...…………….…….….28 

2.4 Recrutement des éosinophiles…………………………………………………...……….……..30 

2.4.1 Recrutement des éosinophiles en période d’homéostasie………………....………31 

2.4.2 Recrutement des éosinophiles en situation inflammatoire……..……..…….……..32 

2.5 L’éosinophile une cellule aux multiples capacités…….…………………...…………..……...32 

2.5.1 Chimiokines et cytokines……………………………………………...……….……...33 

2.5.2 Présence des éosinophiles dans les pathologies..……...…………………...……….35 

2.5.3 Capacités immunorégulatrices……………………………………………………….36 

CHAPITRE 3 : MATÉRIELS ET MÉTHODES………........…………………………...…….……..38 

3.1 Mesure de la taille et du potentiel zêta…………………………………………………...…….38 

3.2 Réactifs…………………………………..………………………………………………………...38 

3.3 Nanoparticules…………………………………………………………………………………...38 

3.4 Isolation et incubation des éosinophiles ……………………………………………………….39 

3.5 Viabilité cellulaire et cytologie…………………………………………………...……………..39 

3.6 Évaluation de l’apoptose des éosinophiles …………………………………………...……….40 



 

vi 

3.7 Adhésion cellulaire………………………………………………………………………………40 

3.8 Chimiotaxie……………………………………………………………………………………….41 

3.9 Les ROS………………………………………………....…...……………………………….……41 

3.10 Analyses statistiques………………………………………………...…………………….……41 

CHAPITRE 4 : RÉSULTATS……………………………………...…………………………….…...42 

4.1 Caractérisation du Pd.………………………………...…………………………………….........42 

4.2 Effet des dendrimères PAMAM sur la viabilité des éosinophiles humains.……………….42 

4.3 Effet du Pd sur la viabilité des éosinophiles humains………………………..………………..44 

4.4 Effet des dendrimères PAMAM sur la morphologie cellulaire des éosinophiles humains.45 

4.5 Effet des dendrimères PAMAM sur l’apoptose des éosinophiles humains………...….…..47 

4.6 Effet du Pd sur l’apoptose des éosinophiles humains……………...……………….………..49 

4.7 Influence des dendrimères PAMAM sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles humains.50 

4.8 Influence du Pd sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles humains………………………..51 

4.9 Impact des dendrimères PAMAM sur la chimiotaxie des éosinophiles humains………….52 

4.10 Impact du Pd sur la chimiotaxie des éosinophiles humains…………..………….………...53 

4.11 Incidence des dendrimères PAMAM sur la production de ROS chez les éosinophiles 

humains.................................................................................................................................................54 

4.12 Incidence du Pd sur la production de ROS chez les éosinophiles humains……….…….....55 

CHAPITRE 5 : DISCUSSION ET CONCLUSION………………...………………………....……56 

RÉFÉRENCES………………………………………………………………………………………...62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

vii 

LISTE DES FIGURES 

 
Figure 1.1 : Schématisation de la production des NPs selon les deux méthodes existantes, la 

voie ascendante et descendante……………………………………..……………………………….8 

 

Figure 1.4 : Représentation schématique de la structure d’un dendrimère……………………..15 

 

Figure 1.4.3 : Représentation schématique des méthodes convergente et divergente de la 

synthèse des dendrimères………………………………………..………………...………………..17 

 

Figure 2.1 : Photographie d’un polynucléaire éosinophile humain coloré au May Grünwald 

Giemsa en microscopie optique…………………...………………………………………………..25 

 

Figure 2.3 : Représentation schématique de la maturation et du recrutement tissulaire des 

éosinophiles (inspiré de Driss V., 2008) ...........................................................................................30 

 

Figure 4.2 : Détermination de l’effet des dendrimères PAMAM de G0 à G3 sur la viabilité des 

éosinophiles humains à des temps d’incubation différents………………….………...………...43 

 

Figure 4.3 : Détermination de l’effet du Pd à différentes concentrations sur les éosinophiles 

humains.................................................................................................................................................44 

 

Figure 4.4 : Détermination de l’effet des dendrimères PAMAM sur la morphologie cellulaire 

des éosinophiles humains à différents temps d’incubation……………….....………………..…46 

 

Figure 4.5 : Détermination de l’effet des dendrimères PAMAM sur l’apoptose des éosinophiles 

humains à différents temps d’incubation…….……...………………………………………….…48 

 

Figure 4.6 : Détermination de l’effet du Pd à différentes concentrations sur l’apoptose des 

éosinophiles humains……….……………………………………………………………………….49 

 

Figure 4.7 : Évaluation de l’influence des dendrimères PAMAM sur l’adhésion cellulaire des 

éosinophiles humains…………………………….………………………………………………….50 

 

Figure 4.8 : Évaluation de l’influence du Pd sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles 

humains…………………………………………………………………………………………….…51 

 

Figure 4.9 : Caractérisation de l’impact des dendrimères PAMAM sur la chimiotaxie des 

éosinophiles humains………………………………………………………………….…………….52 

 

Figure 4.10 : Caractérisation de l’impact du Pd sur la chimiotaxie des éosinophiles 

humains……...............................................................................................................................……..53 

 

Figure 4.11 : Évaluation de l’incidence des dendrimères PAMAM sur la production de ROS 

intracellulaire des éosinophiles humains………………………..………………………………...54 

 



 

viii 

Figure 4.12 : Évaluation de l’incidence du Pd sur la production de ROS intracellulaire des 

éosinophiles humains……………………………………………………….…………………….....55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ix 

LISTE DES TABLEAUX 

 
Tableau 1.1a : Utilisations des NPs et des NM selon les domaines 

d’applications……….................................................................................................................………6 

 

Tableau 1.1b : Principales techniques employés dans l’élaboration des NM classifiées selon la 

méthode utilisée……………………...………………………………………………………………..9 

 

Tableau 2.5.1 : Chimiokines, cytokines, facteurs de croissance et protéines d’adhésion 

membranaire chez l’éosinophile……………..……………………………………………………..34 

 

Tableau 4.1 : Caractérisation du Pd……………………………………………...…………………42 

 

Tableau 5.0 : Synthèse des résultats obtenus pour les expériences sur les effets des NPs 

(PAMAM et Pd) sur les fonctions des éosinophiles et des neutrophiles……………….........….58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

x 

LISTE DES ABRÉVIATIONS 

 
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

DLS : Diffusion Dynamique de la Lumière 

ECP : Protéine Cationique de l’Éosinophile 

EDN : Neurotoxine Dérivée de l’Éosinophile 

GM-CSF : Facteur de Stimulation de Granulocytes et Macrophages 

HB-EGF : Heparin Binding Epidermal Growth Factor like binding protein 

IL- : InterLeukine 

IFN- : InterFéroN 

Ig : Immunoglobuline 

IMF : Intensité Moyenne de Fluorescence 

LIF : Leukemia Inhibitor Factor 

LPS : LipoPolySaccharide 

LT : Leucotriène 

MBP : Protéine Basique Majeure 

MIP-1 α/β : Protéines 1α/β d’Infliltration des Macrophage  

MIF-1α : Facteur de l’Inflammation des Macrophages α 

MIP-3 : Protéine 3 de l’Inflammation des Macrophages 

NGF β : Nerve Growth Factor β 

NM : NanoMatériaux 

NP(s) : NanoParticule(s) 

Pd : Palladium 

PDGF : Platelet Derived Growth Factor 

PDI : Index de PolyDispersité 

RANTES : Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted 

ROS : Reactive Oxygen Species (espèces réactives de l’oxygène) 

SCF : Sterm Cell Factor 

TGF : Transforming Growth Factor 

TLR : Toll-Like Receptors 

TNF : Tumor Necrosis Factor  

VEGF : Vascular endothelial Growth Factor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1 

INTRODUCTION 

 

 
De nos jours, la nanotechnologie est une industrie en plein essor qui jouit de plusieurs 

milliards de dollars en recherche et développement et qui génère des milliers d’emplois. Cette 

industrie utilise des procédés de fabrication et de manipulation de matériaux qui ont une 

échelle nanométrique. Une nanoparticule (NP) est une particule, dont les trois dimensions 

inférieures à 100nm. Ses caractéristiques diffèrent des particules en raison de leur taille et de 

leur charge de surface, ce qui leur confère des propriétés qui permettent de les utiliser dans de 

multiples domaines. 

En effet, les NPs sont utilisées dans une grande variété de produits, entre autres les 

cosmétiques, les vêtements de sport, l’imagerie médicale, l’électronique et les implants 

médicaux. 

L’exposition aux NPs peut donc se faire de manière accidentelle ou non, et les principales voies 

d’exposition sont l’inhalation, l’ingestion et la voie cutanée. 

Certaines NPs (synthétiques ou naturelles) sont diffusées dans l’environnement, l’air et l’eau, 

et sont suspectées d’avoir un impact négatif sur l’environnement et sur la santé.  Diverses 

études toxicologiques ont été menées notamment, l’évaluation des effets cytotoxicologiques 

de NP de dioxyde de titane (TiO2) et d’oxyde de zinc (ZnO) sur les bactéries du sol (X. Fang et 

al., 2010). Selon les NPs, la taille et l’enveloppe bactérienne sont altérées. En ce qui concerne la 

santé humaine, une étude réalisée in vitro sur l’impact de NP de carbure de silicium sur les 

cellules pulmonaires a favorisé la formation de granulomes pulmonaires (O. Ostiguy et al., 

2006b). Dans notre laboratoire, l’effet immunomodulateur sur le modèle de la poche d’air 

murine, à montrer que les fonctions des neutrophiles sont modulées par les NPs (Durocher et 

al., 2016). 

Les NPs avec lesquelles nous avons travaillé sont les dendrimères PAMAM qui possèdent une 

structure unique, leur forme reprend celle des branches d’un arbre. Cette forme leur confère 

de nombreuses fonctionnalités, en particulier en nanomédecine où elles sont utilisées en tant 

que vecteurs de médicaments. Les dendrimères sont synthétisées en laboratoire et classifiées 

par génération. Les dendrimères PAMAM ont la particularité de pouvoir passer à travers les 
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barrières biologiques telles que la barrière placentaire et encéphalique. En raison de leur petite 

taille les NPs dendrimères sont connues pour s’accumuler dans les voies respiratoires. 

Les nanoparticules de palladium se sont révélées être d’excellents catalyseurs dans beaucoup 

de réactions chimiques. Les NPs sont utilisées dans de nombreux domaines tels que la chimie 

et matériaux ainsi que la santé. 

Le système respiratoire est une cible potentielle d’exposition accidentelle aux NPs et plusieurs 

études ont démontré que celles-ci peuvent exacerber l’inflammation des voies respiratoires 

dans des modèles in vivo. 

Le type cellulaire avec lequel nous avons travaillé est l’éosinophile. Les éosinophiles sont des 

cellules provenant de cellules souches hématopoïétiques multipotentes, de la lignée myéloïde, 

ils appartiennent à la famille des granulocytes avec les neutrophiles et les basophiles. Les 

éosinophiles représentent 1 à 3% des leucocytes sanguins chez les personnes saines, mais 

peuvent atteindre facilement 10 à 15% chez les personnes asthmatiques ou allergiques 

(Bousquet et al., 1994). Les éosinophiles circulent brièvement dans le sang avant de s’établir 

dans des organes cibles tels que l’intestin, l’utérus, les glandes mammaires, la moelle osseuse. 

Elles sont appelées cellules tissulaires, en effet le ratio éosinophile tissulaire sur circulant est 

de 200/1. Les éosinophiles sont des cellules qui rentrent en apoptose assez rapidement, 24 à 48 

heures, si on les met en culture sans ajouts de cytokines. Par contre en présence d’Interleukine 

5 (IL-5) par exemple les éosinophiles sont viables jusqu’à 2 semaines. L’IL-5, l’IL-3 et le GM 

CSF sont importants pour leur différenciation et leur survie.  

Les éosinophiles ont un rôle important à jouer dans la réponse immune, y compris plusieurs 

fonctions impliquées dans la résolution des processus inflammatoires. Des pathologies telles 

que les allergies, l’asthme, les infections parasitaires ou les maladies auto-immunes sont 

caractérisés par une hyperéosinophilie sanguine et tissulaire.  

Entre autres avec leurs cytokines, leurs médiateurs solubles, les éosinophiles pourraient 

participer à la modulation de la réponse TH1/TH2 (lymphocytes T auxiliaire, en anglais T 

helper) et pourraient participer au recrutement des macrophages et des cellules dendritiques. 

Elles pourraient également agir en tant que cellules présentatrice d’antigène. Dans le modèle 

murin, les NPs induiraient de l’inflammation hyperéosinophilique pulmonaire. 

Notre problématique est la suivante, considérant que les réponses fonctionnelles des NPs 

dendrimères ont un effet pro-inflammatoire in vivo (Durocher et al., 2016), et que les 
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éosinophiles sont modulés par les NPs (Silva et al., 2016). Nous avons émis l’hypothèse que les 

fonctions cellulaires des éosinophiles sont modulées par l’interaction avec les NPs 

dendrimères. Nous nous demandons également si le palladium a les mêmes capacités que le 

TiO2 pour moduler les fonctions chez les éosinophiles. 
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CHAPITRE 1 : LES NANOPARTICULES 
 

 
1.1 Définition et application 

 
 Les nanotechnologies sont au cœur de la nouvelle ère industrielle. En effet, 

l’enthousiasme mondial dans ce domaine engendre des investissements dans de nombreux 

domaines ou activités de recherche et de nombreuses industries ont vu le jour à la suite d'une 

rapide extension dans les dix dernières années. En 2014, on pouvait trouver environ 1800 

produits commercialisés ce qui correspond à un chiffre d’affaires annuel de plus de 750 

milliards de dollars. Afin de pouvoir appréhender de nouveaux développements et 

application, une infrastructure au Québec a été créée (NanoQuébec). Elle dispose 

d’équipements de pointe (400M$) et de personnel qualifié (Endo et al, 2014). Les applications 

et les procédés entourant les NPs touchent de nombreux secteurs d’activités, en effet les 

physiciens, les biologistes, les chimistes, les ingénieurs et bien d’autres travaillent de concert 

afin d’améliorer nos connaissances concernant les NPs (C. Ostiguy et al., 2006a). 

Une nanoparticule est une particule qui a ses trois dimensions comprises entre 1 et 100 nm. 

Les nanotubes, les nanofibres, les nanofilaments, les nano-objets cylindriques ont une seule 

dimension qui peut être supérieure à 100 nm, mais le diamètre varie de 1 à 10 nm. Les 

nanocouches, les nanofilms, ont deux dimensions qui sont au-dessus de 100 nm, mais 

l’épaisseur est d’un à une dizaine de nanomètres. Les NPs se retrouvent de partout dans notre 

environnement. Les nanoparticules sont utilisées dans une grande variété de produits entre 

autres on les retrouve dans les cosmétiques, certains contiennent du titanium qui permet de 

refléter les ultra-violets. Les vêtements de sport renferment des particules d’argent qui ont un 

rôle d’agent bactéricide. Également, on retrouve du dioxyde de titane, dans certains textiles 

notamment dans les tenues des pompiers en raison de leurs propriétés de retardateur de 

flamme (C. Ostiguy et al., 2006a ; AFP, 2018).  

En octobre 2011, la Commission européenne a soumis une définition pour le nanomatériau. Il 

s’agit donc d’un matériau naturel créé par l’homme ou créé accidentellement qui comporte 

des particules sous forme d’agrégat, libre ou aggloméré, et dont la moitié et plus des particules 

à une ou de multiples dimensions qui sont comprises entre 1 et 100 nm. De plus, lorsqu’un 
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matériau présente une surface spécifique de plus de 60 m2/cm3 elle intègre la définition 

mentionnée (INRS, 2015). 

Certaines NPs sont relâchées dans l’environnement par des sources d’origine naturelle, telles 

que les fumées volcaniques, les embruns, les eaux souterraines et les feux. D’autres 

proviennent des activités humaines comme les particules émises lors du chauffage ou par les 

industries et les transports (Aitken et al., 2004, Cyrys et al., 2003). 

Malgré le fait que l’utilisation des NPs est un domaine de la science considérée comme très 

moderne, celles-ci existaient déjà il y a de nombreuses années. En effet, l’utilisation de métaux 

contenant des NPs était utilisée dans la fabrication de verrerie à l’époque romaine (Poole et al., 

2003), car ces dernières permettaient un changement de couleur de l’objet en présence d’une 

source de lumière.  

Pour faire suite à l’important développement des technologies lors des dix dernières années, 

aujourd’hui il est faisable de manipuler les atomes individuellement, ce qui permet de réaliser 

des structures minuscules avec des propriétés très divergentes d’un objet de taille plus grande 

et avec une composition identique. 

