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Sommaire

Le mercure est un contaminant de I’environnement qui perturbe le syst¢tme immunitaire.
II a été démontré que de faibles niveaux de mercure organique et inorganique induisent
I’apoptose des cellules mononucléées humaines (lymphocytes T et B, monocytes).
Cependant, les effets du mercure sur la viabilité et le type de mort cellulaire induits chez
les neutrophiles humains constituent un sujet trés peu étudié. Dans la présente étude, nous
avons comparé deux formes chimiques de mercure, soit une forme de mercure organique
(MeHgCl) et une forme de mercure inorganique (HgCl,). Des études de cinétiques et de
concentrations-réponses ont été effectuées in vifro par cytométrie en flux afin de
déterminer les niveaux d’apoptose et de nécrose subis par les neutrophiles en présence
des deux formes de mercure. Les résultats démontrent que le MeHgCl, & de faibles
concentrations (1-7,5 uM), inhibe I’apoptose des neutrophiles humains, contrairement a
ce qui a été observé avec les cellules mononucléées. De faibles niveaux de HgCl, inhibent
I’apoptose des neutrophiles, mais de facon moins importante que le MeHgCl. De plus
fortes concentrations de mercure organique et inorganique furent nécrotiques, le MeHgCl
étant plus toxique que le HgCl,. De plus, des différences ont été percues au niveau des
modes de mort cellulaire induits par les deux formes de mercure chez les neutrophiles
humains. Tandis que le MeHgCl induit I’apoptose de tous les neutrophiles en méme
temps, des concentrations supérieures 2 100 puM de HgCl, induisent directement la

nécrose sans qu’il n’y ait de transition évidente en apoptose.
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Introduction

Les neutrophiles sont des cellules du systtme immunitaire faisant partie d’un
regroupement de cellules que I’on nomme les polymorphonucléaires. Premieres cellules a
arriver au site inflammatoire, elles ont pour fonction de phagocyter et détruire les micro-
organismes par la dégranulation et par la production de radicaux libres. Les neutrophiles
vont spontanément en apoptose, mécanisme qui joue un réle clé dans la résolution de
I’inflammation. En absence de phagocytose par les macrophages, les neutrophiles
apoptotiques subissent la nécrose secondaire et perdent alors leur intégrité membranaire.
Il y a alors relichement du contenu intracellulaire dans le milieu environnant et
persistance de I’inflammation chez I’organisme. Une perturbation au niveau de la
reconnaissance par les macrophages ou une dérégulation de la machinerie apoptotique des

neutrophiles peut donc mener a des désordres inflammatoires.

Le mercure est un contaminant de I’environnement qui existe sous plusieurs formes, soit
le mercure métallique, le mercure inorganique et le mercure organique. Ce métal lourd a
des effets toxiques notamment sur les systémes nerveux, rénal et immunitaire. Certaines
observations faites sur des modeéles animaux et chez des personnes intoxiquées au
mercure montrent que ce métal peut induire des effets immunotoxiques tels que
I’immunosuppression, I’immunostimulation, [’autoimmunité et des réactions
d’hypersensibilité. Les effets du mercure sur les cellules du systtme immunitaire peuvent
varier selon plusieurs facteurs tels que le bagage génétique, la forme chimique et la
concentration de mercure, le type de cellules et I’état d’activation des cellules. Des études
in vitro ont montré que les formes de mercure organiques et inorganiques induisent
I’apoptose des lymphocytes T et B et des monocytes humains, le mercure organique étant
davantage toxique que le mercure inorganique. Des cellules T activées sont résistantes a
I’apoptose induite par le mercure organique. De plus, des lymphocytes T Jurkat en

présence de mercure organique sont résistants a 1’apoptose médiée via le récepteur Fas.

Le but de la présente étude vient du fait que les effets du mercure sur la viabilité et le type

de mort cellulaire induits chez les neutrophiles humains sont peu connus. Nous avons



premiérement voulu comparer deux formes chimiques de mercure, soit une forme de
mercure organique (MeHgCl) et une forme de mercure inorganique (HgCl). De plus,
nous avons étudié les effets de ces deux formes de mercure sur la viabilité et le type de
mort cellulaire induits chez les neutrophiles isolés de sang périphérique humain. Pour ce
faire, nous avons incubé les neutrophiles en présence d’une gamme de concentrations de
mercure (1-1000 pM) pendant différentes périodes de temps et les cellules ont été ensuite
analysées par cytométrie en flux. L’annexine V-FITC et I'iodure de propidium ont été
utilisés afin de marquer respectivement les cellules apoptotiques et nécrotiques. Les
résultats ont été confirmés par I’utilisation du Hoechst 33342, un agent intercalant de

I’ADN et par I’observation de la morphologie des neutrophiles en microscopie optique.

La revue de la littérature qui compose la premiére section de ce mémoire discute
premiérement de la nature des neutrophiles, ainsi que de leur rble dans les processus
inflammatoires. La seconde partie explique et compare les principaux types de mort
cellulaire, soit I’apoptose, la nécrose secondaire et la nécrose primaire. L’accent est mis
sur I’apoptose en expliquant les principales voies apoptotiques, également en présentant
les principaux mécanismes et modulateurs d’apoptose des neutrophiles. La derniere
section de la revue de littérature porte sur le mercure. Nous y comparons les trois formes
de mercure au niveau de leurs propriétés chimiques et au niveau de leurs effets sur le

systéme nerveux, le systéme rénal et plus particuliérement sur le systtme immunitaire.

Xi



SECTION 1 : REVUE DE LA LITTERATURE



1 LE NEUTROPHILE

1.1 Le systéme immunitaire et ses cellules

Le systtme immunitaire constitue le syst¢éme de défense de I’organisme contre tout corps
étranger. Nous sommes constamment mis en présence de micro-organismes et certains
d’entre eux peuvent causer des pathologies. Parmi les agents pathogénes, nous retrouvons
certains virus, bactéries, champignons et parasites. Le systtme immunitaire a la capacité
de discerner toutes les molécules faisant partie de I’organisme (le soi) de celles qui y sont
étrangeres (le non-soi). Lorsqu’une molécule faisant partie du non-soi est mise en contact
avec I’organisme, celle-ci est prise en charge par les différentes cellules de I’immunité
spécifique et non-spécifique. Les cellules de I’'immunité spécifique regroupent les
lymphocytes T et les lymphocytes B. Les cellules de I'immunité non spécifique
(immunité naturelle ou innée) comprennent principalement les monocytes (qui se
différencient en macrophages), les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles et les

cellules NK (Janeway, 1997).

1.1.1 L’immunité spécifique

Comme c’est le cas pour toutes les cellules du systtme immunitaire, les lymphocytes
proviennent des cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse. Un progéniteur
lymphoide commun donne naissance aux lymphocytes B et aux lymphocytes T, qui
poursuivent leur maturation respective au niveau de la moelle osseuse et du thymus. Ces
cellules quittent par la suite les organes lymphoides centraux (moelle osseuse et thymus)
pour se rendre aux organes lymphoides périphériques (ganglions lymphatiques, rate et
tissus lymphoides associés aux surfaces muqueuses) ou elles vont engager les réponses

immunes (Janeway, 1997).

Les lymphocytes B activés se transforment en plasmocytes et sécrétent alors des anticorps

solubles qui reconnaissent un antigéne précis. Ces anticorps, ou immunoglobulines (Ig),



vont par la suite recruter d’autres cellules ou molécules afin de détruire le pathogene
ciblé. On retrouve cing classes d’anticorps (isotypes) a la surface des cellules B : IgM,
IgD, IgG, IgA et IgE. Chaque isotype posséde une fonction particuliere dans la réponse
immune. Chaque cellule B ne posséde qu’un seul type d’immunoglobulines a sa surface.
Initialement, les anticorps ont été observés dans le plasma et dans les liquides
extracellulaires, que I’on désignait a I’époque par le terme «humeurs». C’est pourquoi
nous disons que les lymphocytes B induisent I'immunité humorale (Janeway, 1997).

L’immunité cellulaire quant a elle, met en jeu les lymphocytes T. Ces cellules
reconnaissent les antigénes a I’aide de leur récepteur T (RcT). La défense immune a
médiation cellulaire peut se faire a I’aide des lymphocytes T cytotoxiques (Tc) qui
reconnaissent directement les cellules infectées par un pathogéne intracellulaire (virus). Il
existe également des lymphocytes T suppresseurs (Ts) et des lymphocytes T auxiliaires
que ’on nomme également «helper» (Th). Les cellules Th ont pour réle principal
d’activer les cellules B, leur permettant de se multiplier et de se différencier en
plasmocytes. En plus du RcT, les lymphocytes T possédent des co-récepteurs
membranaires qui jouent un role dans la reconnaissance de I’antigéne. Chez les cellules
Tc, c’est le CD8 qui agit comme co-récepteur en reconnaissant les molécules du
complexe majeur d’histocompatibilit¢é (CMH) de classe I, présentant des antigénes de
provenance intracellulaire. Pour leur part, les lymphocytes Th possédent le co-récepteur
CD4 qui reconnait les cellules présentant 1’antigéne a I’aide des molécules du CMH de
classe II a leur surface. Le role des molécules du CMH chez les cellules présentatrices
d’antigéne (CPA) est d’internaliser et fragmenter des peptides a I’intérieur des cellules et
de les présenter aux lymphocytes T. Toutes les cellules nucléées peuvent exprimer le
CMH de classe I, tandis qu’un nombre limité de CPA expriment le CMH de classe I
(macrophages, cellules dendritiques et lymphocytes B). Les CPA constituent le lien entre

I’immunité non spécifique et I’immunité spécifique (Janeway, 1997).



1.1.2 L’immunité non spécifique

L’immunité non spécifique regroupe plusieurs cellules de la lignée myéloide. En plus des
monocytes qui se différencient en macrophages, il y a également les granulocytes ou
polymorphonucléaires (PMN). Les cellules cytotoxiques NK sont des cellules qui
reconnaissent et détruisent les cellules infectées par un virus. La cellule NK reconnait
alors les modifications membranaires (expression du CMH de classe I) encourues par
I’infection virale. Ces cellules sont également impliquées dans la destruction de certaines

cellules tumorales.

Les PMN comprennent les basophiles, les éosinophiles et les neutrophiles. Ces cellules
possédent un noyau multilobé de forme variable et possédent également un grand nombre
de granules 2 I’intérieur de leur cytoplasme. Le nom des trois types de PMN provient de
leur réaction a certaines colorations. Les basophiles, dont les granules sont fortement
colorés par des colorations basiques, jouent un role dans la protection des surfaces
muqueuses. Les éosinophiles ont des granules qui réagissent en présence de colorants
acides. Ces cellules protégent 1’organisme principalement contre les infections
parasitaires. Tout comme les macrophages, les neutrophiles sont des cellules a fonction
phagocytaire. Elles ont pour but de défendre I’organisme principalement contre les
infections par des bactéries. Leurs granules se colorent en présence de colorants acides et

basiques (Janeway, 1997; Edwards, 1994).

Le noyau des neutrophiles est multilobé et comporte deux a quatre segments reliés par des
filaments de chromatine. Les organelles les plus abondants du cytoplasme sont les
granules, qui contiennent une variété de protéines anti-microbiennes. On ne retrouve dans
le cytoplasme qu’un petit nombre d’appareils de Golgi et de réticulum endoplasmique. Il
est difficile d’y détecter des organelles caractéristiques des mitochondries, ce qui nous
laisse croire que ces cellules n’en n’ont qu’un petit nombre qui sont de forme irréguliére.
1l se pourrait alors que les neutrophiles puisent leur énergie dans la glycolyse, qui est un

processus indépendant de 1’oxygene (Edwards, 1994).



Les neutrophiles comptent pour 40 & 65 % des leucocytes et sont retrouvés dans le sang a
des concentrations d’environ 3-5x10° cellules/ml de sang chez I’humain. Ce nombre peut
augmenter de facon dramatique lors de I’infection. Ce sont également les cellules qui ont
la plus courte durée de vie parmi tous les leucocytes (8-20 h dans la circulation sanguine),
mais elles peuvent survivre pendant plusieurs jours dans les tissus. Puisqu’il existe un
grand nombre de neutrophiles dans le sang et que ces cellules meurent rapidement par
apoptose, la moelle osseuse doit en produire un grand nombre de fagon quotidienne, ce
qui démontre le rdle important du neutrophile pour combattre les infections. Ce sont les
premiéres cellules recrutées a un site d’infection. Elles répondent aux signaux chimiques
provenant du site inflammatoire en quittant la circulation sanguine et en se rendant au site
d’infection. Les neutrophiles activés utilisent alors des mécanismes dépendants (flambée
oxydative) ou indépendants (dégranulation) de I’oxygene afin de détruire une grande

variété de pathogenes (Edwards, 1994).

1.2 Réle du neutrophile dans I’inflammation

L’inflammation est une réaction induite généralement en réponse a un dommage infligé
aux tissus de I’organisme. Cette réaction se caractérise par I’apparition de douleur, de
rougeur, de chaleur et d’un gonflement au site infecté. Ce processus implique le
recrutement de cellules spécialisées qui quittent la circulation sanguine pour se rendre au
site inflammatoire. Le neutrophile, qui est spécialisé dans la lutte contre les infections
bactériennes, est la premiére cellule recrutée au site inflammatoire. Attiré par les agents
chimioattractants, le neutrophile se dirige vers les micro-organismes. Il les phagocyte et
les tue par des mécanismes dépendants et indépendants de I’oxygéne. Une fois le
pathogéne éliminé, le neutrophile meurt par apoptose. Il est alors reconnu par les
macrophages environnants qui vont le phagocyter. II y a alors résolution de
I’inflammation. Le déréglement d’une de ces étapes de I’inflammation peut mener a des
désordres inflammatoires de grande importance (Trowbridge, 1997; Janeway, 1997,
Maslinska et Gajewski, 1998).



1.2.1 Induction de I’inflammation

Lorsqu’un tissu est infecté par une bactérie ou tout autre pathogene, il y a un relachement
de cytokines et médiateurs inflammatoires. Les facteurs chimioattractants relachés
peuvent provenir des bactéries, des cellules infectées, de I’activation du complément ou
des cellules immunes déja en place. Les facteurs sont alors pergus par les récepteurs
membranaires couplés aux protéines G des neutrophiles circulants dans les vaisseaux
sanguins 2 proximité du site inflammatoire (Haribabu et al, 2000; Katanaev, 2001). Ces
facteurs chimioattractants affectent également les cellules endothéliales qui tapissent le
capillaire sanguin et ces derniéres sécrétent des molécules qui recrutent les neutrophiles
en circulation. De plus, il peut y avoir sécrétion de certains facteurs, telles les
prostaglandines, qui affectent la perméabilité vasculaire, ce qui aide au passage des

protéines sériques vers le site inflammatoire (Edwards, 1994; Trowbridge, 1997).

La figure 1 résume les étapes du recrutement des neutrophiles circulant dans les vaisseaux
sanguins pour se rendre au site inflammatoire. Le neutrophile doit tout d’abord quitter la
circulation sanguine. C’est I’étape de la marginalisation (1). Le neutrophile roule puis
adhére physiquement a I’endothélium. Ces événements font appel 2 des molécules
d’adhésion présentes chez les neutrophiles et chez les cellules endothéliales. Les
sélectines, présentes 2 la surface du neutrophile, aident ce dernier a rouler sur les cellules
de I’endothélium (2). Les intégrines sont les molécules d’adhésion qui prennent la reléve
des sélectines. Cette intéraction entre les intégrines des neutrophiles et celles des cellules
endothéliales résulte en un attachement de plus forte affinité (3). Le neutrophile subit par
la suite des modifications au niveau de son cytosquelette et change de conformation afin

de s’insérer entre deux cellules endothéliales par diapédése (4) (Edwards, 1994; Alberts,
1994; Trowbridge, 1997; Smith, 2000; Wagner et Roth, 2000).



Figure 1. Migration des neutrophiles vers le site inflammatoire (inspiré de Edwards, 1994).
1.2.2 La destruction du micro-organisme

Rendu dans le tissu, le neutrophile se dirige vers le gradient d’agents chimioattractants,
dont la concentration augmente en direction du site d’infection, jusqu’a ce qu’il atteigne
le pathogéne. 1l est difficile pour le neutrophile de phagocyter la plupart des pathogénes
sans I’aide des opsonines. Les opsonines comprennent les anticorps produits par les
plasmocytes qui se fixent a la surface des bactéries. Le neutrophile reconnait ces
opsonines grice a ses récepteurs qui se lient aux fragments Fc des anticorps. De plus, il
existe un autre type d’opsonines qui provient d’un systéme de molécules du plasma, c’est-
a-dire le fragment C3b du complément. Le fragment C3b se lie aux micro-organismes
suite & Pactivation du complément et le neutrophile reconnait ces opsonines grace a ses
récepteurs C3b présents & sa surface. Ces deux types de récepteurs viennent alors fixer le
pathogéne opsonisé et il y a invagination de la membrane plasmique (figure 2). Une fois
le pathogéne phagocyté, celui-ci se retrouve dans le phagosome du neutrophile ou il y a
des granules cytoplasmiques qui viennent s’y fusionner pour former ce que ’on nomme
le phagolysosome. Il y a dégranulation dans le phagolysosome et activation de la

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase, ce qui détruit le micro-



organisme (Trowbridge, 1997, Hampton, Kettle et Winterbourn, 1998; Wagner et Roth,
2000; Witko-Sarsat et al, 2000).

Phagolysosome

Granule
cytoplasmique

(009 0,
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NADPH
oxydase @
AN
NADP NADPH

Figure 2. Phagocytose et destruction des micro-organismes (inspiré de Edwards, 1994).

L’efficacité de la destruction des micro-organismes dépend de deux mécanismes cruciaux
indépendants ou dépendants de 1’oxygéne : le relichement d’enzymes et de protéines
antimicrobiennes par les granules et la production de radicaux libres par la NADPH
oxydase (flambée oxydative). Il existe quatre types de granules cytoplasmiques. Les
granules azurophiles contiennent de la myéloperoxydase, des sérine protéases et des
protéines antibiotiques. Ces granules sont retrouvés sous plusieurs formes, grosseurs et
leur contenu en protéines peut varier. Les granules secondaires, ou granules spécifiques,
contiennent notamment de la lactoferrine et de la collagénase. Les granules tertiaires
contiennent principalement de la gélatinase. En plus de leur capacité & répandre leur
contenu dans le phagolysosome, le quatriéme type de granules, les vésicules sécrétoires,
ont la possibilité de se fusionner a la membrane plasmique. Les protéines présentes dans
les différents granules sont biologiquement inertes dans le cytoplasme du neutrophile tant
qu’il n’y a pas activation de la dégranulation (Edwards, 1994; Trowbridge, 1997; Witko-
Sarsat et al, 2000).