Les dimensions des NPs sont infinitésimalement inférieures par rapport à celles qui 

déterminent la plupart des phénomènes physiques et ça leur procure des propriétés 

exceptionnelles. Dans la plupart des cas, les nanomatériaux (NM) dévoilent des particularités 

comme une force considérable, des caractéristiques physiques, chimiques ou électriques 

remarquablement différentes et surprenantes en comparaison aux mêmes matériaux de plus 

grand volume (C. Ostiguy et al., 2006a). Par exemple, la mine de crayon en carbone se brise 

aisément, par contre lorsque le carbone est sous forme de nanotubes, il est plus robuste que 

l’acier. Communément, l’or est jaune et inerte, pourtant lorsqu’il s’agit de NPs d’or (3nm) 

celles-ci agissent comme un catalyseur et sont rouges. Toutes ces caractéristiques rendent les 

NPs très intéressantes pour l’industrie (INERIS, 2007). L’utilisation des nanomatériaux permet 

un accès à des propriétés physico-chimiques nouvelles, notamment électriques (conductivité 

d’un isolant remanier), magnétiques, mécanistiques (plasticité plus grande), optiques, 

catalytiques ou l’inflammabilité.  

Comme nous l’avons déjà cité, les domaines d’application sont très variés (tableau 1.1) et 

certains ont rencontré un grand succès financier, comme les écrans solaires, les filtres optiques, 

et les rubans d’enregistrement magnétiques. D’autres secteurs sont quant à eux en plein 
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développement tel que le domaine biomédical et pharmaceutique, les cosmétiques, les textiles 

et les revêtements ainsi que l’énergie et les catalyseurs (C. Ostiguy et al., 2006a). Il y a une 

multitude d’utilisations biologique développée à partir des NPs. Notamment dans le secteur 

médical, des NPs peuvent être employées dans le but de transporter et de délivrer un 

médicament. Elles sont également utilisées en imagerie médicale comme agent de contraste 

(Schlager et al., 2010). 

 
Tableau 1.1a : Utilisations des NPs et des NM selon les domaines d’applications 

 

Domaines 

d’applications 
Exemples d’utilisations  

Aérospatial, 

nautique et 

automobile 

Additifs pour une combustion optimisée, capteurs pour maximiser l’efficacité des 

moteurs, détecteurs de glace et de fissures (ailes d’avion), matériaux plus résistants et 

moins lourds, peinture spécifique (anticorrosion, anti-égratignure, anti-saleté, effet de 

couleur), pneumatique de plus longue vie et recyclable, résistance mécanique, thermique 

et énergétique améliorée… 

Agroalimentaire Additifs (anti-agglutinants, colorants, conservateurs, émulsifiants), emballages. 

Chimie 

industrielle 

Anticorrosif, catalyseurs à multifonctions, céramiques, charges, pigments, revêtements 

renforcés, textile antibactérien... 

Construction 
Ciments (autonettoyants et antipollution), colles (meilleure adhésion), mastics, peintures 

(antitaches, anticorrosion...), vitrages (autonettoyants et anti-saleté), vernis… 

Cosmétique 

Crèmes solaires (meilleure protection UV, texture, transparence), maquillage (meilleure 

tenue, texture, brillance…), dentifrice (meilleur nettoyage, longue durée), produits 

antirides et antibactériens… 

Défense 
Détecteurs (d’agents biologiques et chimiques), système de guidage (plus performant), 

système de surveillance (plus petit, plus performant), textile (légers, plus résistant) … 

Électronique 

Audiovisuel (écran plat, système de son), bibliothèque électronique miniaturisée, cellules 

solaires, fibre optique, mémoire et processeur (haute densité, miniaturisée, rapidité), 

polymère et composite, technologies sans fil… 

Énergie 
Batteries et cellules photovoltaïques nouvelle génération, stockage d’hydrogène, 

géothermie et éolienne, fenêtres intelligentes, matériaux isolants plus performants… 

Environnement 
Analyseurs spécifiques (chimique), diminution des émissions de gaz (CO2), fertilisants et 

pesticides de meilleures efficacités et moins néfaste… 

Santé 

Imagerie médicale (marqueurs fluorescents, contraste), médicaments et agents actifs, 

médicaments à délivrance précise, surface biocompatible (implants), surface adhésive 

(anti-allergènes, antibactériens), thérapie personnalisée, vaccins… 

 
Le secteur de la nanomédecine relève de l’élaboration de conformation moléculaire, de 

procédé nanométrique complexe employé dans le secteur médical. Cette nouvelle branche de 

la médecine a pour but d’esquiver les complications connues, telles que la spécificité, les 

problèmes de synergie ainsi que la faible biodisponibilité. Les dendrimères sont les sujets 

parfaits pour combler la nécessité grandissante de molécules multifonctionnelles flexibles et 

biocompatibles (Caruthers et al., 2007, J. Shi et al., 2010). On peut donc parler d’une nouvelle 

révolution industrielle ou la recherche est en pleine expansion dans la plupart des pays 

industrialisés. L’Europe et les États-Unis ont grandement investi dans de nombreux domaines 
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de développement. De 2008 à 2015, le marché mondial des nanotechnologies a doublé en 

termes de chiffres d’affaires et a généré plus de 2 millions d’emplois dans le monde (Sabourin, 

2014, Senik et al., 2011). Plus de 800 articles mis sur le marché qui comporte des constituants 

nanométriques. Une assemblée de professionnels a évalué à environ 2,6 billions de dollars le 

marché mondial qui pourrait être atteint en 2015 (C.  Ostiguy et al., 2010, Schnieder et al., 2007). 

Dans les 10 dernières années, plus de 640 millions de dollars ont été investis dans la recherche 

en nanotechnologie par les gouvernements provinciaux et le gouvernement fédéral du 

Canada. Par exemple, en Alberta un nouveau centre de recherche et de développement 

consacré aux nanotechnologies a été ouvert.  

Afin de contribuer aux avancées qui sont développées au sein universitaire et mettre en valeur 

l’utilisation des nanotechnologies, il existe au Québec NanoQuébec (Senik et al., 2011). 

NanoQuébec a annoncé qu’en 2005, les ventes d’articles contenant des NPs se sont élevées à 2 

millions de dollars et qu’elles ont atteint 8 millions en 2008 (C.  Ostiguy et al., 2010). Le mandat 

de NanoQuébec consiste à encourager le développement et l’amélioration des 

nanotechnologies pour ce qui est de la recherche et de favoriser l‘expansion économique et 

sociale. Beaucoup d’universités au Québec comportent des chercheurs travaillant sur les 

nanotechnologies. NanoQuébec permet d’avoir un accès aux entreprises et chercheurs en 

nanotechnologie au Québec, puisqu’il met un répertoire précis sur son site web.  

Par contre, parmi les recherches sur les NPs un trop mince pourcentage se préoccupe des 

risques associés à la santé, l’environnement et à la sécurité en milieu de travail. Mais le 

domaine des NM et des nanotechnologies est tellement étendu, il touche de nombreuses 

disciplines et se développe extrêmement rapidement qu’il ne peut être entièrement couvert.  

En ce qui concerne la surface d’exposition c’est-à-dire la surface spécifique de particule, 

lorsqu’on a une particule de quelques millimètres, sa surface spécifique varie de 100 à 1000 

m2/g, on peut donc constater que la réactivité de surface est fortement amplifiée (Brouwer et 

al., 2004). La production des NM peut être dissociée en deux voies (Figure 1.1). La voie 

ascendante et la voie descendante. La première revient à assembler la matière atome par atome 

afin d’élaborer des molécules. Cette technique est employée pour la création des fullerènes et 

des nanotubes de carbone. La deuxième voie revient à fragmenter un matériau conventionnel 
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jusqu’à acquérir les proportions souhaiter d’échelle nanométrique (Köhler et al., 2008, C. 

Ostiguy et al., 2006a).  

 

Figure 1.1 : Schématisation de la production des NPs selon les deux méthodes existantes   
 

Les deux méthodes existantes représentées sont la voie ascendante et la voie descendante. Schéma adapté et 

modifié de (INRS, 2015). 

 
Ces deux méthodes se rejoignent en ce qui concerne la taille de la NP obtenue. La voie 

ascendante permet de produire une variété d’architectures plus vaste et un meilleur contrôle 

de la dimension nanométrique des NPs. La première façon de procéder est de concevoir des 

molécules puis de les retailler pour réduire leur taille. La deuxième façon de procéder se fait 

grâce au microscope à effet tunnel qui sert d’outil pour manipuler les atomes. En effet, le mode 

de construction procure des moyens de contrôle sur la taille, sur l’homogénéité des substances, 

et sur la disposition des molécules. La voie descendante permet de générer de plus grandes 

quantités de NPs grâce à son mode de production par fractionnement graduel, mais cette 

technique rend plus délicat le contrôle sur la dimension nanométrique (INRS, 2015). 

Les techniques utilisées de nos jours afin d’élaborer des NM sont regroupées en trois groupes 

différents selon le procédé d’utilisation qui sont regroupés dans le tableau 1.1b. 

La voie ascendante emploie les méthodes de fabrication physiques et chimiques tandis que la 

voie descendante utilise les procédés mécaniques. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Matériau 

Particules Molécules Atomes 

Nanoparticules 

Voie descendante Voie ascendante 
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Tableau 1.1b : Principales techniques employées dans l’élaboration des NM classifiée selon la méthode 

utilisée. 
 

Méthodes Techniques 

Chimique 

Fluides avec réaction chimique (Oxydes, beaucoup de métaux, quelques nitrures) 

Réactions en milieu liquide (co-précipitation chimique, hydrolyse) 

Réactions en milieu solide (oxydes et la majorité des métaux) 

Réaction en phase vapeur (oxydes, carbures, alliages métalliques, nitrures, ect.) 

Procédés sol-gel (à base de silice, alkoxyde de métal, la majorité des oxydes) 

Polymérisation en phase gazeuse, électrofilage, greffage (polymères organiques 

comme les dendrons et les dendrimères) 

Réactions de coprécipitation chimique ou hydrolyse (oxydes métalliques et métaux) 

Polymérisation en chaîne par étape en phase liquide (polymères organiques : 

dendrimères et dendrons) 

Mécanique 

Broyage (haute énergie ou mécanosynthèse) 

Activation mécanique de procédés de la métallurgie des poudres 

Consolidation et densification 

Forte déformation par friction, laminage, torsion (oxydes métalliques) 

Physique 

Condensation, évaporation sous pression partielle inerte ou réactive ( Al, Co, Cu, Fe, 

Ni, Pd, Pt, oxydes) 

Synthèse au plasma ou méthodes à arc électrique (oxydes métalliques) 

Décharge électrique 

Décomposition catalytique 

Dépôt physique en phase vapeur (dépôts de CrN, TiN) 

Recuit à basse température (alliages métalliques) 

Flammes de combustion (oxydes métalliques)  

Pyrolyse au laser (suies carbonées, fullerènes, Si, TiO2, ect) 

Irradiation électronique ou ionique  

Micro-ondes (Ag, Ni) 

Sectionnement laser 

 

1.2 Voies d’expositions 

 
 À la suite du développement des nanotechnologies, il y a eu une prise de conscience 

concernant l’émission de NM manufacturé. Cette situation a entrainé des interrogations sur 

les sujets entourant les nanotechnologies, qui touchent le domaine scientifique et sanitaire. Les 

émissions de NM induisent deux types d’expositions humaines qui attirent l’attention, soit 

celle concernant les travailleurs et celle visant les consommateurs (Bencsik et al., 2017). Le fait 

que les NPs puissent pénétrer dans l’organisme représente un danger potentiel pour la santé 

de l’homme et des différentes espèces. L’exposition peut avoir lieu de manière directe, lorsque 

des NPs sont renfermées dans des poudres où de façon indirecte lorsque les NPs composant 

des matériaux sont libérées. Les situations d’expositions aux NPs sont variées et fréquentes. 

Elles peuvent se produire de façon accidentelle, comme lors d’incident ou d’un mauvais 

fonctionnement de matériel (fuite/bris). Ces expositions peuvent être considérées comme non 
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accidentelles, comme lors de l’utilisation des produits cosmétiques, ou de vêtements qui 

contiennent des NPs. 

Il faut également prendre en compte les situations d’expositions professionnelles qui sont plus 

chroniques en raison du succès des NPs dans les industries et la recherche, telles que les 

transferts, l’échantillonnage, l’usinage de nanocomposites, le conditionnement, le nettoyage... 

(INRS, 2015).  

L’homme se retrouve exposé aux NPs par le biais de diverses voies, les voies respiratoires, 

cutanées et digestives. La voie la plus importante est le système respiratoire, dont le site de 

dépôt va résulter de la taille des NPs (Li Y et al, 2019). En ce qui concerne la pénétration par la 

voie cutanée, elle est encore sujette à controverse (INRS, 2015 ; Frankova J, 2018 ; Ostaszewska 

T, 2016). Le système respiratoire représente la voie d’intrusion la plus importante de NP dans 

l’organisme. Les NPs sont capables d’atteindre la voie gastro-intestinale.  

En raison de leur très petite taille, les NPs ou les objets qui sont ingérés ou inhalés sont 

susceptibles de traverser les barrières biologiques (nasales, bronchiques et alvéolaires) et se 

diriger vers les divers lieux de l’organisme via le sang et la lymphe (INRS, 2015). Une fois que 

les NPs se retrouvent dans la circulation sanguine, en fonction des interactions qu’elles vont 

avoir avec les cellules présente (protéines plasmatiques, cellules sanguines, plaquettes, cellules 

immunitaires) leur devenir et leur action pourra être variable (Mortimer et al., 2009). Des 

modifications physiologiques telles que l’inflammation, la coagulation sanguine et bien 

d’autres sont provoquées par la proximité avec des NPs. Il est donc d’une grande nécessité de 

déterminer la répercussion des interférences des NPs sur les divers modèles cellulaires et leurs 

incidences au niveau du système immunitaire. 

 
1.3 Nanotoxicologie 

 

Chaque NP peut avoir un effet potentiellement toxicologique, cela va dépendre de plusieurs 

facteurs physico-chimiques tels que la structure, la forme, la composition chimique et la taille. 

Actuellement, de plus en plus d’études sont menées sur ce sujet, mais elles restent peu 

nombreuses en ce qui a trait à la santé humaine. Plusieurs études montrent des impacts 

pouvant se produire au sein du système inflammatoire, neurologique, cardiovasculaire et 

respiratoire. La majorité des études sont issues d’un travail réalisé sur des cultures cellulaires 

ou chez l’animal et par conséquent il est difficile de transposer les résultats chez l’être humain. 
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Les particules fines émises par les activités industrielles et les moteurs sont à l’origine de la 

pollution atmosphérique et ont été amplement étudiées (essais chez l’homme, études 

épidémiologiques). Il ressort de ces études que les particules fines provoquent des effets sur le 

système respiratoire (inflammation ou obstruction des voies aériennes) et cardiovasculaire 

(ischémique myocardique) (Bencsik et al., 2017, INERIS, 2007). Pour ce qui est relatif aux NPs 

manufacturées, le recul est moins élevé, son développement est relativement récent en 

comparaison des particules ultrafines, mais elles peuvent tout de même être utilisées comme 

référence. 

Les effets toxicologiques sont souvent induits par un certain nombre de facteurs.  

La taille, elle va déterminer la localisation des NPs déposées lors de l’inhalation. Plus la taille 

est réduite plus la NP va pouvoir migrer facilement dans l’organisme. Le programme Nanotox 

à démontrer que les NPs d’aluminium de 2 à 4 nm sont beaucoup plus toxique que celles de 

plus grande taille, 40 à 47 nm (INERIS, 2007). La diminution de la taille des NPs conduit à un 

ratio plus élevé du volume ce qui engendre des interactions plus fortes avec les molécules 

biologiques présentes (Oberdorster et al., 2005b). 

La surface spécifique est en lien direct avec la taille de la NP. En effet plus la NP va être petite 

plus la réactivité chimique et biologique va être augmenté. Donc elle facilite l’entrée des NP 

dans l’organisme jusqu’aux organes. 

Une plus grande concentration en NP facilite leur entrée au sein de l’organisme et favorise 

leur persistance. 

La toxicité des NPs s’avère influencée par la forme de celle-ci. Les NPs comme les nano 

filaments et tubes semblent être plus toxique que les sphériques, et ce pour une composition 

identique.  

La solubilité, la composition chimique, le degré d’agglomération et d’agrégation semblent 

avoir également un rôle à jouer dans la toxicité des NPs (INRS, 2015). Il faut aussi prendre en 

compte que certaines particules ont la capacité de fixer des molécules de l’environnement plus 

susceptible d’être toxique à leur surface. Il y a bien sûr d’autres facteurs qui peuvent entrer en 

ligne de compte en ce qui concerne la toxicité, comme les facteurs concernant l’exposition (la 

voie de pénétration, la durée et l’importance) et les facteurs de la personne concernée 

(susceptibilité…) (Schnieder et al., 2007). 
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1.3.1 Distribution des NPs dans l’organisme 

 
Les NPs se retrouvant dans de nombreux produits de notre quotidien, ils aboutissent 

inévitablement dans l’environnement, l’air, le sol et l’eau, amenant la flore et la faune à une 

exposition conséquente. À ce jour, il n’y a pas tant d’études qui ont été réalisées en ce qui 

concerne l’accumulation, la persistance, la distribution dans les compartiments, la dégradation 

et l’écotoxicité. Parmi celles qui sont à notre disposition, montre des résultats qui 

génère l’attention. Par exemple, Gottschalk et son équipe ont établi une modélisation de la 

contamination des eaux et des sols, les résultats sont plutôt alarmants quant à la capacité 

d’accumulation dans les sols (Sun et al., 2014). Une autre étude montre une observation d’effets 

génotoxiques et cytotoxiques chez le poisson zébré. Ces effets sont corrélés avec une exposition 

directe à des NPs d’argent (Bai et al., 2010, Wise et al., 2009). L’exposition aux NPs au travail 

est jugée comme faisant partie des dix risques les plus importants concernant la santé sur les 

lieux de travail. En effet, les NPs étant de plus en plus utilisées dans les domaines de 

l’industrie, les travailleurs sont de plus en plus sujets aux expositions (Kuhlbusch et al., 2011, 

Sanchez et al., 2009). Un des risques rencontrés en milieu de travail lors d’une exposition aux 

NPs est lié au système respiratoire. Il a été observé que les NPs de 10 à 100 nm vont en grande 

partie se déposer au niveau des alvéoles pulmonaires (INRS, 2015).  