La NADPH oxydase est I’enzyme responsable de la production de radicaux oxygénés
(ROS pour «reactive oxygen species») dans le phagolysosome, ce que I’on appelle la
flambée oxydative. Cette enzyme catalyse la production de superoxyde (O»-) par la
réduction de I’oxygeéne, la NADPH étant le donneur d’électrons. Les anions superoxyde
produits servent par la suite 2 la production d’une variété de molécules telles que le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,), le radical hydroxyle (OH) et I’oxygéne singulet ('0y).
Puisque la production de ces radicaux libres peut causer des dommages importants, la
NADPH oxydase est régulée de sorte qu’elle ne fonctionne pas lorsque le neutrophile est
inactif. La figure 3 présente les cing composantes de 1’enzyme avant et aprés activation

OPHOX P 47PH0X

du neutrophile. A I’état de repos, trois des cinq composantes (p4 et

7PHOX) se retrouvent dans le cytosol sous forme de complexe, tandis que les deux autres
et gp91™Hox

sécrétoires et des granules spécifiques. Ces deux dernieres sont connues également sous

p6

composantes (p22pHox

) sont situées sur la membrane des vésicules

le nom de cytochrome bssg. La séparation de ces deux groupes garantit I’inactivité de
I’enzyme. En plus des cinq composantes de la NADPH oxydase, RaplA et Rac2 sont
deux petites protéines se liant au GTP qui auraient un rdle a jouer dans I’assemblage et
’activation de I’enzyme. Lorsque le neutrophile est activé, la composante p47l>Hox
devient hautement phosphorylée et tout le complexe cytosolique migre vers la membrane
pour s’associer au cytochrome bsss. La NADPH oxydase est alors fonctionnelle
(Hampton, Kettle et Winterbourn, 1998; Babior, 1999; Serhan et Ward, 1999; Witko-
Sarsat et al, 2000).

—1 8p91 | p22

Ra"'A\ —_8P9! 522 TRap1Al
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@ o
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Figure 3. Assemblage de la NADPH oxydase (inspiré de Babior, 1999).
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Certaines molécules produites par les neutrophiles peuvent augmenter la réponse
inflammatoire par le recrutement d’un plus grand nombre de neutrophiles et d’autres
types de cellules immunes. D’autres molécules produites par les neutrophiles dans le but
de détruire les micro-organismes (enzymes dégradatives et dérivés oxygénés) peuvent
causer des dommages aux tissus environnants, ce qui pourrait amplifier la réponse

inflammatoire (Edwards, 1994).
1.2.3 Résolution de I’inflammation

Lorsque I’agent infectieux est contrdlé, les fonctions du neutrophile sont diminuées et
celui-ci meurt par apoptose. Les neutrophiles apoptotiques subissent des modifications au
niveau de leur membrane tout en maintenant leur intégrité membranaire, ce qui permet
aux macrophages présents dans le tissu de les reconnaitre et de les phagocyter. Parmi ces
modifications membranaires, notons la perte d’assymétrie des phospholipides. I y a alors
expression des phosphatidylsérines vers le milieu extracellulaire, ce qui constitue une
bonne méthode de détection des cellules apoptotiques en utilisant de I’annexine V,
puisque cette molécule reconnait et se fixe aux phosphatidylsérines externalisées. Il est
important de noter que la phagocytose des neutrophiles apoptotiques inhibe le relargage
de médiateurs pro-inflammatoires par les macrophages (Savill et Haslett, 1995; Homburg

et al, 1995; Hart, Haslett et Dransfield, 1996; Haslett, 1999; Giles et al, 2000).

La diminution des effets toxiques des neutrophiles au site inflammatoire suivie de la
phagocytose de ces neutrophiles apoptotiques constitue le principal mécanisme
responsable de la résolution de I'inflammation aigué€ (figure 4). Un défaut dans la
machinerie apoptotique du neutrophile ou dans I’efficacité de leur phagocytose peuvent
perturber la résolution de la réponse inflammatoire. S’il y a persistance des neutrophiles
activés dans le milieu, il peut y avoir recrutement de macrophages et de lymphocytes, ce
qui permet le changement de I’inflammation aigu€ en inflammation chronique. Il en est
de méme avec les neutrophiles nécrotiques qui perdent leur intégrité membranaire et
relachent leur contenu intracellulaire dans le milieu environnant, augmentant la réponse

inflammatoire. C’est ainsi que I’on peut assister & 1’émergence de maladies
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inflammatoires. Une meilleure compréhension de ces mécanismes responsables de la
résolution de I’inflammation pourrait avoir une grande implication dans le traitement de
désordres inflammatoires de toutes sortes (Savill e al, 1989; Savill et Haslett, 1995;
Trowbridge, 1997, Giles et al, 2000; Witko-Sarsat et al, 2000).

Persistance de ’inflammation

1.
. . - ‘ % ."’
Site inflammatoire ‘9;’ ,
Reldchement de médiateurs

pro-inflammatoires

Apoptose
Phagocytose par les

macrophages

Accumulation
de neutrophiles

Médiateurs inflammatoires
(ROS, enzymes
protéolytiques, cytokines)

Résolution de I’inflammation

Figure 4. Réle de I’apoptose des neutrophiles et de la phagocytose par les macrophages dans
le processus de résolution de ’inflammation (inspirée de Giles et al, 2000).

1.2.4 Désordres inflammatoires

Le role du neutrophile dans I’organisme est d’une importance cruciale dans la lutte contre
les bactéries. Un déréglement d’une des fonctions du neutrophile peut avoir des
conséquences désastreuses chez I'individu lorsque celui-ci souffre d’une infection
quelconque. Puisque cette cellule produit des molécules dommageables pour I’organisme,
une suractivité de celle-ci peut causer des maladies. Il en va de méme avec la neutropénie,
c’est-a-dire lorsque les individus produisent un nombre insuffisant de neutrophiles dans le
sang, ce qui cause chez ces patients des infections bactériennes récurrentes. La

neutropénie peut étre due i une maladie, telle que la neutropénie congénitale, 1’anémie
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aplasique, I’agranulocytose ou la leucémie myéloide aigu€. La neutropénie peut €tre la
conséquence d’une thérapie. Certains médicaments utilisés dans le traitement de
désordres inflammatoires ont un effet immunosuppresseur et par le fait méme diminuent
le nombre de neutrophiles dans 1’organisme de fagon importante. L’administration d’un
traitement chimiothérapeutique a un patient atteint de cancer peut causer des dommages
aux cellules de la moelle osseuse, ce qui diminue le taux de neutrophiles dans le sang et

augmente ainsi le risque d’infections par les bactéries (Edwards, 1994).

Un défaut dans la production de ROS chez les neutrophiles peut mener a la maladie
granulomateuse chronique («chronic granulomatous disease» ou CGD). Cette maladie est
causée par un défaut dans le fonctionnement de 1’enzyme productrice de radicaux libres,
la NADPH oxydase. Malgré le fait que le neutrophile a la capacité de phagocyter les
bactéries, 1’absence ou le mauvais fonctionnement d’une des sous-unités de la NADPH
oxydase empéche la cellule de détruire certains pathogénes par la flambée oxydative. Les
individus atteints de CGD souffrent d’infections de toutes sortes et meurent
habituellement avant 1’dge de dix ans. L’incidence de la maladie granulomateuse
chronique est rare et touche en majorité les gargons, ce qui indique que cette maladie est

souvent reliée a une transmission par le chromosome-X (X-CGD) (Edwards, 1994,

Serhan et Ward, 1999).

La myéloperoxydase est une protéine antimicrobienne présente dans les granules
cytoplasmiques du neutrophile. Cette enzyme augmente 1’activité bactéricide du peroxyde
d’hydrogéne (H,0,). Les patients ayant une déficience totale en myéloperoxydase
peuvent se défendre contre la plupart des micro-organismes, tandis que certains comme
Staphylococcus aureus, Escherichia coli et Serratia marscesens sont détruits beaucoup
plus lentement par les neutrophiles. Il existe de nombreuses situations qui peuvent mener
4 une déficience en myéloperoxydase. La grossesse, une intoxication au plomb, la
maladie de Hodgkin, des infections bactériennes prolongées et des cancers disséminés

peuvent causer cette anomalie (Edwards, 1994).
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Une déficience des granules spécifiques des neutrophiles est une maladie trés rare qui se
caractérise par des infections récurrentes & la peau et aux poumons. Staphylococcus
aureus, Candida albicans et Pseudomonas aeroginosa sont des pathogénes communs
chez cette maladie. Ces patients possédent des neutrophiles ayant un noyau a I’apparence
bilobée plutdt que polymorphe. Ces neutrophiles ne possédent pas de protéines présentes
dans les granules spécifiques telles que la lactoférine et la gélatinase. La
myéloperoxydase est présente a un niveau normal, mais ces cellules présentent des
difficultés au niveau de la chimiotaxie. Certaines protéines présentes dans les granules

azurophiles telles que la défensine et des peptides antimicrobiens sont absents également

chez les neutrophiles de ces patients (Edwards, 1994).