 
1.3.2 Mode d’internalisation 

 
Les NPs entrainent des réactions toxicologiques fondées sur des processus inflammatoires et 

liés au stress oxydant, qui est responsable de la production de radicaux libres (Stark, 2011). 

Ces derniers sont fortement réactifs et lorsqu’ils sont en quantité importante, ils ont la capacité 

d’endommager les tissus biologiques environnants dans la situation ou les processus 

antioxydants ne seraient pas en mesure de les inactiver. Lorsque des NPs sont mises en contact 

avec un milieu biologique, il se produit des phénomènes d’absorption de protéine, de 

dissolution et d’agrégation (Oberdorster et al., 2005b, Stark, 2011). 

À la suite de la pénétration de NP, il est fréquent de retrouver une certaine cytotoxicité 

cellulaire, de par l’élaboration de ROS. En raison de leur taille réduite, les NPs sont capables 

d’esquiver les actions phagocytaires des macrophages (Dwivedi et al., 2011, Oberdorster, 

2010). Lorsque les NPs se retrouvent à l’intérieur de la cellule, elles sont capables de s’associer 
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à diverses molécules comme des protéines, des minimes portions de peptide ou à de l’ADN. 

Il est donc important de s’attarder sur les cellules immunes, sanguines ou plasmatiques 

lorsqu’on évalue la toxicité des NPs dans des conditions biologiques (Zolnik et al., 2010). La 

majorité des NPs de dimension de 1 à 10 nm sont fréquemment internalisées de façon passive, 

de plus leur internalisation serait dépendante de la superficie et aussi de leur charge de 

surface. (Dobrovolskaia et al., 2009, Kim et al., 2012).  

 
1.3.3 Effets toxiques 

 

Les conséquences d’un contact par inhalation à des NM peuvent engendrer des inflammations 

pulmonaires, ainsi qu’une élévation du nombre de pathologies respiratoire chronique comme 

l’asthme et même des problèmes pulmonaire plus sévère (Oberdorster et al., 2005a). En ce qui 

concerne la pénétration par la voie digestive, les NPs ingérées peuvent provenir du 

conditionnement des aliments ou directement de ceux-ci. Souvent, elles sont présentes en tant 

qu’additifs (Bencsik et al., 2017). En réponse à une exposition à des NPs de titane chez le rat, il 

a été observé des lésions cardiaques, des mastocytes dans les tissus de l’estomac et l’œdème 

du foie (Y. Wang et al., 2013b). Sur l’épiderme humain, des études « in vitro » ont établi qu’il y 

avait peu d’absorption au niveau de la peau inaltérée (Vlachou et al., 2007). L’infiltration de 

NPs d’argent si l’épiderme est altéré, peut avoir lieu et même de façon considérable, mais les 

effets de cette infiltration n’a pas fait partie de cette étude. (Vlachou et al., 2007).  

Les nanotubes de carbone ont été catalogués comme un cancérogène possible (Bencsik et al., 

2017). En effet, ils représentent un risque élevé dans le développement de pathologie 

pulmonaire (plaques pleurales) en raison de leur similarité structurelle à l’amiante (Sanchez et 

al., 2009). Le dioxyde de titane (TiO2) a subi le même classement à la suite de nombreuses 

études (Trouiller B. et al., 2009 ; Jargot D et al, 2016). Le centre International de recherche sur 

le cancer l’a classé en 2006 dans la section des substances cancérogènes possibles chez l’homme 

(Cancer et Environnement, 2019).  Notamment suite à une exposition pulmonaire des rats à 

des doses importantes, il était observé un développement de cancer du poumon (Borm et al., 

2004). Des dommages au niveau de l’ADN peuvent être provoqués par les NM (H. Wang et 

al., 2013a). Le fait que les NM peuvent persister dans l’organisme laisse envisager l’éventualité 

d’une toxicité chronique, ainsi que l’évolution de cancers (Bencsik et al., 2017). 
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On peut discerner trois processus impliqués dans la toxicité causée par les NPs. Tout d’abord, 

la NP par sa composition propre peut avoir un effet toxique direct sur l’organisme. On peut 

prendre le TiO2 comme exemple lorsqu’il est inhalé suite à l’utilisation d’aérosol (Cancer et 

Environnement, 2018 ; Jargot D et al, 2016). Ensuite, on peut remarquer l’élaboration 

d’éléments toxique par la cellule qui est entrée en contact avec la NP. Enfin, la mort cellulaire 

peut se produire en présence de NP suite à une réaction avec des molécules biologiques ou la 

destruction de la membrane (Zolnik et al., 2010). De nombreux paramètres comme la 

concentration, le temps d’exposition, la surface spécifique et également les diverses tailles 

d’agglomérats conduisent à être prudent lorsqu’on compare différentes études entre elles. 

Effectivement, selon Fubini une NP qui se retrouve dispersée va être plus toxique que 

lorsqu’elle est considérablement agglomérée (Fubini et al., 2010). Donc, il n’est pas évident de 

démontrer un lien direct entre l’induction de la toxicité et les caractéristiques 

physicochimiques des NPs. 

 
1.4 Les dendrimères 

 
Ils sont synthétisés en laboratoire, le premier dendrimère a été créé en 1979 par Tamalia et son 

équipe (D. Astruc et al., 2010). Tomalia a présenté les dendrimères polyamine (PAMAM) en 

1984, pendant la première conférence internationale sur les polymères à Kyoto. Il existe 

diverses familles de dendrimères. Les PAMAM sont les premiers qui ont été caractérisés et 

synthétisés par l'équipe de Tomalia (chimiste spécialisé dans la conception de polymère 

synthétique).  

Une molécule dendrimères à l’aspect des branches d’un arbre, en effet, en étymologique, ce 

nom provient du grec « dendron » signifiant arbre. 

Dans la nature, on peut observer différentes conformations de type arborescentes que nous 

rappellent les dendrimères comme les cristaux de neiges, les neurones, les branches d’un 

arbre… Les dendrimères sont nés de l’inspiration de ces structures naturelles, mais elles ont 

été répliquées à une dimension nanométrique, ce qui a donné des molécules ayant une 

composition ramifiée spécifique.  

Un dendrimère est une macromolécule de polymère, multifonctionnel et hyperramifiés, il est 

composé de trois éléments principaux qui sont le cœur de la molécule (le point central), les 

ramifications ou unités de branchements (lieux où commence chaque génération nouvelle) et 
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des groupes fonctionnels en surface (terminaux) (Figure 1.4). Une génération correspond à la 

quantité de répétition dans la structure. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1.4 : Représentation schématique de la structure d’un dendrimère. 

 

Schéma de la structure d’un dendrimère adapté et modifié (Zerrad. L, 2010) 

 
Tous les dendrimères ont un agencement similaire, par contre leurs propriétés physico-

chimiques peuvent être variables en fonction de l’origine des éléments qui le constituent 

(Caminade et al., 2005). Une des particularités des dendrimères est la présence de cavité 

centrale qui lui procure une flexibilité et porosité unique.  

 
1.4.1 Propriétés des PAMAM et méthode de synthèse 

 
Aujourd'hui les dendrimères PAMAM sont les plus employés, parmi la centaine d'autres 

familles qui ont des composants chimiques de structures différents (azote, carbone, métallique, 

phosphore, silicium, ou souffre) (D. A. Tomalia, 2016). Leur forme unique leur confère de 

nombreuses particularités et en fait des molécules d'intérêt dans le domaine scientifique. Ces 

molécules sont solubles dans l'eau, biocompatible et non immunogène. La structure spécifique 

des dendrimères leur procure des particularités physiques et chimiques, considérées nouvelles 

en comparaison des polymères conventionnels, comme la viscosité, la solubilité, et la pureté 

chimique. En ce qui concerne les PAMAM avec lesquels nous avons travaillés, ils possèdent 

des groupements chimiques terminaux -NH2, ce qui leur confère d'être soluble et de plus ils 

sont miscibles dans les solvants (Hu Yang et al., 2006). Au demeurant, elles disposent de 
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groupes aminés sur lesquelles il est possible de fixer des molécules spécifiques d'où l'intérêt 

qu'elle suscite dans le secteur médical. Lorsqu'ils sont utilisés en tant que vecteur de 

médicament, celui-ci est encapsulé dans le dendrimère (entre les branches) ou attaché en 

surface (D. Astruc et al., 2010). Aussi les dendrimères sont capables de véhiculer des molécules 

d'intérêt, tel que des anticorps afin d'atteindre les cellules visées. Également, il est possible de 

joindre un traceur qui nous indiquera s'il s’est adhéré au point désiré. Ils sont donc des 

candidats parfaits comme vecteur de médicaments grâce à leur potentiel de fixation multiple, 

c'est à dire additionner une molécule cible et un agent de contraste (Gillies et al., 2005, Svenson 

et al., 2005). 

La synthèse des dendrimères consiste en l'assemblage de monomères aboutissant à un 

polymère monodispense. La conception de ces macromolécules est remarquable, elle a lieu 

autour d'élément monomérique de cœur, en multipliant plusieurs fois de suite des séquences 

de réactions chimiques identiques pour avoir en terminant chaque cycle une nouvelle 

génération qui aura une quantité exponentielle de branches similaire (Boas et al., 2004, 

Caminade et al., 2005) (figure 1.4). En ce qui concerne la synthèse des dendrimères, il y a deux 

approches différentes selon la conception, soit la synthèse convergente, elle consiste à former 

la molécule en partant de l'extérieur jusqu'au noyau en fixant des éléments dendritiques à un 

cœur possédant plusieurs fonctions (figure 1.4.3) (Hawker et al., 1990, D. A. Tomalia, 2016). 

Soit la synthèse divergente, elle va se former du noyau jusqu'à la périphérie par répétition 

successive d'une séquence de réactions chimiques identique (figure 1.4.3, (adapté et modifié 

de (Le Dall, 2015)), qui a été élaborée par Tomalia et qui a permis de concevoir le premier 

dendrimère de grande taille, le PAMAM de génération 11 (Kallos et al., 1991, Morgenroth et 

al., 1997). La synthèse commence avec une petite molécule possédant divers points de 

branchements, par exemple l’ammoniac comporte trois points de branchements, alors que 

l’éthylène diamine du PAMAM en possède quatre (Arseneault, 2012). La méthode de synthèse 

par la voie divergente est la plus employée. Les PAMAM sont généralement obtenus par la 

voie de synthèse divergente. Ils sont composés d'un cœur central d'éthylènediamine sur lequel 

interagissent quatre acrylates de méthyles et synthétisés selon un protocole expérimental que 

l'on retrouve dans la revue (Peterson et al., 2003). Celui-ci peut légèrement varier en ce qui 

concerne les températures de conservation des solutions ou les temps de pauses. 
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Figure 1.4.3 : Représentation schématique des méthodes convergente et divergente de la synthèse des 

dendrimères. 

 
La synthèse des dendrimères est compliquée et dure longtemps, en effet plusieurs jours sont 

nécessaires pour l'obtention d'un dendrimère de petite génération. Et pour en obtenir un de 

génération élevée, plusieurs semaines peuvent être requises (Tang et al., 1996). Ils arborent des 

fonctions, une géométrie et des proportions ressemblant à celles de système biologique, en 

particulier à celles d'une protéine (Donald A Tomalia, 2004). Les dendrimères ont plusieurs 

propriétés intéressantes et exploitables dans divers domaines. Ces propriétés particulières sont 

générées par les arrangements moléculaires à leur surface. La viscosité va être influencée par 

la génération. Elle va être plus élevée jusqu'à la génération 4 puis elle va s'abaisser.  

Toutes les propriétés des PAMAM sont influencées par la génération. On parle de générations, 

lorsqu'une épaisseur est rajoutée, plus il y a de couches partant du cœur vers la périphérie des 
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dendrimères plus les générations sont élevées, plus les dendrimères sont denses, mais à partir 

d'un certain stade leur taille ne peut plus augmenté (encombrement stérique) (Tully et al., 

2001). On remarque que les PAMAM ne vont pas au-delà de la génération 10. 

Donc le diamètre moléculaire varie selon la génération, soit le nombre d'embranchements qui 

compose la structure. L'équipe de Tomalia a évalué à plus d'un millier le nombre de 

modifications d'éléments de surface pouvant être faite sur les PAMAM leur procurant de 

nouvelles propriétés physico-chimiques. Donc dépendamment de l'extrémité du dendrimère, 

ses propriétés vont être variables si celui-ci porte des groupements carboxyliques qui sont 

hydrophiles, le dendrimère sera par conséquent hydrosoluble (Caminade et al., 2005, D. A. 

Tomalia, 2016). En principe, il est envisageable de produire un dendrimère hydrosoluble, mais 

avec la caractéristique interne d'être hydrophobe, dans le but de véhiculer un agent actif 

hydrophobe dans le système circulatoire sanguin par exemple (D. Astruc et al., 2010). 

Lorsqu'un dendrimère est constitué de charge positive, le volume de celui-ci sera amplifié. 

Cette propriété peut être un autre avantage lors du transport de médicament vers le site voulu 

(D. A. Tomalia, 2016).  

 
1.4.2 Domaines d’applications 

 
Plusieurs études ont établi que la combinaison des PAMAM avec des molécules actives allait 

engendrer une augmentation de la solubilité et de la perméabilité de ces médicaments au sein 

de cellules. La cytotoxicité ainsi que la perméabilité des dendrimères peuvent être modifiables 

par des changements à leur surface (D. A. Tomalia, 2016). Parmi les dendrimères, les 

macromolécules dendritiques PAMAM sont celles qui sont davantage employées en 

nanomédecine. Les utilisations sont hautement diversifiées, notamment ils peuvent être 

utilisés dans des thérapies contre le cancer (Oei AL et al, 2019) en composant organique 

électroluminescent, ou encore comme aide dans la multiplication de cellule. Ils peuvent encore 

être utilisés en combinaison avec d'autres NPs (D. Astruc et al., 2010).  

Les dendrimères comme nous l’avons déjà cité sont multifonctionnelles et sont donc de très 

bons candidats pour la théranostique qui est un sous-secteur de la nanomédecine. Ce domaine 

comme son nom l’indique vient des termes thérapie et diagnostic, consiste au développement 

de NPs qui supporte l’imagerie médicale à des fins de diagnostic et la délivrance d’une 

substance active dans l’organisme (Arseneault, 2012). Depuis une vingtaine d'années, les 
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PAMAM font l'objet de nombreuse recherche, autant dans le secteur pharmaceutique (vecteur 

de médicament, d'acide nucléique) (Richardson et al., 2001) qu'en tant qu'outils en imagerie 

médicale (diagnostic, ciblage), ces recherches entrainent des dépôts de brevets de plus en plus 

nombreux (Ferruti et al., 2002, Marco Fischer et al., 1999). Nous pouvons citer comme exemple 

le gel topique vaginal "vivagel" contre les maladies infectieuses liées aux virus herpes et VIH 

(Rupp et al., 2007). Les dendrimères suscitent également l'intérêt des secteurs de la chimie 

(catalyseurs, revêtement...) (Lee et al., 2006, BB. Wang et al., 2004) et physique (cristaux 

liquides, capteurs lumineux) (Adronov et al., 2000, Jang et al., 2006). 

 
1.4.3 Toxicologie 

 

Il a été déterminé que les PAMAM portant des amines d’une certaine grosseur en surface 

peuvent être immunogènes (Kobayashi et al., 2001 ; Luong D. et al. 2016). Lorsqu'on effectue 

un changement avec des chaines de polyéthylène glycol en surface, on diminue 

l'immunogénécité et ça permet d'augmenter la durée de vie du dendrimère dans la circulation 

sanguine (Kobayashi et al., 2001). Si le dendrimère est associé à des épitopes de cellules T CD4+ 

ou alors avec des antigènes, on peut observer une forte augmentation de l'immunogénécité. 

Dans le cadre de la transfection, les dendrimères associés à de l'ADN ont pénétré le noyau des 

cellules sans causer de dommage et de cytotoxicité ou très peu (Roessler et al., 2001). In vivo, la 

durée d'épanchement s'accroit en fonction de la hausse du poids moléculaire et des 

générations des dendrimères lors du passage par l'endothélium microvasculaire (M. El-Sayed 

et al., 2001). 