Le syndrome Chediak-Higashi est une maladie autosomale récessive rare qui fut
caractérisée en premier par la présence de granules cytoplasmiques de grande taille chez
les neutrophiles, les monocytes et les lymphocytes d’un patient souffrant d’infections. Les
neutrophiles des patients souffrant de cette maladie contiennent des granules azurophiles
et des granules spécifiques de format géant qui se forment pendant 1I’hématopoi€se au
niveau des cellules souches. Cette anomalie perturbe la chimiotaxie, la dégranulation et
I’activité bactéricide des neutrophiles. Ces effets couplés a la neutropénie qui survient
dans I’organisme résultent en des risques accrus d’infections, plus particuliérement au

niveau de la peau, du tractus respiratoire et au niveau des muqueuses (Edwards, 1994).

L’arthrite rhumatoide est une maladie autoimmune qui affecte environ 1% de la
population mondiale. Cette maladie apparait en majorité chez les gens agés entre 30 et 50
ans. L’arthrite rhumatoide affecte principalement le tissu synovial des articulations,
causant une diminution importante de leurs fonctions. Lors du développement de cette
maladie il y a destruction du cartilage de I’articulation. Celui-ci perd alors ses propriétés
protectrices contre les dommages physiques au niveau des os de I’articulation. Il y a
production excessive de liquide synovial qui est infiltré par de grandes quantités de
neutrophiles, nous indiquant que ces cellules jouent un certain rdle dans cette pathologie
(Edwards, 1994; Serhan et Ward, 1999).
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2 LA MORT CELLULAIRE

1l existe deux types principaux de mort cellulaire, soit 1'apoptose et la nécrose. L'apoptose
peut se caractériser par une forme de suicide cellulaire pendant lequel la cellule déclenche
toute une machinerie de protéines qui induisent des changements morphologiques et
biochimiques controlés. Cette derniere est par la suite reconnue par des phagocytes
environnants qui ingérent les corps apoptotiques sans induire aucune réponse
inflammatoire. La nécrose pour sa part constitue un type de mort cellulaire ol la cellule
subit des changements importants dans son environnement qui provoquent la rupture de la
membrane plasmique. Le relaichement du contenu intracellulaire dans le milieu

environnant a pour effet d'induire une réponse inflammatoire.

2.1 L'apoptose

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, joue un réle primordial dans plusieurs aspects
du développement et dans le maintien de I'homéostasie (Meier, Finch et Evan, 2000).
Lors du développement du syst®me nerveux, il y a production d’une multitude de
neurones et de cellules gliales qui migrent et forment de nombreuses connections.
L’apoptose permet alors de préserver un nombre raisonnable de cellules nerveuses
fonctionnelles. Au niveau du systtme immunitaire, I’apoptose joue un role lors de la
différenciation des cellules B et T, afin d’éviter de se retrouver avec des cellules immunes
autoréactives. De plus, I’apoptose permet 1’élimination des cellules impliquées dans une
réponse inflammatoire lorsque celle-ci est controlée (Savill et Fadok, 2000). C'est une
forme de mort cellulaire que 1'on peut qualifier de propre, puisqu’elle permet d’éliminer
efficacement des cellules sans affecter le milieu environnant. Un débalancement au
niveau du taux normal d’apoptose des cellules de 1’organisme peut avoir de conséquences
désastreuses. Une incidence trop élevée de 1’apoptose chez certaines cellules peut
entrainer des maladies dégénératives. Si a I’inverse le taux d’apoptose est trop diminué, il
y a un risque d’émergence de cancers et de maladies autoimmunes (White, 1993;

McConkey, Zhivotovsky et Orrenius, 1996).
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2.1.1 Caractéristiques morphologiques et biochimiques

Les cellules apoptotiques subissent des altérations morphologiques telles que la perte du
volume cellulaire, 1a condensation de la chromatine, le clivage de 'ADN en fragments
oligonucléosomaux de 180 pb et la formation de corps apoptotiques. De plus, la cellule
apoptotique subit des changements au niveau de l'asymétrie des phospholipides
membranaires, notamment les phosphatidylsérines qui sont alors exposés vers le milieu
extracellulaire permettant la reconnaissance par les phagocytes environnants. De plus, il y
a activation d'endonucléases telles que la DNase I, responsables de la formation des
fragments d'ADN que I'on nomme également le « DNA ladder ». Malgré le fait que la
cellule apoptotique maintienne son intégrité membranaire, celle-ci perd tout contact avec
les cellules environnantes et avec la matrice extracellulaire (van Engeland et al, 1997;

Hengartner, 2000).

Les changements morphologiques et biochimiques observés lors de I'apoptose sont
principalement le fruit de l'activation des caspases. Ce type de protéases (cystéines
aspartases) a été observé pour la premiére fois chez le nématode Caenorhabditis elegans.
Ces protéases clivent aprés des résidus acide aspartique spécifiques situés sur des
protéines telles que la poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) et certaines protéines du
cytosquelette. Les caspases sont synthétisées et présentes en temps normal dans la cellule
sous forme de précurseurs inactifs. Ces proenzymes contiennent trois domaines: un
domaine NH,-terminal, une grande sous-unité et une petite sous-unité. L’activation des
caspases implique le clivage des trois domaines et I’association de la petite et la grosse
sous-unité pour former la protéase active sous forme d’hétérodimere. Les caspases
participent a 1’apoptose a plusieurs niveaux, notamment en coupant tout contact avec les
cellules environnantes, en réorganisant le cytosquelette, en éliminant la réplication et la
réparation de I’ADN, en détruisant I’ADN et la structure nucléaire et en induisant la
formation de corps apoptotiques (McConkey et Orrenius, 1996; McConkey, Zhivotovsky
et Orrenius, 1996; Thornberry et Lazebnik, 1998; Hengartner, 2000).
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2.1.2 Les principales voies apoptotiques

2.1.2.1 L'apoptose via un récepteur membranaire

Certains récepteurs a la surface des cellules ont la possibilité d’induire 1’apoptose
lorsqu’ils se lient a leur ligand. Les molécules FasL (Fas ligand) et TNF (« Tumor
Necrosis Factor ») sont des cytokines qui font partie de la famille TNF. FasL se lie 4 son
récepteur, soit le récepteur Fas, qui est une protéine membranaire également connue sous
le nom de APO-1 ou CD95. Le systéme Fas-FasL joue un role important lors de trois
principales circonstances, soit : (i) la délétion de lymphocytes T activés a la fin de la
réponse immune, (ii) la destruction de cellules infectées par des virus ou des cellules
cancéreuses par les lymphocytes T cytotoxiques et (iii) I’élimination de cellules
inflammatoires des sites immunoprivilégiés tels que I’eeil (Nagata et Golstein, 1995;

Nagata, 1997; Ashkenazi et Dixit, 1998; Krammer, 2000).

Le TNF pour sa part se lie aux récepteurs TNFR1 et TNFR2. Cette cytokine est produite
essentiellement par des macrophages activés et par les cellules T en réponse a une
infection. Il est a noter que, contrairement a FasL, TNF a la possibilité d’induire ou de
retarder 1’apoptose, I’inhibition de 1’apoptose s’effectuant via I’activation du facteur de
transcription NF-B. Les deux récepteurs de mort liés a leur ligand doivent é&tre
oligomérisés (trimeres) afin d’induire des transductions de signaux dans la cellule. Tel
que montré a la figure 5, les récepteurs Fas et TNFR1 contiennent des domaines de mort
au niveau cytoplasmique qui permettent le recrutement de molécules adaptatrice comme
FADD (« Fas-associating protein with death domain ») et TRADD (« TNFR1-associated
death domain protein »). L’association de ces protéines permet le recrutement et
I’activation de la caspase-8, qui a son tour active toute la cascade apoptotique menant a la

mort cellulaire (Nagata, 1997; Ashkenazi et Dixit, 1998).



2.1.2.2 L’apoptose mitochondriale

La mitochondrie constitue une forme de centrale énergétique pour la cellule. Mais la
mitochondrie exerce également le role de senseur de stress cellulaire et I’apoptose peut
survenir a partir de cet organelle. Trois mécanismes principaux peuvent induire
I’apoptose mitochondriale soit (i) la perturbation dans la chaine de transport d’électrons,
de la phosphorylation oxydative et de la production d’adénosine triphosphate (ATP), (ii)
le relachement de protéines qui activent la cascade de caspases et (iii) I’altération du
potentiel redox de la cellule. Dans plusieurs scénarios apoptotiques, le potentiel
transmembranaire mitochondrial (A¥m) chute, indiquant I’ouverture d’un pore.
L’inhibition de I’ouverture de ce pore peut bloquer 1’apoptose dans certaines situations,
suggérant que ce pore joue un role important dans I’orchestration de I’apoptose
mitochondriale. L’ouverture du pore mitochondrial, qui constitue un événement
apoptotique précoce, permet la sortie de molécules inductrices de la cascade comme le

cytochrome ¢ (Zamzami et al, 1996; Kroemer, Dallaporta et Resche-Rigon, 1998; Green

et Reed, 1998; Desagher et Martinou, 2000).

Le cytochrome c contribue a la formation de 1’apoptosome (figure 5), qui est une
structure composée de I’association du cytochrome c, de 1’Apaf-1 (pour « apoptotic
protease-activating factor 1 ») et de la caspase-9. La formation de I’apoptosome mene au
clivage et a I’activation de la caspase-9. La caspase-9 clive a son tour la caspase-3 et ce
clivage est suivi par I’activation de la cascade des caspases en aval, menant a 1’apoptose
de la cellule. Une autre protéine activatrice des caspases peut étre relichée de la
mitochondrie suite & ’ouverture d’un pore membranaire, soit I’AIF ou «apoptosis-
inducing factor» (Li et al, 1997; Green et Reed, 1998; Desagher et Martinou, 2000;
Martinou, Desagher et Antonsson, 2000).

2.1.2.3 Lafamille Bcl-2

Il existe un autre lien entre apoptose et mitochondries. Les protéines de la famille Bcl-2

sont des produits de genes régulateurs qui jouent le role d’agonistes ou d’antagonistes a
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I'apoptose. Ces protéines situées dans les membranes mitochondriales (figure 5),
constituent une sorte d’interrupteur qui déclenche ou non la mort cellulaire par apoptose
grice 4 des liens protéine-protéine. Bcl-2 est un des membres de cette famille de
polypeptides qui régulent I’apoptose via leur homo- ou hétéro-dimérisation. Les membres
de cette famille partagent deux régions d’homologie, nommées BH1 et BH2, qui médient
la dimérisation et possiblement les fonctions effectrices des peptides. Il existe des
protéines qui, comme Bcl-2, Bel-xl, Bcl-w et Mcl-1 ont pour effet d’inhiber I’apoptose
des cellules, tandis qu’il y en a qui, comme Bax, Bik, Bak, Bad et Bcl-xs promouvoient la
mort cellulaire par apoptose. Il semblerait que la formation d’hétérodiméres Bcl-2/Bax a
la membrane mitochondriale ont pour effet d’inhiber 1’apoptose, tandis que la formation
d’homodiméres Bax/Bax induisent la formation du pore membranaire qui permet la sortie
du cytochrome ¢ de la mitochondrie et éventuellement I’activation de la machinerie
apoptotique (McConkey, Zhivotovsky et Orrenius, 1996; Nagata, 1997, Desagher et
Martinou, 2000).
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Figure 5. Principales voies apoptotiques (inspirée de Hengartner, 2000).
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2.1.3 L’apoptose des neutrophiles

2.1.3.1 Les particularités de I'apoptose chez les neutrophiles

Comme il a été mentionné auparavant, les neutrophiles ont la plus courte durée de vie
parmi tous les leucocytes et vont spontanément en apoptose en absence de cytokines ou
de médiateurs pro-inflammatoires. Ces cellules possédent quelques particularités au
niveau de 1’apoptose, en ce sens qu’elles possédent par exemple un faible nombre de
mitochondries de structure atypique. Il parait difficile pour I’instant de détecter I’initiation
de I’apoptose grice i une sortie du cytochrome c des mitochondries de ces cellules en
conditions physiologiques (Pryde ef al, 2000). De plus, les neutrophiles ne possédent pas
la protéine anti-apoptotique Bcl-2, la caspase-2 ainsi que PARP, qui est un substrat de
clivage de la caspase-3 présent chez la plupart des cellules (Santos-Beneit et Mollinedo,
2000; Sanghavi et al, 1998). C’est pourquoi I’étude de I’apoptose des neutrophiles est
particuliére. En plus du fait que ces cellules vont spontanément en apoptose, il existe une
multitude de molécules susceptibles de moduler positivement ou négativement la mort
des neutrophiles (Whyte et al, 1999; Ward et al, 1999; Akgul, Moulding et Edwards,
2001). Parmi ces substances, nous retrouvons les cytokines, certaines drogues et
médicaments, des toxiques de I’environnement et bien d’autres. Certains modulateurs ont
le pouvoir de modifier ou de maintenir I’activité de composantes intracellulaires
préexistantes et d’autres ont pour effet d’activer ou d’inhiber des voies de signalisation
intracellulaires, menant ou non 2 la synthése de nouvelles protéines impliquées dans la

régulation de la mort cellulaire des neutrophiles.

2.1.3.2 Les modulateurs de I'apoptose des neutrophiles

2.1.3.2.1 Les cytokines

Un grand nombre de cytokines inflammatoires telles que II-1B, TNF-, II-15, IFN-y, G-

CSF et GM-CSF activent les neutrophiles et prolongent leur survie. Les cellules

maintiennent alors leur capacité de produire des radicaux libres, d’exprimer des génes et
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de détruire les micro-organismes (Colotta et al, 1992; Klebanoff et al, 1992; Brach et al,
1992; Lee, Whyte et Haslett, 1993; Pericle et al, 1994; Homburg et al, 1995; Girard et al,
1996; Girard, Paquin et Beaulieu, 1997; Moulding et al, 1998; Ward et al, 1999). Peu de
cytokines ont le pouvoir d’induire 1’apoptose chez les neutrophiles. L’IL-6 et le TNF-o
sont des cytokines qui peuvent ou bien induire ou bien retarder I’apoptose de ces cellules,
tout dépendant des conditions expérimentales utilisées. Nous verrons ici quelques

exemples.

Les facteurs de croissance GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)
et G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) sont de puissants inhibiteurs d’apoptose
des neutrophiles (Colotta et al, 1992; Brach et al, 1992). L’administration de GM-CSF
chez des patients souffrant de cancer aide a renforcer la réponse immune suite a
I’administration d’agents chimiothérapeutiques. L’injection de GM-CSF chez ces patients

augmente la concentration de neutrophiles dans le sang périphérique.

L’IL-4 est une cytokine de type Th-2. Il a été démontré que des neutrophiles traité€s avec
de I'IL-4 résistent a I’apoptose spontanée tout en maintenant leurs fonctions
cytosquelettiques. L’apoptose des neutrophiles est diminuée par la capacité de I'lL-4 &
augmenter la synthése de novo de protéines telles que I’actine. L’actine, sous sa forme
active, est un inhibiteur de la DNase I, une enzyme qui joue un r6le central dans la

fragmentation de I’ ADN lors de I’apoptose (Girard, Paquin et Beaulieu, 1997).

L’11-8, qui est une chimiokine, retarde I’apoptose médiée par Fas et celle médiée par les
récepteurs de TNF-o. (Leuenroth et al, 1998; Kettritz et al, 1998). L’interleukine-8 joue
un role clé dans ’accumulation de leucocytes au site d’inflammation. Cette cytokine est
un puissant chimioattractant qui induit la dégranulation et le relichement d’enzymes
digestives chez le neutrophile. Non seulement ces cellules répondent a I’activation par
I’IL-8, mais elles sont également aptes a produire elles-mémes cette cytokine lorsque
stimulées. Ce cercle vicieux a pour effet d’intensifier la réponse inflammatoire (Girard,

Paquin et Beaulieu, 1997; Leuenroth ef al, 1998).

21



L’IL-15 agit sur plusieurs cellules du systtme immunitaire, notamment sur les
lymphocytes B, les lymphocytes T, les cellules NK et les neutrophiles. Cette cytokine est
retrouvée entre autres dans le liquide synovial de patients souffrant d’arthrite rhumatoide.
Ce liquide contient également un nombre important de neutrophiles, ce qui laisse croire
que I’'IL-15 a la capacité de recruter les neutrophiles dans le milieu et par le fait méme
d’amplifier la réponse inflammatoire. De plus, I'IL-15 induit chez le neutrophile la
production d’IL-8. L’IL-15 induit une augmentation de la phagocytose et prolonge la
durée de vie des neutrophiles. Cette cytokine active le facteur de transcription NF-«xB
(McDonald et al, 1998). De plus, I'IL-15 induit la synthése de novo de plusieurs

protéines, notamment I’actine (Girard et al, 1996).

Les effets de 1’TL-2 sur les neutrophiles sont controversés. Pericle e al (1994) ont montré
que cette cytokine induit la synthése de novo d’ARN et de protéines. Ils ont également
affirmé que I’IL-2 diminue I’apoptose spontanée des neutrophiles en culture & moins de
40% apreés 72 heures, par rapport a un taux d’apoptose supérieur a 80% chez des
neutrophiles en absence de cytokines. Mais d’autres études ont ultérieurement montré que
I’IL-2 n’a aucun effet sur les fonctions des neutrophiles, incluant le taux d’apoptose

spontanée (Girard et al, 1996; McDonald et al, 1998).

L’interleukine-6 est un médiateur important des réponses inflammatoires qui est produit
par plusieurs types de cellules comme les monocytes/macrophages. Cette cytokine est a la
fois pro- et anti-apoptotique. Les effets in vitro de I'IL-6 sur les neutrophiles varient selon
plusieurs facteurs tels que la concentration de la cytokine dans le milieu et la
concentration cellulaire (Afford et al, 1992; Biffl et al, 1995; Biffl et al, 1996). Par
exemple, lorsque incubés entre 1 et 5 millions de cellules/ml, les neutrophiles ne sont pas
affectés par la présence d’IL-6 (19-100 ng/ml). Cependant, cette cytokine retarde
I’apoptose des cellules observées aprés 24 heures lorsqu’elles se retrouvent a des

concentrations entre 10 et 20 millions de cellules/ml (Biffl et al, 1995).
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Le TNF-a est un agoniste puissant des neutrophiles et constitue une autre cytokine a
doubles effets sur leur apoptose (Salamone et al, 2001). On a tout d’abord observé sa
capacité 2 induire la mort cellulaire. Il fut observé par la suite que le TNF-o peut
également prolonger la survie des neutrophiles en inhibant I’apoptose, par des voies de
signalisation qui impliquent le facteur de transcription NF-xB (van den Berg et al, 2001).
Les signaux médiés par TNFao. passent par trois voies de signalisation principales : (i)
I’activation de caspases menant & I’apoptose via le récepteur TNF situé a la membrane
cellulaire; (ii) I’activation de la p38MAPK; et (iii) I’activation du facteur de transcription
NF-xB (Wallach ef al, 1999). Cette cytokine induit 1’apoptose lors des premicres heures
d’incubation, alors qu’elle inhibe I’apoptose aprés 18 heures de culture (Murray et al,
1997). Ces effets inverses ne sont plus percus lorsqu’il y a inhibition de la synthése
protéique et toute la population de neutrophiles subit alors I’apoptose en moins de 2
heures d’incubation. Ceci suggére que les effets opposés de TNFo sont médiés via
I’activation rapide d’une voie de signalisation pro-apoptotique chez les cellules
susceptibles, accompagné de I’expression de protéines qui protégent ultérieurement les
cellules survivantes contre les signaux pro-apoptotiques (Murray et al, 1997; Ward et al,
1999; Akgul, Moulding et Edwards, 2001). TNF-o. peut avoir plusieurs effets sur les
neutrophiles également selon la concentration que I’on retrouve. Cette cytokine prévient
I’apoptose des neutrophiles a de faibles concentrations (0,1-1 ng/ml). Cet effet dépend
entre autre de la synthése de novo de protéines et est similaire a I’action d’autres
cytokines inflammatoires telles que IFN-y et GM-CSF. A de plus fortes concentrations
(10-100 ng/ml), I'effet de TNF-o sur les neutrophiles est pro-apoptotique, méme en
présence de GM-CSF et IFN-y (van den Berg et al, 2001).