Quelques études in vitro et in vivo ont déjà été réalisées avec les PAMAM sur des cellules en 

culture et sur des modèles animaux (généralement sur des souris). Parmi les différentes 

études, l'équipe de Baker à déterminer qu'il n'y avait que les générations les plus élevées qui 

permettent le transfert de gène (Y. Wang et al., 2000). La majorité des études similaire ont 

consisté à établir la biocompatibilité et la biodistribution des PAMAM dans l'hôte, en dépit 

d'une faible cytotoxicité. Divers tests ont donc été effectués sur les PAMAM, et il a été observé 

qu'ils avaient une certaine toxicité selon les conditions. Entre autres, ces derniers peuvent 

engendrer une hémolyse ou des altérations morphologiques des érythrocytes (Domanski et al., 

2004, Ziemba et al., 2012). Dans notre laboratoire, il a également été montré que les PAMAM 

avaient un impact sur les neutrophiles, notamment au niveau de l’apoptose et du recrutement 
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des cellules immunitaires. In vitro il a été observé que les PAMAM provoquent une induction 

de l’apoptose chez les neutrophiles et in vivo, en utilisant le modèle de la poche d’air murin, 

les PAMAM induisent le recrutement de cellules immunitaires au site de l’injection. (Durocher 

et al., 2016).  

Les premières études in vivo de thérapie génique utilisant des PAMAM ont produit des 

résultats favorables chez l’animal, encourageant de ce fait les équipes cliniques à envisager la 

réalisation d’essai clinique (Hu Yang et al., 2006). Bien évidemment avant de pouvoir passer 

aux études cliniques, il faut montrer la pertinence et la sécurité de ces recherches. Il faut 

s'assurer de la reproductibilité des résultats et aussi étudier les potentiels effets secondaires. 

D'où la nécessité grandissante de caractériser le profil cytotoxicologique des PAMAM, de 

réaliser une étude physicochimique détaillée de ces macromolécules dans le but d'envisager 

les dangers éventuels adhérents à une injection systémique des dendrimères. 

 
1.5 Le Palladium 

 

 
1.5.1 Caractéristiques 

 

Le palladium (Pd) existe en tant que matériaux, notamment le sel de Pd. Il existe également 

sous forme de NP et il peut majoritairement se retrouver sous forme de colloïdes ou de 

clusters. Les clusters se trouvent à l’état solide, il se retrouve dans une structure très mince (1-

10nm), alors que pour les colloïdes on les retrouve en solution avec un diamètre supérieur à 

10 nm (Lu et al., 2004, Ott et al., 2007). Dans notre étude, ils ont été utilisés sous forme de 

colloïde. Cet état leur permet d’être appariés à de nombreux éléments tels que des suspensions 

de polymères, des particules inorganiques, ou des suspensions de molécules organiques ou 

amphiphiles (Roucoux et al., 2002). Quand une particule métallique est diminuée à l’échelle 

nanométrique, la conductivité et la densité électronique vont être moindres, du coup les 

caractéristiques électroniques vont être fortement altérées (Mostafa A El-Sayed, 2001).  

En ce qui concerne la formation des nanoparticules métalliques, les deux approches de 

synthèse mentionner à la figure 1.1 existent. Néanmoins, la voie ascendante aussi appelée 

méthode chimique est préférée, car elle permet un meilleur contrôle de la composition, de la 

forme et de la taille des particules (Toshima et al., 1998).  
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Une des principales fonctionnalités du Pd est la catalyse (Didier Astruc et al., 2005, Widegren 

et al., 2003). Le Pd soluble offre une réactivité de surface qui lui procure des caractéristiques 

comprises entre les catalyseurs hétérogènes et homogènes. Leurs petites tailles leur procurent 

une surface spécifique vraiment élevée qui va lui permettre d’avoir une quantité de sites actifs 

libres importants pour la modification de substrats (Roucoux et al., 2002). Les agents 

stabilisants qui sont situés à leurs surfaces vont permettre une modulation de la sélectivité 

(Aiken et al., 1999).  

 
1.5.2 Secteurs d’utilisation 

 
Le Pd fait partie des métaux de transition le plus fréquemment employés dans la réalisation 

des réactions de couplage carbone-carbone notamment la réaction de Suzuki-Miyaurara et la 

réaction de Heck (Heck, 1968, Miyaura et al., 1995). D’ailleurs, Crooks et son équipe ont 

employé des NPs de Pd encapsulés à l’intérieur des cavités de dendrimères lors de la réaction 

de Heck. Cette nanoréaction permet d’améliorer la stabilité du catalyseur à une température 

élevée (Yeung et al., 2001). Le Pd est exploité dans divers domaines, en tant que catalyseur lors 

de la fabrication de nombreuses substances pharmaceutiques (Fiaud et al., 1997). Par exemple 

lors de la synthèse de structures nucléosiques qui permettront d’accéder aux molécules 

d’intérêt (Shaughnessy, 2015).  Il peut aussi être utilisé afin de dégrader des polluants 

environnementaux toxiques (Wang JS et Chiu K, 2009 ; Ma X et al, 2019) . Il peut permettre la 

traçabilité de certains composites dans les systèmes sol-plante (Le TT et al, 2019). Également, 

il peut être employé comme détecteur de plusieurs analytes (Baccar et al., 2013, Favier et al., 

2001). Par ailleurs, l’imagerie du Pd au sein d’échantillons biologiques est de plus en plus 

importante en raison de son utilisation en tant que catalyseur (Tracey et al., 2015). De plus, le 

Pd et les ions Pd2+ ont un rôle essentiel dans diverses procédures biotechnologiques, 

notamment l’équipe de Baccar a mis au point un biocapteur à base de différentes tailles de 

NPs de Pd dans le but de déceler le peroxyde d’hydrogène dans le lait (Baccar et al., 2013). Le 

Pd a également une activité antimicrobienne importante, dans ce cas plus la NP est petite et 

plus elle s’est avérée toxique (Adams et al., 2014). Le Pd se retrouve sous la forme 

bidimensionnelle ultramince, c’est un NM flexible et biocompatible avec des cellules et des 

tissus (Pan et al., 2015). En effet, les films métalliques ultrafins disposent d’une taille quantique 

et des particularités de surface qui lui procure des caractéristiques chimiques et physiques 
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uniques. La synthèse de cette structure particulière est intitulée clusters ou « nanosheets ». Ces 

caractéristiques optiques remarquables peuvent être employées en imagerie ou lors de 

thérapie photothermique (Huang et al., 2011). Le Pd a donc un grand équilibre 

photothermique, et il a été employé afin de détruire les cellules cancéreuses par irradiation 

(W. Fang et al., 2012, Huang et al., 2011).  

 
1.5.3 Toxicologie 

 
Alors que les applications avec du Pd sont de plus en plus nombreuses, il reste de nombreux 

points à éclaircir quand les métaux sont diminués à l’échelle nanométrique.  Il est donc 

important de caractériser leur potentiel toxique. Fontana et son équipe ont établi qu’une 

exposition aux NPs de Pd peut provoquer un dysfonctionnement tubulaire des reins 

conséquent, par contre la filtration glomérulaire n’a pas paru affectée (Fontana et al., 2015). 

Une autre étude a établi que l’exposition au Pd pouvait altérer la réponse immunitaire chez le 

rat en provoquant une réaction exacerbée de celle-ci lors de l’administration de forte dose 

(Iavicoli et al., 2015).  

La plus grande partie des connaissances sur l’impact du Pd et ses effets sur le système 

immunitaire a eu lieu à partir d’études sur les sels de Pd. Néanmoins, pendant les dernières 

décennies, il y a eu un accroissement significatif des niveaux d’exposition aux NPs de Pd 

autant dans les domaines professionnels que dans l’environnement dû à ces multiples 

exploitations, entre autres dans le domaine industriel (convertisseurs catalytiques 

automobiles), domaine pharmaceutique (catalyseur), et dans le domaine de l’imagerie. Les 

NPs de Pd peuvent avoir des actions dommageables sur la santé, comme une cytotoxicité 

variable selon la concentration, une induction de l’apoptose et des altérations dans les 

mécanismes cellulaires.  

Les fonctionnalités de surface du Pd sont modifiables dans le but d’interagir avec les cellules 

cancéreuses afin de provoquer une cytotoxicité (Pan et al., 2015). Il a été démontré que les 

complexes de Pd ont une efficacité anticancéreuse significative, de même qu’une toxicité 

moindre en comparaison à des chimiothérapies appliquées en clinique (Zhang Y et al, 2019 ; 

Gil YG et al, 2018). Une étude de Antunovic a présenté l’efficacité anticancéreuse de deux 

nouveaux complexes de Pd sur trois lignées de cellules de leucémie humaine. Une fois encore 

les résultats ont montré l’activité anticancéreuse des complexes de Pd. Il pourrait donc être 
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envisagé comme un traitement potentiel contre la leucémie (Antunovic et al., 2015). Les 

réactions se faisant sur la base de métaux de transition ont été très employées dans la synthèse 

organique, aujourd’hui ceux-ci comme le Pd peuvent être utilisés pour modifier des 

biomolécules complexes, menant à de multiples applications de bioconjugaison (Vinogradova 

et al., 2015). 

À l’heure actuelle, nos connaissances sur les effets nocifs potentiellement induits par une 

exposition au Pd sont peu nombreuses, il nous reste beaucoup à découvrir.  

Dans ces circonstances, il est important de réaliser une évaluation la plus complète possible 

des effets potentiels que les nanoparticules de Pd peuvent avoir sur le système immunitaire. 

Pour ce faire il parait essentiel d’entreprendre des recherches afin d’évaluer de façon 

exhaustive le potentiel immunotoxique des nanoparticules de Pd. Nous avons donc entrepris 

de déterminer son action dans différents contextes sur les éosinophiles humains. 
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CHAPITRE 2 : LES ÉOSINOPHILES 

 

 
2.1 Découverte et morphologie 

 
L'éosinophile fait partie de la famille des granulocytes et il est engagé dans diverses maladies 

inflammatoires telles que les allergies et les infections parasitaires. Suite aux essais de 

différents colorants sur des frottis de sang provenant de diverses espèces, Paul Ehrlich a 

observé une cellule qui a retenu son attention. Celle-ci contenait des granules absorbant 

l'éosine, un des composants du colorant triacide (éosine, fushine et orange G), Ehrlich l'a 

nommée polynucléaire éosinophile (Fondati et al., 2003). Il a donc créé la coloration de 

l'éosinophile, teintant ce dernier en rouge orangé, qui se lie spécifiquement aux protéines 

basiques (P Ehrlich, 1879a, Paul Ehrlich, 1879b). Ce n’est qu’à partir des années 70, que des 

projets d’études ont été menés sur les personnes touchées d’éosinophilie. Suite à la découverte 

des éosinophiles, de nombreux progrès ont été faits en ce qui concerne les outils et les 

méthodes servant à l’isolation et à l’analyse de leurs propriétés, permettant de caractériser les 

éosinophiles. 

Les éosinophiles se retrouvent au sein des tissus. Ils proviennent des cellules progénitrice de 

la moelle osseuse, plus précisément des cellules souches hémapoїétiques multipotentes de la 

lignée myéloïde qui appartienne à la famille des granulocytes avec les neutrophiles et les 

basophiles. La taille des éosinophiles peut varier de 6 à 18 µm dépendamment de l'espèce, 

chez l’homme sa taille est de 8 à 12 µm (Fondati et al., 2003). Il fait partie des leucocytes 

sanguins, et est constitué d'un noyau bilobé avec un cytoplasme contenant énormément de 

granules basiques (Figure 2.1). Dans le but de distinguer l’état de maturation des Éos, on peut 

employer une réaction enzymatique caractéristique à la peroxydase. Au microscope 

électronique les structures habituelles d’une cellule sont observables, un noyau, une 

membrane plasmique, le centriole, le REG, l’appareil de Golgi et quelques mitochondries. 

Également, le glycogène et des granules sont observables et caractérisent l’éosinophile. De 

plus, l’éosinophile possède un cytosquelette avec plusieurs microfilaments et microtubules qui 

permettent son déplacement (Peachman et al., 2001, Rothenberg et al., 2006). Le cytoplasme est 

entre autres occupé par de nombreuses granules ovoïdes ou sphériques  qui sont spécifiques 
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à l’éosinophile, ces dernières ont une morphologie variable selon l’espèce (Wardlaw et al., 

1995).  

 

 
 

Figure 2.1 : Photographie d’un polynucléaire éosinophile humain coloré au May Grünwald Giemsa en 

microscopie optique. 
 

 

2.2 Les granules 

 
Chez les éosinophiles quatre types de granules ont été distinguées, les granules primaires, 

secondaires (ou spécifique), les petites granules et les microgranules (Véronique Decot et al., 

2006b). 

Les granules primaires sont denses et sont conçues à une étape avancée de la différenciation 

dans la moelle osseuse. Elle renferme de la lysophospholipase, et ne possède pas de noyau, 

par contre elles se condensent pour élaborer les cristaux de Charcot-Leyden, qui est une 

protéine hydrophobe (Gleich et al., 1986).  

Les granules secondaires ou spécifiques possèdent un gros noyau cristalloïde. Elles sont 

présentes lorsque les éosinophiles sont matures. Ce sont-elles qui provoquent la coloration à 

l'éosine grâce à qui l'identification au microscope optique est faisable. Ces granules renferment 

différentes protéines, la protéine basique majeure (MBP) et la protéine cationique de 

l’éosinophile (ECP). Elles se situent au sein du noyau cristalloïde et représente 50% et 30% 

respectivement des protéines spécifiques (Giembycz et al., 1999). Ces granules contiennent 

dans leur matrice (qui est moins chargé en électron) la neurotoxine dérivée de l’éosinophile 

(EDN), la peroxydase de l’éosinophile (EPO), les β-glucuronidases, les collagènes et plusieurs 

cytokines. L’existence de ces protéines basiques au sein des granules est une particularité qui 

différencie divers granulocytes des éosinophiles.   
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Les microgranules font partie du système de transport tubulo-vésiculaire. 

Les petits granules proviennent de l'appareil de Golgi et renferment des complexes 

enzymatiques comme la phosphatase acide et l’aryl sulfatase. Elles ont été observées 

seulement dans les éosinophiles tissulaires et ne sont pas observables au microscope optique 

(Véronique Decot et al., 2006b, Kroegel et al., 1994a, Kroegel et al., 1994b).  

Ce sont les protéines qui constituent les granules secondaires qui ensemble sont extrêmement 

cytotoxiques essentiellement contre les parasites, mais également envers divers types 

cellulaires. C'est cette particularité qui fait qu'ils sont connus comme acteur dans la défense en 

cas d'infection parasitaire. Les médiateurs contenus dans les granules, EDN, EPO, et MBP 

interfèrent de diverses manières avec l'environnement. Dans les cas d'asthme, ils provoquent 

une constriction et une hyper réactivité bronchique. Ils sont aussi neurotoxiques et déclenchent 

le relâchement de l’histamine auprès des basophiles et des mastocytes (Strek et al., 1997).  

 
2.2.1 Les effecteurs des granules 

 

Petite protéine, constituant 50% des protéines des granules, la MBP bénéficie d’une activité 

cytotoxique grâce à son potentiel de déstabilisation de l’intégrité cellulaire en perturbant 

l’équilibre électrostatique de la membrane. Cette activité est à la fois efficace envers les 

bactéries et les helminthes. Cette protéine serait impliquée dans la physiopathologie de 

l’asthme (Giembycz et al., 1999). La MBP est aussi impliquée dans la mobilisation des cellules 

présentatrices d’antigène (CPA). De plus, la MBP induit le relâchement d’héparine par 

d’autres cellules, ainsi que d’EDN par les éosinophiles (Rothenberg et al., 2006). 

L’EPO est aussi une petite protéine qui déclenche la production de bromure (Br-) ou de 

radicaux libres d’oxygène (O-). Ces derniers sont oxydants et hautement instables procurant 

des capacités bactéricide et cytotoxique à cette protéine. De surcroit, les capacités cytotoxiques 

des différentes protéines sont directement liées à l’activité de l’EPO dans la nitration des 

tyrosines (Ulrich et al., 2008).  

 Une autre protéine présente est l’ECP qui a une puissante activité ARNase. Bien que les 

éosinophiles représentent une faible proportion des cellules sanguines, 80% de l’activité 

ARNase provient d’eux. Des études ont déterminé la présence de cette protéine chez de 

nombreuses espèces indiquant qu’elle a été bien conservée durant l’évolution. Cette protéine 

est élaborée avec différentes conformations, selon le degré de glycolysation celui de la 
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cytotoxicité de l’ECP va varier (Eriksson et al., 2007).  Elle se présente sous deux formes, l’ECP1 

qui est localisé dans les granules des éosinophiles. L’ECP2 est relâchée par les éosinophiles 

préalablement activés.  