2.1.3.2.2 Drogues et médicaments
La régulation de P’apoptose des neutrophiles est une cible importante pour les

interventions thérapeutiques in vivo. L’induction d’apoptose aide & résoudre la réponse

inflammatoire. Dans le cas inverse, un prolongement de la survie des neutrophiles stimule
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I’inflammation. Cependant, le manque de connaissances sur les mécanismes de régulation

de I’apoptose des neutrophiles ne facilite par la tiche (Cox et Austin, 1997).

Les glucocorticoides, hormones synthétisées dans 1’organisme en période de stress, sont
employés dans le traitement de maladies inflammatoires telles que 1’asthme (Barnes et al,
1993) et Iarthrite rhumatoide (Goulding et al, 1998). Malgré qu’ils induisent 1’apoptose
des éosinophiles et des thymocytes (Ward et al, 1999), les corticostéroides tels que la
dexaméthasone, la 6 alpha-méthylprednisolone et I’hydrocortisone inhibent 1I’apoptose
des neutrophiles (Liles et Klebanoff, 1995; Meagher et al, 1996; Sendo, Kato et Yazawa,
1997). Les glucocorticoides se lient a des récepteurs a glucocorticoides situés dans le
cytoplasme de la cellule cible, et la formation d’un complexe entre le ligand et son
récepteur régule ’expression de génes spécifiques. Il se pourrait alors que cette hormone
induise ’expression de protéines inhibitrices d’apoptose des neutrophiles (Barnes e al,
1993; Kato et al, 1995). Des inhibiteurs de transcription (cycloheximide) et de traduction
(actinomycine) réduisent les effets anti-apoptotiques des corticostéroides (Cox et Austin,

1997).

La Viscum album agglutinine-I (VAA-I) est une lectine de plante qui possede deux sous-
unités distinctes, soit la chaine A et la chaine B. La chaine A confére la propriété
inhibitrice de synthése protéique a la VAA-I, molécule qui agit comme un inactivateur de
ribosomes. La chaine B permet & la VAA-I de se lier a des résidus galactosides terminaux
situés sur la membrane de nombreuses cellules (Bussing, 1996; Savoie et al, 2000). La
VAA-I peut induire la synthése protéique a de faibles concentrations, alors qu’elle a un
role inhibiteur & des concentrations supérieures a 500 ng/ml. Ces fortes concentrations
induisent I’apoptose des neutrophiles selon un mécanisme dépendant des caspases. Les
faibles concentrations de VAA-I n’ont aucun effet sur le taux d’apoptose des
neutrophiles, ce qui suggére une corrélation entre 1’induction de 1’apoptose et I’inhibition
de la synthése de novo de protéines. Ces résultats suggerent également que la VAA-I peut
accélérer 1’apoptose des neutrophiles sans la synthése de nouveaux facteurs. Il semble que

la machinerie nécessaire a I’exécution de 1’apoptose soit déja présente. La VAA-I est un
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puissant immunomodulateur qui offre donc une stratégie thérapeutique intéressante visant

3 combattre diverses maladies inflammatoires (Savoie et al, 2000).

La cigarette constitue un facteur de risque de maladies telles que [I’emphyséme
pulmonaire et les bronchites chroniques. De plus, il a été démontré qu’elle cause une
accumulation de neutrophiles dans les voies respiratoires (Hunninghake er al, 1983). La
nicotine, un constituant majeur de la fumée de cigarette, prolonge la survie des
neutrophiles in vitro et préserve leurs fonctions de chimiotaxie et de production de
superoxyde (Aoshiba e al, 1996). L’acroléine, un aldéhyde insaturé toxique retrouvé
dans la fumée de cigarette, peut retarder I’apoptose des neutrophiles, induire I’activation
des kinases ERK et p38MAPK et activer la production d’IL-8. Ceci indique que la
nicotine et ’acroléine pourraient contribuer aux processus inflammatoires dans les voies
respiratoires induits par la fumée de cigarette en augmentant le recrutement de
neutrophiles et en prolongeant leur durée de vie (Finkelstein, Nardini et van der Vliet,

2001).

Des intoxications aigués a I’éthanol produisent une chute du niveau de neutrophiles dans
I’organisme. L’éthanol in vitro et in vivo accélére 1I’apoptose des neutrophiles humains et

stimule la production d’oxyde nitrique chez ces cellules (Singhal et al, 1999).

Lors d’études cliniques effectuées auprés de travailleurs dans le domaine de la santé, il a
été démontré que certains produits utilisés lors des anesthésies, tels que le N-O, le
sevoflurane et 1’isoflurane, inhibent 1’apoptose des neutrophiles a des concentrations

inférieures aux niveaux recommandés (Goto et al, 2000).

La clozapine, ou Clozaril, est une dibenzodiazépine antipsychotique utilisée dans le
traitement de la schizophrénie. Son utilisation est cependant limitée puisque ce
médicament cause 1’agranulocytose chez certains patients. Les patients qui recoivent un
tel traitement doivent méme subir un compte du nombre de leurs neutrophiles a chaque
semaine durant les premiers mois de traitement. La clozapine est bioactivée en un ion

nitrenium toxique par le cytochrome P450 et les enzymes peroxydases. Ce métabolite
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instable se lie de maniére covalente aux protéines intracellulaires et diminue les niveaux
de glutathion (GSH) dans la cellule. La clozapine accélére I’apoptose des neutrophiles ir
vitro A des concentrations thérapeutiques. Les mécanismes d’induction de I’apoptose des
neutrophiles par la clozapine sont peu connus, mais il semblerait que la chute du niveau
de GSH et le stress oxydatif auraient un rdle a jouer dans I’induction de la cascade

apoptotique (Williams et al, 2000).

Les neutrophiles jouent un role important dans I’arthrite rhumatoide et dans d’autres
maladies inflammatoires. L’arthrite rhumatoide est caractérisée par une infiltration
massive de neutrophiles dans les articulations. L’auranofine, un sel d’or utilisé pour
traiter cette maladie, posséde des propriétés anti-inflammatoires. Ce médicament affecte
de nombreux types de cellules, incluant les neutrophiles, les cellules endothéliales et les
lymphocytes. Cependant, il a deux types d’effets sur les neutrophiles, puisqu’il retarde
I’apoptose de ces cellules a de faibles concentrations et est cytotoxique a de plus fortes
concentrations. Aux concentrations activatrices, 1’auranofine active la phospholipase C
(PLC), et par conséquent active la protéine kinase C (PKC), ce qui suggére que le
médicament inhibe I’apoptose des neutrophiles via I’activation de transductions de
signaux. Fait étrange, les concentrations inhibitrices d’apoptose in vitro correspondent a
celles retrouvées en clinique, alors que le but de ce traitement est d’éliminer les
neutrophiles activés afin de diminuer tout dommage aux tissus. Il se pourrait cependant
que les effets du médicament different chez les neutrophiles activés in vivo situés dans les
articulations de patients par rapport aux effets retrouvés in vitro chez des neutrophiles au

repos (Liu et al, 2000).

La cytarabine, ou AraC, est un médicament antinéoplasique utilisé dans le traitement de
plusieurs types de leucémies et lymphomes. Cet agent chimiothérapeutique induit
I’apoptose, accompagnée d’une augmentation de la génération d’oxydants intracellulaires
et de phosphorylations sur des résidus tyrosine. De plus, I’AraC augmente le relachement

de ROS provoqué par le N-formyl-leucyl-phénylalanine (f-MLP) (Iacobini et al, 2001).
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2.1.3.2.3 Toxiques de I’environnement

Les toxiques de 1’environnement peuvent avoir des conséquences néfastes sur la santé des
gens, notamment au niveau de leur systéme immunitaire. Malheureusement, peu d’études
ont pour objet I'influence des toxiques de I’environnement sur I’apoptose des
neutrophiles. Deux d’entre elles sont présentées dans cette section, alors que celle
touchant les effets du mercure sur les neutrophiles sera abordée plus loin dans cet

ouvrage.