EDN tout comme ECP dispose de la même propriété ARNase, elles font d’ailleurs partie de la 

même famille, les ARNase A. Pour une concentration similaire, elle est moins cytotoxique que 

ces homologues. Par contre chez l’animal, lorsqu’elle est administrée elle a une action 

neurotoxique et une propriété antivirale avantageuse pour l’hôte (Giembycz et al., 1999, 

Kroegel et al., 1994b). Les macrophages qui sont stimulés par du TNF-α et du LPS peuvent 

également exprimer l’EDN. L’EDN est aussi considérée comme faisant partie des médiateurs 

qui indiquent un message de danger, celui-ci avisera les défenses immunitaires lorsqu’il se 

produit une infection et des altérations cellulaires (D.Yang et al., 2008). Par l’entremise du 

TLR2, l’EDN va déclencher et mobiliser les cellules dendritiques menant à l’amplification des 

défenses immunitaires, notamment celles du lymphocyte TH2 (D. Yang et al., 2008).  

 
2.2.2 Mécanismes de dégranulation 

 
Il existe trois stratégies différentes déterminant comment est déclenchée la dégranulation des 

éosinophiles. La première est dite de « transport vésiculaire », elle permet le relâchement des 

protéines des granules grâce à un mécanisme de bourgeonnement. Ce dernier s’effectue sur les 

vésicules depuis les granules secondaires. Cette méthode de libération se manifeste par un 

relâchement de la substance granulaire de façon sélective (Hogan et al., 2008, Tomassini et al., 

1991).  

Le deuxième mécanisme est celui de la cytolyse. Celle-ci s’effectue sur les cellules de façon non 

apoptotique, elle permet un déversement du contenu cellulaire, soit des granules puis de leurs 

contenus dans le milieu extracellulaire.  

Le dernier mécanisme de dégranulation est celui de l’exocytose. La membrane des granules 

va fusionner avec la membrane plasmique ce qui va provoquer la relâche des protéines. Il n’est 

pas précisé qu’un type de mécanisme soit associé à un type de granules en particulier. 

 

 

 



 

 

28 

2.2.3 Les espèces réactives de l’oxygène 

 
Les éosinophiles ont une fonction cytotoxique et pro-inflammatoire, ces caractéristiques sont 

en partie dues aux molécules dérivées de l’oxygène. 

Une fois les éosinophiles activés ils vont relâcher des médiateurs précoces, parmi eux on 

retrouve des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Par l’interaction de divers intermédiaires, 

les ROS sont produits en grande quantité chez les Éos par rapport aux neutrophiles (Thomas 

et al., 1995). Tout d’abord le complexe enzymatique NADPH oxydase (NOX) va catalyser la 

réaction d’oxydation du NADPH par le dioxygène (O2). Cette réaction mène au superoxyde 

qui va réagir pour former le peroxyde d’oxygène (H2O2) par l’action du superoxyde dismutase. 

L’H2O2 peut se modifier en oxygène singulet, lorsque qu’il y a du brome et par l’entremise de 

la peroxydase des éosinophiles (Thomas et al., 1995).  

 
2.3 Ontogénie et localisation 

 

C’est dans la moelle osseuse et à partir d’un « progéniteur » hématopoïétique exposant le 

CD34 que se forment et maturent les éosinophiles. Les cytokines IL-3, IL-5 et GM-CSF vont 

permettre dans un premier temps la formation d’une cellule multipotente puis dans un 

deuxième temps un précurseur hybride, ce sont ces derniers qui vont être la source des 

basophiles et des éosinophiles (Rothenberg et al., 2006). L’IL-5 est notamment responsable de 

la différenciation des éosinophiles ainsi que de leur libération de la moelle osseuse vers la 

circulation sanguine. Afin de réaliser les stades de différenciation, il faut quatre jours chez 

l’être humain pour obtenir l’éosinophile mature, pour être ensuite stocké dans la moelle 

osseuse, dans un compartiment dit de stockage médullaire. Pendant la maturation des 

éosinophiles il y a trois facteurs de transcription qui vont intervenir, C/EBP α/ε, GATA-1 et 

PU 1 (Figure 2.3). Les éosinophiles vont migrer de leur emplacement d’origine pour rejoindre 

les sources inflammatoires. 

Le taux d'éosinophiles tissulaire est largement supérieur à celui des éosinophiles circulants. 

La moelle osseuse renferme une accumulation d' éosinophiles aussi importante que dans les 

tissus (Kato et al., 1998). Chez les personnes en bonne santé, les éosinophiles constituent 1 à 

3% des cellules sanguines. Dans le sang, leur demi-vie est courte, elle ne va pas au-delà de dix-

huit heures. C’est pour cette raison qu’il y a certaines contraintes à l’acquisition et la 
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purification de ceux-ci. On retrouve les éosinophiles matures dans plusieurs tissus ou ils sont 

en mesure de survivre quelques semaines (Rothenberg et al., 1987). Notamment au niveau du 

tractus uro-génital, gastro-intestinal et pulmonaire, ainsi que dans les organes lymphatiques 

et hématopoïétiques en particulier le thymus. Également, on les retrouvent au niveau des 

glandes mammaires et de l'utérus lors d'une grossesse (Kato et al., 2001, Rothenberg et al., 

2001). Plusieurs études émettent l'hypothèse que les éosinophiles présents pendant la 

grossesse ont un rôle important en ce qui concerne la tolérance du système immunitaire de la 

mère par rapport au fœtus (Valérie Gouon-Evans et al., 2001b, Matsumoto et al., 2003). 

Depuis plusieurs années, l’éosinophile est également connu pour être impliqué dans les 

pathologies asthmatiques. En effet, les personnes souffrant d’asthme, manifeste de 

l’hyperéosinophilie, 10 à 15% des éosinophiles circulant sont présent en comparaison de 2 à 

5% chez les personnes saines. L’infiltration des éosinophiles activés a lieu au niveau de la 

muqueuse bronchique (Bousquet et al., 1994). De surcroit, des études ont établi que la gravité 

de la pathologie est corrélée avec l’éosinophilie et que l’on retrouve des granules hypodenses 

indiquant l’activation des cellules chez les asthmatiques (Bousquet et al., 1994).  
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Figure 2.3 : Représentation schématique de la maturation et du recrutement tissulaire des éosinophiles (inspiré 

de (Driss V., 2008)). 
 

 
2.4 Recrutement des éosinophiles 

 
Comme cité précédemment, l’éosinophile provient d’une cellule souche hématopoïétique de 

la moelle osseuse. Une fois que les éosinophiles ont été différenciés et libérés de la moelle 

osseuse vers la circulation sanguine sous l’action de l’IL-5, ils vont pouvoir migrer du sang 

vers les tissus en exposant à leurs surfaces des molécules d’adhésion. Ces molécules sont 

classées en deux groupes, les intégrines et les sélectines.  

Les intégrines sont des hétérodimères constitués d’une chaine α et β. Les ligands des intégrines 

sont des récepteurs de la famille des immunoglobulines, la liaison qui s’établit va avoir une 

attraction plus forte que lors de la liaison ligand-sélectine (Bochner et al., 1991). Cette liaison 

va consolider l’adhésion de la cellule à l’épithélium. Les éosinophiles exposent les intégrines 

β1, β2 et β7. Les β1 sont essentiellement VLA-2, 4, 5 et 6 ou respectivement CD49b, d, e, f. VLA-
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4 a comme ligand VCAM-1 et VLA-6 à la laminine comme ligand (Bochner et al., 1991). Les 

chimiokines sont une catégorie particulière de cytokines qui ont une activité chimiotactique et 

qui permettent de recruter des cellules spécifiques. Des chimioattractants tels que MCP-3 et 

RANTES (Regulated Upon Activation in Normal T cells Expressed and Secreted) fortifient les 

liaisons entre VLA-4 et ses ligands. En présence des intégrines β2, les éosinophiles vont 

notamment exprimer CD11a, b et c combinés au CD18. Le ligand de CD11a et b est ICAM-1 

(Intracellular Adhesion Molecule) alors que le fibrinogène est le ligand de CD11c (Hartnell et 

al., 1990). L’intégrine α4β7, est exprimée chez les lymphocytes ainsi que chez les éosinophiles, 

elle est essentielle en ce qui concerne le recrutement des éosinophiles dans le système gastro-

intestinal. Les intégrines β1 et β2 sont majoritairement engagées dans le recrutement des 

éosinophiles au niveau de la peau et des poumons (Mishra et al., 2002).  

Quant à elles, les sélectines sont engagées dans la phase de roulement de l’éosinophile sur 

l’endothélium vasculaire (Figure 2.3). Les éosinophiles collaborent avec la P-sélectine de 

l’endothélium, ils expriment la L-sélectine qui favorise l’interaction avec les molécules CD34, 

Glycam-1 et Madcam-1 qui se situe sur les cellules endothéliales (Costa et al., 2009, Johansson 

et al., 2011). 

Le CD15 est aussi impliqué dans la fonction de roulement des éosinophiles sur l’endothélium, 

puisque son rôle est d’aider les éosinophiles à identifier les sélectines présentes, cette molécule 

est particulièrement exposée par les éosinophiles normodenses (Satoh et al., 1994). 

Ainsi ces différentes molécules favorisent le déplacement, l’adhésion et la traversée de 

l’endothélium par les éosinophiles.  

 
2.4.1 Recrutement des éosinophiles en période d’homéostasie 

 
Suite à un court passage dans le sang, les éosinophiles vont être mobilisés dans les tissus par 

l’action de l’éotaxine-1 (CCL11) qui est notamment émise par les cellules épithéliales (Figure 

2.3). Cette chimiokine est également exprimée par d’autres types de cellules telles que 

l’endothélium vasculaire, les éosinophiles, les fibres musculaires, les macrophages alvéolaires 

et les mastocytes. L’éotaxine entraine l’initialisation de CCR3 son récepteur qui est émis par 

les basophiles, les éosinophiles, les lymphocytes TH2 et les mastocytes. À l’intérieur du 

thymus, la mobilisation des éosinophiles est contrôlée par l’éotaxine -1, cette dernière est 

exprimée de façon constitutive dans le thymus (Shaw et al., 2017, Zhang et al., 2000). Au sein 
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de l’utérus, l’IL-5 contrôle le recrutement des éosinophiles. Par contre, parmi les souris 

déplétées en IL-5, il a été observé des proportions restantes d’éosinophiles ce qui permet de 

penser qu’il y a un processus de recrutement qui ne passe pas par l’IL-5. Effectivement, des 

études ont démontré une élévation de l’expression des molécules suivantes, les RANTES, 

MIPI-α et l’éotaxine-2 corrélé au recrutement des éosinophiles (V. Gouon-Evans et al., 2001a, 

Robertson et al., 2000). 

 
2.4.2 Recrutement des éosinophiles en situation inflammatoire 

 

Le recrutement puis la pénétration des éosinophiles sont précoces (Daugherty et al., 1996). Ce 

phénomène peut être expliqué par la spécificité des éosinophiles à réagir aux facteurs précoces 

de l’inflammation, et aussi par leurs caractéristiques d’infiltration des tissus. En effet, les 

éosinophiles tissulaires sont 200 fois plus nombreux que les éosinophiles sanguins. 

L’infiltration des éosinophiles dans les tissus où est localisée l’inflammation se fait sous 

l’intervention de chimiokines et de cytokines. Les éosinophiles expriment CCR1, 2, et 3, ainsi 

que CXCR3 qui sont les principaux récepteurs de chimiokines. Avec l’influence de l’éotaxine 

(CCL11), de MCP-4 (CCL13) et de RANTES (CCL5), l’expression de CCR3 incite le 

déplacement des éosinophiles (Daugherty et al., 1996, Rothenberg et al., 2006). Les récepteurs 

de chimiokines CCR5, 6, 8 et CXCR4 vont être exprimés par les éosinophiles suite à la 

stimulation par l’IL-5. Il a également été constaté que les éosinophiles peuvent contribuer à 

leur propre recrutement en relâchant des chimiokines tels que l’IL-8, CCL5, CCL11, MIPI-α et 

MCP-1 (Jacobsen et al., 2007). De plus, les éosinophiles affichent d’autres récepteurs qui eux 

aussi participent comme le facteur activateur des plaquettes (PAF), l’histamine, les 

leucotriènes B4, D4 et E4, la prostaglandine D2 et les protéines du complément (C3a et C5a) 

qui ont une fonction chimiotactique pour nos cellules (V. Decot et al., 2006a, Hogan et al., 2008). 

 
2.5 L’éosinophile une cellule aux multiples capacités 

 
Les nombreux récepteurs des éosinophiles leurs confèrent un statut essentiel au cœur de la 

réponse immunitaire. Ainsi, les éosinophiles pré-activer et recruter vont pouvoir exprimer des 

récepteurs de surface différents et accroitre l’affinité ou la quantité des récepteurs déjà 

présents. Selon les divers signaux de l’environnement, ils seront en mesure de pénétrer les 
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tissus grâce au mécanisme de diapédèse, ensuite ils pourront interférer au site de 

l’inflammation tissulaire. En plus d’exprimer les récepteurs pour les chimiokines ainsi que les 

médiateurs lipidiques, les éosinophiles expriment également des récepteurs du complément, 

comme CR1 et CR3 qui une fois activés vont déclencher la dégranulation (E. Fischer et al., 

1986). De surcroit, ces polynucléaires sont capables d’exprimer une lectine qui peut se lier aux 

IgE, cette action va engendrer une cytotoxicité profitable contre les parasites (E. Fischer et al., 

1986, Truong et al., 1993). Le Formyl Peptide Receptor (FPR) est exposé par les éosinophiles, 

celui-ci va s’associer avec une molécule (N-formyl-Met-Leu-Phe) émise par les bactéries et 

aussi certains allergènes qui représente un signal de danger (Svensson et al., 2007, Svensson et 

al., 2005).  

Les éosinophiles expriment aussi des récepteurs du fragment Fc des immunoglobulines IgA, 

IgE et IgG. Ces derniers contribuent à l’activation des cellules et à leur dégranulation. Les 

éosinophiles collaborent à la mise en place de la réponse immunitaire spécifique.  Les 

éosinophiles expriment en surface des molécules qui leurs permettent d’interagir avec les 

lymphocytes T, comme le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) notamment HLA-DR 

(Human Leucocyte Antigen) (H.Z.Shi, 2004). Les molécules de costimulation que l’on observe 

chez les lymphocytes, ou les cellules présentant l’antigène tel que CD4, 25, 28, et 86 sont 

également exprimées par les éosinophiles (H. Z. Shi, 2004, Woerly et al., 2004) .  

 
2.5.1 Chimiokines et cytokines 

 
L'éosinophile est en mesure de générer et d'emmagasiner une quantité importante de 

cytokines et de divers médiateurs, présentés dans le tableau 2.5.1. Dans des circonstances 

particulières, l'éosinophile produisant diverses cytokines possède une activité 

immunorégulatrice de manière ciblée au sein des tissus. Afin de relâcher des cytokines, il 

requiert des stimuli spécifiques et se caractérise par des mécanismes complexes. Lorsque les 

éosinophiles quittent la moelle osseuse suite à leur développement, on estime qu'ils sont à 

l'étape finale de leur différenciation. En effet, quand il est mature il n'est pas en mesure 

d'effectuer la division cellulaire (Véronique Decot et al., 2006b). Les éosinophiles peuvent fixer 

un certain nombre de cytokine, des récepteurs pour certaines IL sont présents à leurs surfaces 

comme pour l’IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-10, IL-15 et le GM-CSF. Ils exposent des 

récepteurs pour les interférons, en particulier pour l’INF α, β et γ. Et ils présentent également 
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des récepteurs au « Transforming Growth Factor »(TGF) et au « Tumor Necrosis 

Factor »(TNF) (Hogan et al., 2008). 

 
Tableau 2.5.1 : Chimiokines, cytokines, facteurs de croissance et protéines d’adhésion membranaire 

chez l’éosinophile. 
 

Chimiokines Cytokines Facteurs de croissances Protéines d’adhésion 

membranaire 

Éotaxine GM-CSF HB-EGF α4β7 

IL-8 IL-1α NGF- β ICAM-1 et 3 

MIF-1α IL-2, 3, 4, 5, 6, 7 PDGF Intégrines β1  

RANTES IL-9, 10, 11, 12 SCF Intégrines β2  

 IL-13, 15, 16, 17 TGF- α Glycoconjugués 

 INF α, β, γ TGF-β1 L-sélectine 

 LIF VEGF PECAM-1 

 TNF   

 

Suite à leurs activations les éosinophiles sont en mesurent de relâcher rapidement les cytokines 

nécessaires puisque celles-ci sont emmagasinées à l’intérieur des vésicules et/ou des granules 

des cellules. Cette faculté à stoker les cytokines est liée à une activité de transcription très faible 

par rapport aux différentes cellules immunitaires comme par exemple, les lymphocytes. 

Certaines cytokines vont être stockées au niveau du core central des granules cristalloïdes 

comme l’IL-2, IL-4 et IL-13, alors que d’autres comme le TNF-α et l’IL-6 seront renfermés au 

niveau de la bicouche lipidique des granules (Hogan et al., 2008, Lacy et al., 1998). Grâce à leur 

sécrétion les éosinophiles possèdent une fonction régulatrice et effectrice, notamment dans 

l’orientation de la réponse immune dépendamment des cytokines produites, soit de type 1 tel 

que l’IL-2, IL-12 et l’INF γ ou de type 2 comme l’IL-4, IL-5, et IL-10 (Rothenberg et al., 2006). 

L'IL-3, IL-5 et le GM-CSF sont des facteurs de croissance et d’activation dans la différenciation 

des éosinophiles et pour leur participation dans la régulation de l'activité de ces derniers. 

Aussi, les éosinophiles possèdent des caractéristiques pro-inflammatoires grâce à l’IL-6 et au 

TNF-α (Strek et al., 1997).  

L'IL5 est reconnue comme la plus importante en raison des différents rôles qu'elle joue. L'IL5 

est essentielle à l'éosinopoїèse ainsi qu'à la maturation de l'éosinophile. De plus elle à une 

grande importance dans la survie des éosinophiles, puisqu'elle permet d'empêcher le 

phénomène d'apoptose. L’IL5 est aussi connu sous le nom de facteur de survie de 

l'éosinophile, en effet, en son absence dans une culture "in vitro" les éosinophiles seront en 
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quelques heures tous en apoptose. Par contre, en sa présence, dans une culture "in vitro" les 

cellules peuvent rester viables jusqu'à deux semaines (Tai et al., 1991, Yamaguchi et al., 1988).  

Une autre cytokine ayant un rôle important dans la pathologie de l'asthme est l'IL9, qui 

collabore au recrutement des éosinophiles et à leurs proliférations (Soussi-Gounni et al., 2001). 

L’IL9 engendre un accroissement des éosinophiles et une hyperactivité au niveau des 

bronches, et de la formation de mucus. En présence d'IL-9 ainsi que d'IL-3 et d'IL-5, il va y 

avoir une augmentation de l'expression du récepteur de l'IL-5 parmi les cellules CD34+ 

contribuant à la maturation et la prolifération des cellules souches des éosinophiles (Louahed 

et al., 2001). 

L'éosinophile est associé aux pathologies allergiques, qui sont liées à l'élaboration de cytokines 

du type TH2 telles que l'IL-10, IL-4, IL-5, IL-13 et l'IL-17 (Hellings et al., 2003, Yamamoto et al., 

1997). Deux autres cytokines qui participent à la régulation de l'éosinophile, mais qui sont du 

type TH1 sont l'INFγ et l'IL-2. Donc, les éosinophiles sont à même de relâcher de façon sélective 

des cytokines de type TH1, TH2 ou immunorégulatrice selon le contexte, ce qui leur permet de 

collaborer à l’adaptation de la réponse immune. 

 L'INFγ comme l'IL-5, est capable d'activer et de maintenir en vie les cellules en culture en 

retardant l'apoptose. L'INFγ peut stimuler l’élaboration de lymphocytes T CD4+ et incite à la 

surface des éosinophiles l’expression des récepteurs des IgG (CD16 et CD32) (Valerius et al., 

1990).  

L’IL-2 dynamise la relâche d’EPO et l’élaboration d’IL-6 par l’éosinophile (Hoenstein et al., 

2001). L’IL-2 induit une éosinophilie sanguine quand il est prescrit en tant que thérapie anti-

cancer. Ce phénomène est dû à la sollicitation des lymphocytes T par l’IL-2 provoquant une 

production accrue d’IL-5 (Van Haelst Pisani et al., 1991). 

L’éotaxine est une chimiokine qui a une implication majeure dans la biologie de l’éosinophile, 

dans les cas d’effet inflammatoire, elle entraine le recrutement spécifique des éosinophiles  

(Conroy et al., 2001, Ferland et al., 2001).  

 
2.5.2 Présence des éosinophiles dans les pathologies 

 
L’éosinophilie sanguine est évoquée quand le nombre d’éosinophiles présent dans la 

circulation sanguine est au-dessus de 500 par microlitre (μl) de sang. Les éosinophilies les plus 

connues comprennent les parasitoses et les allergies (Kovalszki et al., 2016). Les éosinophiles 
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sécrètent de nombreuses cytokines qui leurs permettent de collaborer à l’activation des cellules 

structurales, à la mobilisation de diverses cellules inflammatoires et également à assurer leurs 

survies  (Rothenberg et al., 2006). 

Les éosinophiles sont impliqués dans de nombreuses maladies, mais aussi dans divers types 

de cancers, notamment dans les cancers de l’œsophage, des poumons, colorectale, de la bouche 

et de l’utérus. Les tumeurs sont infiltrées par les éosinophiles. Leur présence dans ces 

différents sites peut être favorable ou non (Dorta et al., 2002, Takanami et al., 2002, van Driel et 

al., 1999). Le rôle et les mécanismes que les éosinophiles entretiennent en cas de cancer restent 

encore à déterminer. Plusieurs maladies sont caractérisées par une hyperéosinophilie sanguine 

et tissulaire. Les plus rencontrées sont des maladies inflammatoires allergiques, telles que 

l’asthme, l’eczéma et la rhinite allergique (Riegert-Johnson et al., 2002, Tanigawa et al., 1999). Il 

y a une forte hyperéosinophilie dans le cas de pathologie inflammatoire intestinale (maladie 

de Crohn, colite et gastrite ulcéreuse) ainsi que bien d’autres comme l’endométriose, la 

pneumonie à éosinophile et les problèmes parasitaires qui en plus de l’infiltration des 

éosinophiles ont comme particularité un dépôt de protéine basique (Blumenthal et al., 2000, 

Levy et al., 1997).     

 
2.5.3 Capacités immunorégulatrices 

 
Les éosinophiles sont connus pour leurs capacités cytotoxiques et pro-inflammatoires, 

néanmoins, de nos jours avec les avancées dans le domaine de la recherche, permettent de 

reconnaitre la fonction immunorégulatrice que possèdent les éosinophiles. Ils sont en mesure 

grâce à la gestion de médiateurs d’avoir non seulement une incidence sur eux même, mais 

également sur divers genres cellulaires (Jacobsen et al., 2007). Les éosinophiles sont capables 

d’influencer leur mobilisation et leurs fonctions effectrices avec le relâchement de multiples 

médiateurs tels que l’éotaxine, l’IL-5 et le GM-CSF. Grâce à l’expression de certaines 

chimiokines, ils contribuent à la mobilisation des lymphocytes (Gutierrez-Ramos et al., 2000). 

Les éosinophiles peuvent exprimer le CMH de classe 2 chez l’être humain et également des 

récepteurs de costimulation comme CD28, 40, 80 et  86 (H. Z. Shi, 2004). Ils peuvent donc être 

en mesure de provoquer la multiplication de cellules T spécifique au CMH 2 in vitro (Jacobsen 

et al., 2007). Dernièrement, diverses études portant sur le parasite Strongyloides stercoralis ont 

démontré l’aptitude des éosinophiles à exposer l’antigène aux cellules T naïves dans un essai 
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sur les souris (Padigel et al., 2007). Donc il est envisagé que l’implication des éosinophiles à 

présenter des antigènes les classent parmi les cellules présentatrices d’antigène (CPA). 

Finalement, ils sont aussi en mesure d’influer la réaction immunitaire adaptative grâce à 

l’élaboration d’indoléamine 2,3 dioxygènase (IDO) qui va orienter la réponse en privilégiant 

la multiplication des lymphocytes T TH2 (Odemuyiwa et al., 2004).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

38 

CHAPITRE 3 : MATÉRIELS ET MÉTHODES 

 
3.1 Mesure de la taille et du potentiel zêta 

 
La charge de surface (potentiel zêta) et la répartition de la taille du Pd ont été déterminées par 

DLS (Diffusion dynamique de la lumière). La diffusion de la lumière se mesure avec un 

Zetasizer Nano-ZS Malvern (modèle ZEN3600 de Malvern Instruments Inc. (Westborough, 

MA). Les mesures ont été réalisées sur la solution stock de Pd (1.5mg) et à 50 et 100 µg/ml de 

Pd dans du RPMI-1640 avec HEPES et Pen/Strep + 10% de sérum humain inactivé par la 

chaleur (Babin et al., 2013, Poirier et al., 2016). 

 
3.2 Réactifs 

 

Le GM-CSF a été acheté chez Pepro Tech Inc. (Rocky Hill, NJ). La lectine de plante Viscum 

album Agglutinine I (VAA), l’AM-Calcéine, la fibronectine de plasma humain, l’éotaxine 

humaine (CCL11), la sonde H2DCFDA, le bleu de trypan et le dextran proviennent de chez 

Sigma Aldrich Ltd. (St-Louis, MO). Le Ficoll-Hypaque a été acheté chez GE Healthcare 

(Uppsala, SE). Le RPMI-1640 et l’HEPES viennent de chez Life Technologies (Grand Island, 

NY, USA). Lorsqu’ils ne sont pas spécifiés, les autres réactifs proviennent de chez Sigma 

Aldrich Ltd. (St-Louis, MO) 

 
3.3 Nanoparticules 

 

Le Pd a été acheté chez Sigma Aldrich Ltd. (St-Louis, MO), les PAMAM proviennent de chez 

Dendritech, Inc. (Midland, MI). Les concentrations utilisées lors des expériences sont de 100 et 

500µg/ml, elles ont été déterminées après des tests préliminaires. De plus, il a été démontré 

dans de nombreuses études qu’à ces concentrations des effets sur les cellules sont observables 

(Babin et al., 2013, Goncalves et al., 2010, Silva et al., 2016). Pour faciliter l’écriture, nous allons 

abréger certains termes, notamment en ce qui concerne les concentrations et les générations de 

dendrimères employés. Par exemple, pour la génération 1 à 500 µg/ml nous allons écrire 

simplement G1 500. 
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3.4 Isolation et incubation des éosinophiles 

 
Les éosinophiles sont isolés à partir du sang veineux de donneurs sains volontaires. Les dons 

de sang ont été obtenus auprès de personnes informées et consentantes selon les procédures 

approuvées par l'institution. Après centrifugation et sédimentation par le dextran pour 

séparer les globules rouges, le gradient de Ficoll obtenu permet d’enlever les PBMC (Cellules 

Mononucléaires Périphériques Sanguines). Ensuite, nous avons réalisé une lyse des 

érythrocytes en effectuant un choc osmotique avec de l’eau déminéralisée et distillée. Après 

centrifugation, nous avons obtenu un culot de granulocytes. Les Éos étant CD16 négatif, nous 

faisons une sélection négative avec des billes magnétiques et une colonne (MidiMACS, 

Miltenyi Biotec) comme décrit précédemment (Pelletier et al., 2004, Silva et al., 2016). Après 

isolement, les éosinophiles sont mis en culture à 500 000 cellules/ml avec les NPs dendrimères 

des générations 0 à 3 à des concentrations de 100 et 500 µg/ml, ou avec les NPs Pd à des 

concentrations de 100 et 500 µg/ml (sauf pour la viabilité ou un plus grand nombre de 

concentrations a été évaluées). Les temps d’incubation peuvent varier de 30 minutes à 48 

heures selon les fonctions étudiées.   

 
3.5 Viabilité cellulaire et cytologie 

 

La viabilité cellulaire a été contrôlée par l'exclusion du bleu de trypan et était toujours 

supérieure à 98%.  La pureté de la suspension de cellules a été examinée (elle aussi à environ 

98%) par cytologie après cytocentrifugation et coloration avec le kit « héma3stain » (Fisher 

Scientific). La morphologie cellulaire a été étudiée après 2, 12, et 24 heures (h) et nous avons 

identifié trois principaux phénotypes : viables, apoptotiques et des cellules « fantômes ». Les 

éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec les PAMAM G0 à G3, la VAA (50 µg/ml), 

ou l’HBSS. Les pourcentages de chacun des phénotypes ont été déterminés après 

cytocentrifugation puis colorés avec le kit hema-3-stain. Les changements morphologiques des 

éosinophiles ont été observés sous microscopie optique (400X), et des photomicrographies ont 

été prises à l'aide d'une caméra Nikon Eclipse TS100. 
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3.6 Évaluation de l’apoptose des éosinophiles 

 
L'apoptose a été déterminée par cytologie, comme précédemment publiée (Goncalves et al., 

2010, Poirier et al., 2016). La cytométrie en flux nous permet de déterminer l’apoptose des 

cellules suite à un marquage à l’annexine V/PI (Iodure de Propidium). Les éosinophiles 

(0,5x106 cellules/ml) ont été incubés dans des plaques à 48 puits dans un incubateur à 37°C et 

à 5% de CO2 pendant des temps et des concentrations variables selon la NP utilisée, en 

présence de tampon (Ctrl), et la lectine de la plante pro-apoptotique VAA-I (1 µg/ml). Les 

cellules sont ensuite lavées, marquées et incubées à l’obscurité sur glace. L’analyse des cellules 

par marqueur fluorescent se fait par FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) (BD 

Biosciences). 

 
3.7 Adhésion cellulaire 

 

À partir d’éosinophiles fraichement isolés, nous avons réalisé un marquage avec l’AM 

Calcéine et ils ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec les NPs Pd à 100 et 500 µg/ml ou avec 

les PAMAM de G0 à G3 à 100 et 500 µg/ml, le GM-CSF (65 ng/ml), ou le volume équivalent 

d’HBSS. Puis ils ont été déposés sur lamelle recouverte de cellules épithéliales hybrides EA-

hy296 pendant 30 minutes. Ces dernières proviennent de chez ATCC. Le nombre de cellules a 

été évalué après observation au microscope à fluorescence et des photomicrographies ont été 

prises à l'aide d'une caméra Nikon Eclipse TS100. 

 
3.8 Chimiotactisme  

 
Pour déterminer le chimiotactisme chez les éosinophiles, nous avons utilisé une chambre de 

Boyden. Elle est constituée de deux compartiments séparés par un filtre dont les pores de 5µm 

de diamètre laissent passer les cellules. Le compartiment inférieur contient la substance 

chimiotactique et le compartiment supérieur la suspension d’éosinophiles. Après l’obtention 

des éosinophiles tout juste isolés, ils sont incubés (0,5×106 cellules/ml) avec les PAMAM de G0 

à G3 ou le Pd à 100 et 500 µg/ml, l’éotaxine humaine (EH 100 ng/ml), ou l’HBSS. Ensuite, ils 

sont déposés sur une membrane poreuse (5µm) pendant 1 heure. Le nombre de cellules ayant 

migré a été déterminé après coloration avec le kit Hema-3-stain et comptabilisé au microscope 
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optique (400X), et des photomicrographies ont été prises à l'aide d'une caméra Nikon Eclipse 

TS100. 

 
3.9 Les ROS 

 
Dans le but de vérifier la fonction au réactif oxygéné (la production de ROS) nos cellules 

fraichement isolées ont été incubées (0,5×106 cellules/mL) avec la sonde H2CFDA (10µM), le 

PMA (0,1µM), ou le volume équivalent d’HBSS. Après quelques lavages, les NPs Pd à 100 et 

500 µg/ml ou les PAMAM G0 à G3 à 100 µg/ml puis placé immédiatement sur glace. Ensuite, 

les mesures ont été prises à différentes périodes de temps indiquées dans les figures.  Nous 

avons utilisé cette sonde qui devient fluorescente en contact avec les réactifs oxygénés. La 

lecture se fait au FACS.  

 
3.10 Analyses statistiques 

 
Les données sont rapportées en moyenne ± MES (Erreur Standard Moyenne, soit l'erreur type). 

Les données ont été analysées par ANOVA à sens unique ou double dans certaines expériences 

et les écarts de chacun des groupes ont été déterminés par rapport aux groupes de contrôles 

avec un « post-test » de Dunett avec le logiciel GraphPad Prism version 5.00 pour Windows 

(GraphPad Software, San Diego, CA). La signification statistique a été déterminée à p<0,05 et 

chaque expérience a été reproduite et validée au minimum 3 fois.  
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CHAPITRE 4 : RÉSULTATS 

 
4.1 Caractérisation du Pd 

 
Puisque le milieu RPMI a été employé dans toutes les expérimentations réalisées lors de cette 

étude, le potentiel zêta, la taille et l’index de polydispersion (PDI) des molécules de Pd ont été 

faits dans ce milieu. Comme nous pouvons le voir dans le tableau 4.1, les résultats ont 

démontré une répartition de la taille bimodale ou trimodale aux concentrations de 50 et 

100µg/ml respectivement. De grands agrégats ont été perçus aux deux concentrations testées 

(300.5 nm 34.3%, 532.3 nm 55.1%). Cet essai a été réalisé dans du RPMI-1640 Hepes/PenStrep 

qui est utilisé dans l’ensemble de nos expériences.  

 
Tableau 4.1 : Caractérisation du palladium. 

 

Palladium + RPMI 
 

50 µg/ml 100 µg/ml 

Taille (nm) 27.94 65.7% ± 2.6 532.3 55.1% ± 0.6 

300.5 34.3% ± 2.6 42.68 28.2% ± 3.1 
   

10.25 15.4% ± 4.1 

PDI 0.605 ± 0.005 1.0 ± 0.0 

Zeta (mV) - 9.14 ± 1.43 - 9.96 ± 0.158 

 

Après avoir mis le Pd aux concentrations de 50 et 100 µg/ml avec le RPMI-1640 Hepes/PenStrep nous avons 

effectué l’analyse avec un Zetasizer Nano-ZS Malvern. 