Le toxaphéne est un insecticide qui appartient a la classe de produits chimiques identifiés
« Polluants Organiques Persistants » (POPs). A cause de sa pression de vapeur élevée, le
toxaphéne peut étre transporté dans I’atmosphére a des distances importantes. Cet
insecticide organochloré persiste dans les sols et les sédiments des lacs et, dQi 4 sa nature
lipophile, il peut étre bioaccumulé chez les organismes vivants. Le toxaphéne est un
puissant activateur des neutrophiles, puisqu’il active la production de superoxyde via
I’activation des PKC et de fagon moins importante les tyrosines kinases. De plus, il active
la phagocytose et induit 1’apoptose des neutrophiles. L’induction d’apoptose n’est
cependant percue qu’a de fortes concentrations supérieures a 25 pg/ml aprés 24 heures

d’incubation (Gauthier et al, 2001).

Fongicide et insecticide employé contre les termites, 1’arsenite de sodium est un sel de
métal lourd (arsenic) inducteur d’apoptose des neutrophiles. Les antioxydants glutathion,
NAC et taurine ont la capacité d’inhiber 1’apoptose médiée par I’arsenite de sodium, ce

qui suggeére que I’induction de la mort cellulaire par ce toxique est associée a une

augmentation de ’activité oxydative des cellules (Watson, et al, 1996b).
2.1.3.2.4 Autres modulateurs de I’apoptose des neutrophiles
Les lipopolysaccharides (LPS) sont des molécules présentes a la surface des bactéries.

Les voies de transduction de signaux dépendantes de phosphorylations sur des résidus

tyrosine jouent un role majeur dans la protection des neutrophiles contre I’apoptose par

27



les lipopolysaccharides. Ce retard d’apoptose maintient les neutrophiles fonctionnels lors

des processus inflammatoires (Sweeney ef al, 1998).

Il a été démontré que les neutrophiles sont sensibles a la mort cellulaire médiée par Fas et
que ces cellules sont les seuls phagocytes matures qui expriment FasL a leur surface (Iwai
et al, 1994; Liles et al, 1996; Mincheff et al, 1998; Santos-Beneit et Mollinedo, 2000).
Certains ont alors cru que I’interaction autocrine ou paracrine de CD95 et son ligand
constituait le mécanisme principal d’apoptose spontanée des neutrophiles (Liles et al,
1996; Hsieh ef al, 1997; Majewska, Sulowska et Baj, 2000). Cette affirmation a été
réfutée par plusieurs études (Fadeel et al, 1998; Brown et Savill, 1999; Renshaw et al,
2000). Bien que ce mécanisme ne soit pas encore résolu, plusieurs observations indiquent
que Fas n’est pas majoritairement impliqué dans I’apoptose spontanée des neutrophiles. Il
a été démontré que des neutrophiles de souris déficientes en Fas et FasL subissent tout de
méme I’apoptose spontanée 2 un taux similaire a des neutrophiles de souris normales
(Fecho et Cohen, 1998; Villunger et al, 2000). Ottonello et al (1999) ont pour leur part
montré que seules des molécules de FasL agrégées ou liées a une membrane sont aptes a
induire I’apoptose des neutrophiles, tandis que des molécules de FasL solubles ont plutdt

un réle chimiotactique sur ces cellules.

Contrairement a d’autres types cellulaires, 1’hypoxie retarde 1’apoptose des neutrophiles.
Des neutrophiles incubés pendant 44 heures sans oxygene restent viables a plus de 95%,
tandis que des neutrophiles sous des conditions normoxiques (21% O) sont tous en
apoptose et en nécrose aprés ce temps d’incubation. Dans des conditions normoxiques,
certains antioxydants tels que la catalase retardent I’apoptose de ces cellules (Hannah e#
al, 1995). Le milieu hypoxique augmente 1’expression de la molécule anti-apoptotique
Mcl-1, qui est associée 2 I’activation de la p38MAPK (Leuenroth ef al, 2000a). Des
patients souffrant de CGD ont des neutrophiles davantage résistants a I’apoptose par
rapport & des neutrophiles de patients normaux (Kasahara et al, 1997). 1 a été démontré
que des molécules oxydantes telles les radicaux hydroxyles et I’oxyde nitrique induisent
I’apoptose des neutrophiles. Cette induction pourrait se faire de plusieurs fagons. Les

oxydants pourraient médier I’apoptose en oxydant directement les déoxyriboses de

28



I’ADN, menant 2 des bris dans les brins d’ADN. Ces oxydants pourraient également
modifier des enzymes impliquées dans 1’apoptose (protéases et nucléases) et réagir avec
des molécules antioxydantes comme le glutathion (Rollet-Labelle et al, 1998; Fortenberry

et al, 1998).

La régulation du statut redox des cellules par les molécules antioxydantes a également
une influence sur I’induction de I’apoptose des neutrophiles. La catalase, une enzyme qui
détruit le peroxyde d’hydrogéne (H»O,), protége les neutrophiles activés contre
I’apoptose (Lundqvist-Gustafsson et Bengtsson, 1999). Le glutathion (GSH), un
antioxydant naturel A groupements thiols, protége les neutrophiles contre les dommages
oxydatifs. Les niveaux intracellulaires de cette molécule baissent de fagon importante

lorsqu’il y a induction de I’apoptose (Watson et al, 1996c).

Des molécules oxydantes produites par les neutrophiles ou présentes dans le milieu
extracellulaire peuvent donc stimuler I’apoptose de ces cellules. Cet effet aurait un role
important 2 jouer lors de I’inflammation. Lorsque recrutés a un site inflammatoire, les
neutrophiles passent d’un milieu normoxique 2 un milieu hypoxique, ce qui prolonge leur
durée de vie. Lorsque beaucoup de ROS produits par les neutrophiles sont présents dans
le milieu inflammatoire, il y a induction de 1’apoptose de ces cellules et les macrophages
se chargent alors de phagocyter les neutrophiles apoptotiques (Akgul, Moulding et
Edwards, 2001).

En tant que puissant agent oxydant, les rayons UV induisent des modifications des bases
de I’ADN et altérent les membranes cellulaires. Les neutrophiles sont trés sensibles a
I’apoptose médiée par ce type de rayonnement. Les dommages causés aux neutrophiles
par les UV pourraient étre expliqués par une génération importante de ROS
intracellulaires qui seraient impliqués dans les dommages causés a la membrane et au

code génétique des cellules (Bogdanov et al, 1997; Sweeney et al, 1997).

La voie sphingomyéline-céramide est activée entre autres par des agents

chimiothérapeutiques tels la daunorubicine et également par TNF, les antigénes anti-Fas,
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les céramides et les radiations ionisantes. Lorsque cette voie de signalisation est activée,
la sphingomyéline est hydrolysée par la sphingomyélinase pour former les céramides
(Raffray et Cohen, 1997). Les céramides sont des seconds messagers intracellulaires
impliqués dans Iinhibition de la croissance, la différenciation cellulaire et I’apoptose
chez plusieurs types de cellules. La N-acétylsphingosine (C,-céramide) inhibe la
production de superoxyde et induit 1’apoptose des neutrophiles de fagon dose-dépendante.
Cette induction d’apoptose est reliée a la capacité de la C,-céramide a diminuer I’influx
de calcium intracellulaire et d’inhiber la protéine kinase C, qui est la cible de I’activateur

PMA (Wong, Li et Hunchuk, 1995; Ohta et al, 1994).

Comme mentionné précédemment, les neutrophiles jouent un réle majeur dans les
mécanismes de défense contre les micro-organismes, plus particuliérement les bactéries.
Certains de ces micro-organismes peuvent avoir une influence sur I’induction ou
I’inhibition de la mort cellulaire des neutrophiles. Le virus Epstein-Barr, faisant partie de
la famille des Herpesviridae, peut se lier aux neutrophiles et causer I’agrégation cellulaire
et la synthése protéique (Beaulieu, Paquin et Gosselin, 1995). Ce virus a la capacité de
pénétrer les cellules et de se localiser dans le noyau. I induit également I’apoptose des
neutrophiles, ce qui pourrait représenter un mécanisme de défense de la cellule hote
servant a avorter le processus d’infection du virus Epstein-Barr. Il semble que cette
induction d’apoptose soit médiée par le systéme Fas/FasL, puisque la présence du virus
en culture induit une augmentation de ’expression de Fas et de FasL sur les membranes
des neutrophiles, ainsi que le relargage de FasL soluble dans le milieu de culture. Il se
pourrait également que d’autres médiateurs aient un role a jouer dans cette induction de

I’apoptose (Larochelle et al, 1998).

Le virus de I’influenza A, un virus faisant partie de la famille des Orthomyxoviridae,
augmente le risque de développement d’importantes infections bactériennes chez
I’organisme. Or, ce virus accélére 1’apoptose des neutrophiles. De plus, tout comme le
virus Epstein-Barr, le virus de I'influenza A augmente ’expression de Fas et FasL a la
surface cellulaire et augmente également les niveaux de FasL solubles dans le milieu

extracellulaire. L’incubation simultanée des neutrophiles avec le virus de I’influenza A et

30



la bactérie Escherichia coli augmente I’induction de 1’apoptose des neutrophiles par
rapport aux taux observés en présence du virus seulement. De plus, ces deux micro-
organismes augmentent la production de ROS sollicitée par la présence de la bactérie.
Cette accélération de I’apoptose des neutrophiles par I’influenza A en présence d’une
bactérie telle que E coli pourrait expliquer la chute du nombre de neutrophiles chez les

patients infectés par un tel virus (Watson et al, 1996a; Colamussi et al, 1999).