 

 
4.2 Effet des dendrimères PAMAM sur la viabilité des éosinophiles humains 

 
Les conditions expérimentales ont été reproduites pour 3 temps d’incubation, 2, 12 et 24 

heures. Lorsqu’une cellule est normale et donc que sa membrane est intacte, le colorant ne 

peut pas pénétrer la cellule, ce qui nous permet de faire une discrimination entre deux états, 

vivante ou morte. Pour chacun des temps le pourcentage (%) de cellules bleues a été 

déterminé. On observe qu’après 2 et 12 heures d’incubation le % de cellules viables est élevé, 

supérieure à 90 %. On constate qu’après 2 heures en présence des PAMAM à 500 µg/ml il y a 

moins de 10 % de nécrose cellulaire, les cellules ont éclatées et libérées leurs contenues. À 12 

heures, on peut observer une légère augmentation du pourcentage de cellule bleu en présence 

de G2 et particulièrement pour G3, même si pour ce dernier le résultat est significatif, il reste 
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inférieur à 10 %. À 24 heures, le nombre de cellules bleues ne dépasse pas les 50 % et on peut 

constater qu’aucune des quatre générations a un effet plus marqué. 

 

 
Figure 4.2 : Détermination de l’effet des dendrimères PAMAM de G0 à G3 sur la viabilité des éosinophiles 

humains à des temps d’incubation différents. 

 

Les éosinophiles ont été incubés à 0,5×106 cellules/mL, avec les PAMAM aux concentrations de 100 et 500 µg/ml 

de G0 à G3, de la lectine de plante Viscum album Agglutinine I (VAA) à 1 µg/ml ou le volume équivalent de 

diluant (HBSS) pendant 2h (A), 12h (B) et 24h (C), puis la viabilité des cellules a été déterminée par un test 

d’exclusion au colorant bleu de trypan puis observé au microscope optique. 
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4.3 Effet du Pd sur la viabilité des éosinophiles humains 

 
De la même façon que pour les dendrimères, nous avons établi le pourcentage de cellules 

viables. Nous avons dans cette expérience testée un grand nombre de concentrations afin de 

pouvoir établir l’effet qu’elles peuvent induire sur les éosinophiles.  On peut observer qu’après 

24 heures, le Pd n’a eu aucun impact sur les éosinophiles humains. Sans que ceci soit 

significatif, on a pu observer une légère diminution de la viabilité en présence des plus fortes 

concentrations, à partir de 100 µg/ml jusqu’à 500 μg/ml. 

 

 
Figure 4.3 : Détermination de l’effet du Pd à différentes concentrations sur les éosinophiles humains. 

 

Les éosinophiles ont été incubés à 0,5×106 cellules/ml, avec le Pd aux concentrations de 0.5, 10, 50, 100, 250, 500 

µg/ml, de la lectine de plante Viscum album Agglutinine I (VAA) à 1 µg/ml ou le volume équivalent de diluant 

(HBSS) pendant 24h, puis la viabilité des cellules a été déterminée par un test d’exclusion au colorant bleu de 

trypan puis observé au microscope optique. 
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4.4 Effet des dendrimères PAMAM sur la morphologie cellulaire des Éos humains 

 
Nous avons effectué l’observation de la morphologie cellulaire à trois temps d’incubation 

différents, soit à 2, 12 et 24 heures. Nous avons identifié trois principaux phénotypes : 

normales, apoptotiques, et les fantômes. Puis nous avons déterminé le pourcentage de chacun 

des phénotypes par observation au microscope. Après 2 heures d’incubation, la majorité des 

cellules, soit 80 % en moyenne ont un phénotype normal, il n’y a pas d’altération de la 

morphologie des cellules. Nos éosinophiles sont bien ronds avec un beau noyau bilobé et une 

grande quantité de granules. Les cellules ayant un phénotype fantôme sont très peu 

nombreuses. À 12 heures, on peut observer qu’une plus grande portion de cellules sont encore 

normales c'est à dire viables, soit environ 60 % d’entre elles. On remarque également qu’il y a 

plus de cellules en apoptose, soit environ 30 à 40 % selon les concentrations et la génération 

testée. Les cellules en apoptose commencent à se déformer et leur noyau se retrouve altéré, 

comme on peut le voir sur la photographie de la figure 4.4.   

C’est à 24 heures que l’on constate que la population dite fantôme est la plus importante, elle 

varie entre 20 et 40 % selon la génération et la concentration. On peut les différencier des 

cellules en apoptose puisqu’elles se vident de leur contenu cellulaire et de leur noyau, tout en 

conservant leur forme de départ et en se décolorant. C’est avec G1 500 que la population de 

fantômes est la plus importante (environ 40 %). Les cellules normales restent encore 

nombreuses avec des pourcentages variants de 40 à 60 %, c’est en présence de G0 100 et de G3 

que ce pourcentage est le plus haut.  
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Figure 4.4 : Détermination de l’effet des dendrimères PAMAM sur la morphologie cellulaire des éosinophiles 

humains à différents temps d’incubation 
 

La morphologie cellulaire a été étudiée après 2 h (A), 12h (B) et 24 h (C) et nous avons identifié trois principaux 

phénotypes : normales, apoptotiques et des cellules « fantômes ». Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 

cellules/ml) avec les PAMAM de G0 à G3, la VAA (1 µg/mL), ou l’HBSS. Les pourcentages de chacun des 

phénotypes ont été déterminés après cytocentrifugation puis coloration avec le kit hema-3-stain et observé par 

microscopie optique.  
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4.5 Effet des dendrimères PAMAM sur l’apoptose des éosinophiles humains 

 
Nous nous sommes intéressés à l’effet des PAMAM sur l’apoptose des éosinophiles humains. 

Les mêmes conditions que précédemment ont été utilisées, suite à l’incubation le % des cellules 

doublement positives (apoptose et nécrose) a été déterminé par cytométrie en flux après un 

marquage à l’annexine V et à l’iodure de propidium (PI).  

À 2 heures et à 12 heures, il y a très peu de cellules en apoptose. On peut observer une légère 

augmentation de cette dernière avec l’augmentation des générations testée après 12 heures 

d’incubation. (Figure 4.5 B). En effet à 2 heures, il y a un maximum de 5 % d’apoptose et à 12 

heures on atteint 14 % en présence de G3 500, avec un contrôle positif de l’ordre de 25 %. Par 

contre à 24 heures, on peut observer une augmentation de l’apoptose des éosinophiles en 

présence de G0 et de G1. Par rapport à des conditions physiologiques normales (HBSS) ou l’on 

a 32.8 % de cellules doublement positives, on constate que G0 500 induit de l’apoptose avec 

64.5 % de cellules doublement positives. Ce qui est étonnant, c’est qu’en présence des PAMAM 

des générations 2 et 3, on peut observer un nombre de cellules en apoptose qui va diminuer 

par rapport à G0 500. Effectivement en présence de G3 500, 23.5 % des cellules sont 

doublement marquées. Pour résumé, on peut tout d’abord remarquer une augmentation de 

l’apoptose en présence de la génération 0 puis une diminution graduelle corrélée à 

l’augmentation des générations. 
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Figure 4.5 : Détermination de l’effet des dendrimères PAMAM sur l’apoptose des éosinophiles humains à 

différents temps d’incubation 
 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec les PAMAM G0 à G3 pour les concentrations de 100 

et 500 µg/ml , la VAA (1 µg/ml), ou l’HBSS pendant 2 h (A), 12h (B) et 24h (C). Le pourcentage de cellules 

doublement positives (apoptose + nécrose) a été déterminé par cytométrie en flux après un marquage FITC-

annexine V (AV) et iodure de propidium (PI). 
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4.6 Effet du Pd sur l’apoptose des éosinophiles humains 

 
Nous nous sommes également intéressés à l’effet que pouvaient avoir le Pd sur l’apoptose des 

éosinophiles humains. Les mêmes conditions que pour les dendrimères ont été employées. 

Après avoir incubé les éosinophiles, nous avons déterminé le pourcentage des cellules 

doublement positives avec la cytométrie en flux suite à un marquage à l’annexine V et à 

l’iodure de propidium. Pareillement au test de la viabilité, cette expérience a été réalisée avec 

les mêmes concentrations de Pd (de 0.5 à 500 µg/ml).  

Après 24 heures d’incubation, les différentes concentrations de Pd sur les éosinophiles 

humains ont un pourcentage de cellules doublement positives proche des conditions normales 

(HBSS). En effet, en présence d’HBSS on obtient 10.5 % de cellules en apoptose, et en présence 

de Pd les pourcentages restent proches de cette condition avec au plus bas 7.7 % avec Pd 500 

et au plus haut de 9.7 % avec Pd 50. 

 

 
Figure 4.6 : Détermination de l’effet du Pd à différentes concentrations sur l’apoptose des éosinophiles 

humains. 
 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec le Pd pour les concentrations de 0.5, 10, 50, 100, 250 et 

500 µg/ml, la VAA (1 µg/ml), ou l’HBSS pendant 24heures. Le pourcentage de cellules doublement positives a 

été déterminé par cytométrie en flux après un marquage FITC-annexine V (AV) et iodure de propidium (PI).  
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4.7 Influence des dendrimères PAMAM sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles 

humains 

 
Par la suite, nous sommes allés vérifier si les PAMAM avaient un impact sur l’adhésion des 

éosinophiles. Les éosinophiles ont été incubés avec les PAMAM des générations 0 à 3 et 

marquées avec l’AM calcéine. Puis ils ont été déposés sur des lamelles recouvertes de cellules 

épithéliales hybrides EA-hy296 (Figure 4.7 A). Le nombre de cellules a été évalué à partir de 

l’observation au microscope à fluorescence, à la figure 4.7 B on peut voir un exemple de 

l’observation pour G1 500. On a pu observer un grand nombre de cellules adhérer en présence 

des PAMAM de la génération 3 par rapport au contrôle. En effet, dans des conditions normales 

on obtient une moyenne de 4.8 cellules adhérées, alors qu’en présence de G3 on a 10.8 et 9.6 

pour 100 et 500 µg/ml respectivement. On peut également noter une légère augmentation de 

cellules adhérées en présence de G1, 8.6 et 7.4 pour 100 et 500 µg/ml respectivement. En ce qui 

concerne G0 et G2 leur proportion s sont proche de la normale (de 5 à 6.6).  

 
Figure 4.7 : Évaluation de l’influence des dendrimères PAMAM sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles 

humains. 
 

 

Schématisation de la méthode d’adhésion cellulaire (A) ou les éosinophiles marqués avec l’AM Calcéine ont été 

incubés (0,5×106 cellules/mL) avec les PAMAM G0 à G3 à 100 et 500 µg/ml, le GM-CSF (65 ng/ml), ou le volume 

équivalent d’HBSS. Puis ils ont été déposés sur lamelle recouverte de cellules épithéliales hybrides EA-hy296 

pendant 30 minutes. Le nombre de cellules a été évalué après observation au microscope à fluorescence et 

représenté dans un graphique (B).  
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4.8 Influence du Pd sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles humains 

 
De la même manière, nous avons voulu examiner si le Pd avait un impact sur l’adhésion des 

éosinophiles. Encore une fois les éosinophiles ont été incubés avec le Pd aux mêmes 

concentrations que celles expérimentées avec les PAMAM, puis marquées avec l’AM calcéine. 

Ensuite, ils ont été déposés sur des lamelles qui ont été recouvertes de cellules épithéliales 

hybrides EA-hy296 (figure 4.7 A). Le nombre de cellules a été déterminé à partir de 

l’observation au microscope à fluorescence.  

On remarque qu’il y a un nombre croissant de cellules adhérées selon la concentration de Pd. 

En effet, avec Pd 100 on a en moyenne 97.5 cellules qui ont adhéré et 109 avec Pd 500, alors 

qu’on a que 40.5 en condition normale (ctrl). D’ailleurs on voit nettement la différence sur les 

photographies prises pour le contrôle (ctrl) et Pd 500. À noter qu’il y a une grande variabilité 

d’un donneur à l’autre. 

 

 
Figure 4.8 : Évaluation de l’influence du Pd sur l’adhésion cellulaire des éosinophiles humains. 

 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/mL) avec le Pd à 100 et 500 µg/ml, le GM-CSF (65 ng/ml), ou le 

volume équivalent d’HBSS puis marqués avec l’AM Calcéine. Ensuite, ils ont été déposés sur lamelle recouverte 

de cellules épithéliales hybrides EA-hy296 pendant 30 minutes. Le nombre de cellules a été évalué après 

observation au microscope à fluorescence.  
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4.9 Impact des dendrimères PAMAM sur la chimiotaxie des éosinophiles humains 

 
Après l’adhésion cellulaire, nous nous sommes intéressés à l’effet des PAMAM sur la fonction 

de chimiotaxie des éosinophiles. Nous avons incubé les éosinophiles s avec les PAMAM, 

l’éotaxine humaine (EH) et le contrôle, ensuite ils ont été déposés sur la membrane poreuse 

pendant une heure. Le nombre d’éosinophiles ayant passé la membrane sont coloré et comptés 

au microscope. À la figure 4.9, on peut remarquer la photographie d’un éosinophile en 

présence du contrôle. 

On a pu distinguer que la chimiotaxie des éosinophiles est plus élevée en présence de 500 

µg/ml de D G1 et de G2 100 et 500. Effectivement avec le contrôle nous avons obtenu une 

moyenne de 73 cellules qui ont traversé la membrane, alors qu’on atteint les 349 avec G1 500, 

ainsi que 285 et 235 en présence de G2 100 et 500 respectivement. En ce qui concerne les autres 

conditions elles sont proches de la normale, 76 pour G0 100 à 91 pour G3 500. Il est connu que 

d’un donneur à l’autre la variabilité de la chimiotaxie des éosinophiles est très élevée. 

 

 
Figure 4.9 : Caractérisation de l’impact des dendrimères PAMAM sur la chimiotaxie des éosinophiles 

humains. 
 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec les PAMAM de G0 à G3 à 100 et 500 µg/ml, l’EH 100 

ng/ml, ou le contrôle (HBSS). Ensuite, ils sont déposés sur une membrane poreuse (5µm) pendant 1 heure. Le 

nombre de cellules a été déterminé après coloration avec le kit Hema-3-stain.  
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4.10 Impact du Pd sur la chimiotaxie des éosinophiles humains 

 
Encore une fois nous avons reproduit la même expérience, mais avec le Pd à la place des 

PAMAM dans le but d’examiner si ce dernier à une influence sur la chimiotaxie des 

éosinophiles. Le nombre d’éosinophiles qui a pu traverser la membrane sont colorés et 

comptabilisé au microscope. On remarque qu’il y a un grand nombre d’éosinophiles sur la 

photographie de la figure 4.10.  

On peut observer une élévation de la chimiotaxie des éosinophiles en présence de Pd. En effet, 

avec le contrôle on a une moyenne de 68 éosinophiles ayant traversé la membrane puis ce 

nombre passe à 88 et à 114 lorsque le Pd a été introduit. On peut également constater qu’à une 

concentration de 500 µg/ml de Pd la chimiotaxie des éosinophiles est grandement favorisée 

par rapport au contrôle.  

 

 
Figure 4.10 : Caractérisation de l’impact du Pd sur la chimiotaxie des éosinophiles humains. 

 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec le Pd, l’EH 100 ng/ml, ou le contrôle (HBSS). Par la 

suite, ils ont été déposés pendant 1 heure sur une membrane poreuse (5µm). Le nombre de cellules a été évalué 

après coloration avec le kit Hema-3-stain.  
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4.11 Incidence des dendrimères PAMAM sur la production de ROS chez les 

éosinophiles humains 

 
Pour finir, nous avons évalué si les PAMAM influençaient la production de ROS 

intracellulaire. Pour ce faire, nous avons utilisé la sonde H2CFDA qui est clivée par une 

protéase activée en présence de ROS, ceci fait qu’elle devient fluorescente. Donc la sonde est 

mise en présence des éosinophiles, auxquels on ajoute les dendrimères des quatre générations 

et on analyse à des temps différents pour suivre l’évolution de l’intensité de la fluorescence 

qui reflète la production de ROS. Ici sont présentés seulement les résultats en présence des 

PAMAM aux concentrations de 100 µg/ml.  

On peut remarquer que la production de ROS n’a pas été influencée par la présence des 

dendrimères comparativement à notre contrôle positif (PMA), effectivement pour ce dernier 

on obtient une intensité moyenne de fluorescence (IMF) de 286 alors que pour G3 100 on 

obtient une IMF de 134.  
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Figure 4.11 : Évaluation de l’incidence des dendrimères PAMAM sur la production de ROS intracellulaire des 

éosinophiles humains. 
 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec la sonde H2CFDA, le PMA 0.1 µM, ou le contrôle 

(HBSS). Puis les dendrimères PAMAM de G0 à G3 à 100 µg/ml sont ajoutés et analysés au Facs à 5, 15, 30, 60 et 

90 minutes. 
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4.12 Incidence du Pd sur la production de ROS chez les éosinophiles humains 

 
Finalement, nous sommes également allés examiner si le Pd influençait la production de ROS 

intracellulaire. Nous avons procédé de la même façon que précédemment. Nous avons 

employé la sonde H2CFDA qui est fluorescente lorsqu’elle est clivée par une protéase activée 

en présence de ROS. Donc la sonde est incorporée aux éosinophiles puis on additionne le Pd 

aux deux concentrations choisies, enfin on effectue l’analyse à différents temps dans le but de 

suivre l’évolution de l’intensité de la fluorescence qui représente la production de ROS. 

On constate que la présence de Pd n’a pas conduit à une variation dans la production de ROS 

par rapport à des conditions normales (contrôle). On peut observer que les conditions avec le 

Pd ont des valeurs très inférieures à notre contrôle positif (PMA), effectivement pour ce 

dernier on obtient une intensité moyenne de fluorescence (IMF) de 391 alors que pour Pd 100 

on obtient une IMF de 161 et de 166 pour Pd 500. 
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Figure 4.12 : Évaluation de l’incidence du Pd sur la production de ROS intracellulaire des éosinophiles humains. 
 

 

Les éosinophiles ont été incubés (0,5×106 cellules/ml) avec la sonde H2CFDA, le PMA 0.1 µM, ou le contrôle 

(HBSS). Puis le Pd à 100 et 500 µg/ml a été introduit et analysé au Facs pour les temps de 5, 15, 30, 60 et 90 

minutes. 
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CHAPITRE 5 : DISCUSSION ET CONCLUSION 

 
Depuis quelques années, tout ce qui a attrait aux nanotechnologies est en plein essor. Cet 

engouement vient principalement de l’industrie et de la recherche, mais aussi des 

consommateurs qui recherchent des produits toujours plus performants et de meilleure 

qualité (Araujo et al., 2015, INRS, 2015). Il a déjà été établi que les particules ultrafines sont un 

réel danger pour la santé humaine, elles sont présentes en abondance dans les métropoles et 

sont bien évidemment considérés comme des polluants de notre environnement (INERIS, 

2007). Considérant la très petite taille des nanoparticules, celles-ci circulent dans l’organisme 

avec plus d’aisance, elles ont la capacité de se rendre plus loin vers des organes cibles (INRS, 

2015, Stark, 2011). Quand elles sont dans la circulation sanguine, elles vont faire face à un 

ensemble complexe de défense immunitaire, et bien souvent elles vont causer des dommages 

dans les défenses de l’organisme, comme le dérèglement de l’homéostasie qui peut conduire 

à la production d’espèce réactive à l’oxygène et provoquer la mort cellulaire précoce ou 

échapper aux défenses (macrophage) (Oberdorster, 2010, Stark, 2011). La présence de ces 

nanoparticules au niveau des cellules immunitaires provoque un dérèglement qui peut 

induire des maladies inflammatoires, comme des dommages pulmonaires (Oberdorster et al., 

2005a), certaines pathologies peuvent être reliées à des problèmes asthmatiques qui sont dus 

à une dégranulation précoce et abondante du neutrophile (Lacy, 2006). La présence des 

nanoparticules peut également mener à des maladies auto-immunes (Zolnik et al., 2010). Parmi 

ces pathologies, les cellules éosinophiles ont un rôle important à jouer (Rothenberg et al., 2006, 

Wardlaw et al., 1995). Une dégranulation excessive des neutrophiles peut mener à différentes 

pathologies, et plusieurs cellules du système immunitaire sont également affectées par la 

présence de nanoparticules (Babin et al., 2013, Noel et al., 2016). En ce qui concerne les 

éosinophiles, il y a peu d’études sur l’impact des nanoparticules sur ce type cellulaire qui 

pourtant occupe un rôle important dans la défense de l’organisme. Cependant nous savons 

que les éosinophiles peuvent être modulés par les nanoparticules (Silva et al., 2016). En effet, 

cette étude a permis de constater que le ZnO retarde l'apoptose des éosinophiles humains. 

Cette nanoparticule augmente la synthèse des protéines de novo mais n'induit pas la 

production d'espèces réactives à l'oxygène. De plus, il a été démontré que le ZnO augmente la 

production de cytokines pro-inflammatoires IL-1β et IL-8.  
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Quand on prend en considération les différents mécanismes concernant leur activation, leur 

mobilisation et leur conservation, les éosinophiles ont la capacité d’influer leur environnement 

immunitaire et tissulaire, que ce soit dans des situations inflammatoires ou physiologiques, 

d’où l’intérêt de déterminer l’effet des nanoparticules sur leurs différentes fonctions. De plus, 

nous avons discuté des différentes voies d’expositions en ce qui concerne l’absorption des 

nanoparticules. Dans le cas des dendrimères PAMAM et du palladium qui sont tous les deux 

des outils en nanomédecine, l’exposition dans le secteur hospitalier serait donc plus 

importante. Que ce soit du côté de l’imagerie, de l’oncologie et du diagnostic l’exposition 

accidentelle va être accru, de même que les concentrations de cette exposition seront 

probablement plus élevées. Notamment pour les expositions dermiques, les risques d’un 

terrain plus favorable (derme irrité ou lésé) sont à envisager, ce qui permettrait une 

pénétration et une absorption des nanoparticules plus aisée (Kimura et al., 2012, Liang et al., 

2013).  

 

Tout d’abord, effectuons un petit retour sur notre hypothèse, qui d’une part est que les 

fonctions cellulaires des éosinophiles soient modulées par l’interaction avec les nanoparticules 

dendrimères de la même façon qu’avec les neutrophiles. Et d’une autre part que ces mêmes 

fonctions cellulaires des éosinophiles seront modulées par le palladium et ce de la même façon 

qu’en présence des dendrimères. Dans notre laboratoire, des études ont déjà été menées sur 

les interactions des nanoparticules TiO2, ZnO, CeO2 et Ag avec les neutrophiles. Ces études 

ont montré que ces nanoparticules pouvaient influencer des changements morphologiques 

chez le neutrophile in vitro (Babin et al., 2013, Goncalves et al., 2010, Poirier et al., 2014). 

Également, l’activité pro-inflammatoire des dendrimères PAMAM in vivo a pu être observée 

chez les souris (Durocher et al., 2016). De plus, il a également été montré que les nanoparticules 

ZnO avaient un impact sur l’apoptose et la production de cytokines chez les éosinophiles in 

vitro (Silva et al., 2016). Pour la première fois, à notre connaissance les effets des dendrimères 

PAMAM et du Pd sur les éosinophiles ont été évalués. Afin de pouvoir répondre à notre 

hypothèse, effectuons un retour sur nos objectifs. Voici un récapitulatif de nos résultats sous 

forme de tableau.  
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Tableau 5.0 : Synthèse des résultats obtenus pour les expériences sur les effets des NPs (PAMAM et Pd) sur les 

fonctions cellulaires des éosinophiles et des neutrophiles. 

 
 ÉOSINOPHILES NEUTROPHILES 

 Palladium PAMAM 

Viabilité Pas affectée Peu affectée Très affectée 

Apoptose Aucun effet 
Induction avec G0 

Retardée avec G2 et G3 
Induction de l’apoptose 

Adhésion cellulaire Plus importante Plus importante avec G3 ? 

Chimiotaxie Plus élevée 
Plus élevée avec G1 500 

et G2 
En cours 

ROS Pas de modification Pas de modification ? 

 

Les expériences et résultats des dendrimères PAMAM sur les neutrophiles ont été réalisés par une collègue du 

laboratoire Isabelle Durocher.  

 

Comme nous en avons déjà discuté, nous avons choisi de caractériser le palladium dans du 

RPMI-1640 au lieu d’une solution d’eau ou d’un diluant précis, afin de mieux refléter les 

conditions biologiques. Pour caractériser le potentiel zêta (stabilité colloïdale) et la distribution 

de la taille des nanoparticules de palladium, nous avons employé le DLS. Le palladium utilisé 

est issu d’une solution aqueuse et sa taille ne dépasse pas 600 nm pour une de ces distributions, 

les autres étant inférieures à 100 nm. Concernant le potentiel zêta, -9.96 mV pour 100µg/ml 

reflète une instabilité colloïdale des nanoparticules de Pd. À ce sujet Cho et son équipe ont 

émis  qu’elle serait due à la formation d’agrégats (Cho et al., 2013). 

En ce qui concerne les éosinophiles, nous avons pu observer que leur viabilité est peu affectée 

(elle ne dépasse pas les 50 %) par la présence des dendrimères alors que chez les neutrophiles 

il a été observé que, quelle que soit la génération présente la viabilité était beaucoup affectée. 

Pour ce qui est du Palladium, sa présence n’a pas du tout affecté la viabilité des éosinophiles. 

Il révèle qu’avec une forte concentration, soit 500 µg/ml et avec une exposition de vingt-quatre 

heures il n’induit pas de dommage à la membrane, puisque le bleu de trypan était exclu de 

nos éosinophiles.  

Pour ce qui est de l’apoptose, chez les neutrophiles, les quatre générations de dendrimères 

PAMAM ont induit fortement l’apoptose. Par contre avec les éosinophiles nous observons 

d’abord une augmentation de l’apoptose en présence de la génération 0, puis on remarque un 

retour proche de la normale avec l’augmentation des générations voire même un retard de 
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l’apoptose en présence de la génération 3. Toujours chez les éosinophiles, le palladium n’a 

engendré aucun effet sur l’apoptose des cellules, peu importe la concentration de celui-ci.  

En ce qui concerne la chimiotaxie, la présence de la génération 1 à 500 µg/ml et de la génération 

2 favorise le déplacement des éosinophiles, nous n’avons pas encore les résultats pour cette 

fonction chez le neutrophile. Par contre, en présence de palladium la chimiotaxie est beaucoup 

plus élevée, en effet plus la concentration de palladium est élevée et plus les éosinophiles sont 

attirés de l’autre côté de la membrane.  

Les éosinophiles en présence de la génération 3 révèlent une plus grande capacité d’adhésion 

qu’avec les autres générations. On observe également que le palladium à un effet sur 

l’augmentation de l’aptitude des éosinophiles à l’adhésion cellulaire. Plus la concentration de 

palladium est élevée plus les éosinophiles ont une meilleure capacité d’adhésion. Nous 

n’avons pas les résultats pour cette fonction chez les neutrophiles en présence de dendrimères. 

Ces résultats révèlent que le mode d’action des nanoparticules se trouve être fluctuant et 

complexe. 

Nous n’avons vu aucune inhibition ou augmentation de la production d’espèce réactive à 

l’oxygène que ce soit pour les dendrimères ou le palladium. Cependant, il est possible que 

l’addition de sérum interfère avec la sonde. Il serait donc avantageux de reproduire cette 

expérience avec de l’HBSS au lieu du RPMI-1640. Cet inconvénient nous montre les limites des 

essais in vitro. Effectivement, lors de l’exposition d’un système biologique tel que l’homme, les 

nanoparticules se retrouvent dans un milieu biologique plus complexe avec de nombreuses 

interactions que lors de nos essais en laboratoire. Pour cette dernière fonction, il serait 

intéressant de pouvoir faire la comparaison avec d’autres cellules, comme les neutrophiles. 

Au vu de nos résultats, nous sommes en mesure de signifier que le palladium pourrait devenir 

un excellent candidat pour le domaine médical ou de l’imagerie, mais il est nécessaire 

d’approfondir et d’entreprendre des études complémentaires. Particulièrement à des 

concentrations élevées celui-ci favorise les fonctions cellulaires telles que l’adhésion et la 

chimiotaxie sans induire des effets indésirables sur la viabilité cellulaire, l’apoptose ou encore 

la production d’espèces réactives à l’oxygène chez les éosinophiles. Il serait donc 

considérablement intéressant de vérifier son impact sur d’autres types cellulaires, en 

particulier sur les neutrophiles. Ainsi que de poursuivre les expériences sur son influence sur 
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les fonctions cellulaires par exemple la production de cytokines et la phagocytose. Et bien 

évidemment, des études in vivo permettraient de compléter les données à notre disposition. 

Les dendrimères sont également de bons candidats à la nanomédecine, mais en ajustant la 

concentration et la génération utilisées pour avoir le moins d’effets néfastes et profiter au 

mieux des avantages de ceux-ci. En nous basant sur les résultats, nous pouvons dire que les 

générations 2 et 3 sont les plus intéressantes.  De plus, nous pouvons également remarquer 

que son impact n’est pas le même selon le type cellulaire présent, les éosinophiles ou les 

neutrophiles, c’est un point sur lequel il faut porter attention, et il serait primordial de pouvoir 

effectuer une comparaison de l’effet des dendrimères sur toutes les fonctions cellulaires des 

éosinophiles et des neutrophiles. 

Les nanoparticules de dendrimères PAMAM modulent effectivement les fonctions des 

éosinophiles et des neutrophiles. Par contre, leur effet n’est pas toujours le même. En effet, 

nous n’avons pas toujours des résultats semblables à ce qui a été observé chez le neutrophile 

même si ces deux granulocytes ont une oncologie très semblable. De la même façon, les 

nanoparticules palladium et dendrimères modulent les fonctions des éosinophiles. Mais 

l’impact de ces deux nanoparticules n’est pas forcément identique pour une même fonction 

chez l’éosinophile. 

L’apoptose des éosinophiles est un procédé considéré anti-inflammatoire. Il est plausible de 

penser que les nanoparticules dendrimères PAMAM en ayant un effet retardateur sur 

l’apoptose spontanée des éosinophiles et en ayant une meilleure adhésion et chimiotaxie, 

pourraient soutenir un peu plus les fonctions effectrices. Les éosinophiles pourraient rester 

davantage au site d’inflammation. Exactement de la même façon, le palladium en favorisant 

l’adhésion et la chimiotaxie pourrait permettre une arrivée sur le site de l’inflammation plus 

précoce des éosinophiles.  

Lorsqu’on regarde le modèle le plus commun dans l’étude des nanoparticules, chez les cellules 

neutrophiles, celles-ci sont internalisées, il y a une production d’espèces réactives à l’oxygène, 

et une induction de l’apoptose. Chez les éosinophiles ce n’est pas le cas, puisqu’on a plus tôt 

une tendance au retard de l’apoptose ou aucun effet, alors il n’est pas possible d’extrapoler les 

effets de nanoparticules d’un type cellulaire à un autre. Et comme nous l’on montrer nos 

résultats nous ne pouvons pas non plus extrapoler les effets sur un type cellulaire d’une 
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nanoparticule à une autre. Ce qui revient à dire que peu importe la nanoparticule ou le type 

cellulaire tout est contexte dépendant.  

 

Le programme de recherche de mon laboratoire d'accueil évalue l’effet de plusieurs 

nanoparticules courantes sur le système immunitaire dans des modèles in vitro et in vivo. Tout 

ceci s’intègre dans un contexte plus large, de gestion des risques associés à l’exposition aux 

nanoparticules. On peut citer le dioxyde de titane présent dans de nombreuses préparations 

alimentaires, il est également connu sous le nom E 171. Suite à plusieurs études ayant 

démontré son effet néfaste pour la santé, il a été retiré de nombreux produits alimentaires en 

décembre 2016 en France comme les bonbons Têtes Brulées ou les yaourts Danone. De plus, 

suite à une évaluation de l’Organisation mondiale de la Santé, le TiO2 a été classé en tant que 

cancérigène possible pour l’être humain lors d’exposition par inhalation. Les différences 

observables dans les résultats des nombreuses études réalisées sur les nanoparticules appuient 

l’importance de notre travail. Nos résultats contribuent à mettre en évidence le besoin 

d’évaluer l’effet des nanoparticules sur plusieurs fonctions et divers types cellulaires. 

D’un point de vue plus global, il s’agit de pouvoir déterminer si les nanomatériaux ou certain 

d’entre eux peuvent et dans quelles mesures constituer une menace pour l’environnement et 

l’être humain à courts, moyens et longs termes. Ces études sont un premier pas en vue 

d’améliorer les évaluations et les gestions du risque, par la production de réglementation et 

de bonnes pratiques. 

Mon travail à la maitrise n’est que la première étape de l’évaluation de l’effet des 

nanoparticules dendrimères PAMAM et du palladium sur les fonctions des éosinophiles. Il 

serait intéressant de déterminer l’effet de ces nanoparticules sur certaines cytokines et 

chimiokines impliquées dans la production et le recrutement de ces dernières, telles que l’IL-

5, l’IL-9, et l’INF-γ. Quelles sont les voies métaboliques impliquées dans la modulation de ces 

fonctions ? Qu’est-ce qui est modulé, comment, et quelles sont les voies de signalisations 

impliquées? Et il serait profitable de réaliser des expériences in vivo afin de compléter les 

connaissances relatives aux effets inopportuns des nanoparticules de palladium, et aussi 

d’élargir les recherches in vivo concernant l’impact des dendrimères dans l’organisme (impact 

sur le système respiratoire). 
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