Contrairement aux virus mentionnés ci-haut, certaines bactéries telles que Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis et Candida
albicans prolongent la survie des neutrophiles aprés leur phagocytose. Cette inhibition de
I’apoptose spontanée des neutrophiles suite a la phagocytose des bactéries en présence de
cytokines pro-inflammatoires et de produits bactériens constitue un important mécanisme

de défense innée contre de tels pathogénes (Baran et al, 1996; Sweeney et al, 1998).

2.1.3.2.5 Les points communs

Le statut redox des cellules, incluant les niveaux d’antioxydants naturels, joue un role
important dans I’activation de I’apoptose des neutrophiles et constitue un point commun
entre plusieurs types de modulateurs d’apoptose des neutrophiles. Des modifications des
niveaux de ROS et de molécules antioxydantes comme le glutathion influencent
directement la survie des neutrophiles. Certains produits activateurs d’apoptose des
neutrophiles (éthanol, cytarabine, toxaphéne, arsenite de sodium, ultraviolets) induisent
une hausse de I’activité oxydative des cellules, contribuant a augmenter le stress oxydatif
de celles-ci. L’induction de I’apoptose par les oxydants ne nécessite pas toujours
’intervention des voies de transduction de signaux. Les niveaux intracellulaires de GSH
gouvernent également les niveaux d’apoptose des neutrophiles. Ceci est en relation
directe avec la capacité de ces molécules a capter et détoxifier les oxydants se trouvant
dans la cellule. Des agents qui font diminuer les niveaux intracellulaires de GSH tels que
la clozapine causent un stress oxydatif a la cellule, ce qui déclenche alors la machinerie

apoptotique.
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Plusieurs médiateurs de I’inflammation ont pour autre point commun d’avoir une
influence sur les niveaux cytosoliques de calcium et sur le pH intracellulaire.
L’inflammation peut activer les neutrophiles et par le fait méme augmenter légérement
leurs niveaux de calcium intracellulaire, ce qui a pour effet d’inhiber I’apoptose de ces
cellules (Krause et al, 1990; Whyte et al, 1993). Chacon-Cruz et al (1998) ont montré
qu’une diminution des réserves de calcium intracellulaire et une augmentation du niveau
de calcium cytosolique retarde 1’apoptose des neutrophiles. Ces observation soulévent un
certain paradoxe puisque, contrairement aux neutrophiles, une élévation du niveau
cytosolique de calcium a pour effet d’induire 1’apoptose chez d’autres types cellulaires
(Whyte et al, 1993; Trump et Berezesky, 1995; McConkey ef al, 1996). L’inflammation
est également accompagnée d’une acidification du milieu intersticiel. Un pH acide peut
activer les neutrophiles et retarder leur apoptose. Le pH acide contribue donc 2 intensifier

la réponse inflammatoire (Trevani et al, 1999; Leblebicioglu et Walters, 1999).

S’il faut trouver un seul point commun entre les différents modulateurs de I’apoptose des
neutrophiles (cytokines et autres), nous pouvons affirmer que la plupart (si ce n’est pas
tous) influencent la synthése protéique. Ceci nous indique que la survie des neutrophiles
peut étre régulée par la synthése de novo de protéines qui ne sont pas exprimées de fagon
constitutive. Les agents qui régulent 1’apoptose des neutrophiles pourraient agir en
modifiant I’activité de protéines préexistantes (via des réactions de phosphorylation) ou
pourraient réguler des voies de signalisation qui meénent a I’activation de facteurs de
transcription spécifiques qui induisent 1’expression de genes clé (Akgul, Moulding et

Edwards, 2001).

Bien que les neutrophiles n’expriment pas la protéine anti-apoptotique Bcl-2 (Van Der
Vliet et al, 1997; Moulding et al, 2001), ceux-ci expriment cependant les protéines pro-
apoptotiques Bax, Bid, Bak et Bad (Weinmann, Gaehtgens et Walzog, 1999; Santos
Beneit et Mollinedo, 2000). Les neutrophiles expriment également I’ARNm des protéines
anti-apoptotiques Mcl-1, Al et Bcl-Xl, mais seules les protéines Mcl-1 et Al ont été
clairement observées dans les cellules. Mcl-1 est exprimé chez les neutrophiles circulant

dans le sang et les niveaux de cette protéine diminuent lorsque les cellules sont en
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apoptose. Des agents qui retardent I’apoptose maintiennent les niveaux de Mcl-1
constants pour une certaine période. Cette protéine peut donc étre impliquée dans un
mécanisme de survie médiée par certaines cytokines et I’expression de protéines anti-
apoptotiques (Moulding et al, 1998; Leuenroth et al, 2000b). La demi-vie de I’ARNm et
de la protéine Mcl-1 est courte, tandis que les demi-vies des protéines pro-apoptotiques
sont longues. Cette différence pourrait nous indiquer que I’apoptose des neutrophiles est
gouvernée entre autres par les niveaux cellulaires de protéines de survie telles que Mcl-1.
En absence de synthése de novo de Mcl-1, Iactivité des protéines pro-apoptotiques, ayant
une plus longue durée de vie, va prédominer et les cellules vont alors en apoptose.
Cependant, en présence de signaux de survie, I’expression des protéines anti-apoptotiques

maintient la survie de la cellule (Akgul, Moulding et Edwards, 2001).

Dans les voies de transduction de signaux, les activités de plusieurs kinases,
phosphatases, phospholipases et autres enzymes sont régulées par leur phosphorylation et
leur déphosphorylation. Les phosphorylations sur des résidus tyrosine jouent un rdle
critique dans le contrdle de la prolifération et de la différenciation cellulaire. Plusieurs
cytokines inflammatoires qui retardent I’apoptose augmentent la phosphorylation sur des
résidus tyrosine de nombreuses protéines, notamment les isoformes des MAPK
(«mitogen activated protein kinases ») (Nahas et al, 1996). Ces cascades de
phosphorylation pourraient étre importantes dans le contrle de I’activation ou de
I’inhibition de divers processus requis pour la régulation de la mort cellulaire (Akgul,

Moulding et Edwards, 2001).

Il existe deux types de MAPK qui sont impliqués dans les processus de régulation de
I’apoptose des neutrophiles. Il s’agit de ERK, une MAPK qui est activée par MEK sous
sa forme phosphorylée et de la p38MAPK (Akgul, Moulding et Edwards, 2001). Le rdle
de la p38MAPK dans le contrdle de I’apoptose et de la survie des neutrophiles est obscur.
Certains croient que cette kinase est impliquée dans 1’apoptose spontanée des
neutrophiles (Aoshiba et al, 1999), mais d’autres prétendent le contraire (Frasch et al,
1998; Villunger et al, 2000). La p38MAPK peut étre stimulée par certains stress qui

accélérent I’apoptose (hyperosmolarité ou irradiations) (Frasch et al, 1998). Le r6le de la
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p38MAPK devient embétant en observant qu’elle est activée en milieu hypoxique (Klein
et al, 2000) et qu’elle est inhibée en présence de LPS (Leuenroth ef al, 2000a), deux
situations o il y a retard de I’apoptose. Il se pourrait que les signaux régissant la survie
ou la mort des neutrophiles se situent en aval de la p38MAPK et que des signaux de
survie générés par d’autres systémes (comme ERK) modulent les signaux de mort générés
par la p38MAPK (Akgul, Moulding et Edwards, 2001). L’activation de ERK mene pour
sa part A la survie des neutrophiles. Le puissant inhibiteur d’apoptose GM-CSF active
cette kinase (Wei et al, 1996). Des agents qui retardent I’apoptose des neutrophiles tels
que le GM-CSF et I’IL-8 activent également la phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et cette
activation génére des signaux de survie qui peuvent inhiber les signaux de mort de la
p38MAPK (Frasch et al, 1998). Les effets pro- et anti-apoptotiques de TNFo sur les
neutrophiles peuvent alors s’expliquer en partie par les voies de signalisation activées par
cette cytokine. L’activation de la p38MAPK par le TNF-o. génére des signaux de mort
(Suzuki et al, 1999), tandis que I’activation du facteur de transcription NF-kB par cette

méme cytokine peut générer des signaux de survie (McDonald, Bald et Cassatella, 1997).

Plusieurs points demeurent obscurs concernant la régulation de 1’apoptose des
neutrophiles. Nous ne connaissons toujours pas toutes les divergences entre les
mécanismes d’apoptose spontanée des neutrophiles et ceux induits par une multitude de
modulateurs. De nombreuses études ont pour but de définir les différents messagers
intracellulaires impliqués dans la mort cellulaire des neutrophiles. De telles études sont
d’une importance capitale afin de démystifier les différents moyens d’induire ou d’inhiber
I’apoptose des neutrophiles et ainsi pouvoir traiter des maladies reliées a une dérégulation

du nombre de neutrophiles ou de leur état d’activation dans I’organisme.

2.2 Lanécrose

Contrairement 2 1’apoptose, la nécrose est un mode de mort cellulaire qui n’implique pas
la dégradation de protéines et de ’ADN. La nécrose est un processus irréversible lors

duquel il y a arrét de ’homéostasie suite a une perturbation majeure de la cellule et qui se
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termine par la rupture de la membrane plasmique et le relichement de tout le contenu
intracellulaire dans le milieu. Généralement, ’évolution de la mort cellulaire vers la
nécrose s’explique par des dérangements progressifs au niveau du métabolisme et des
niveaux d’énergie, plus particulierement par la baisse des niveaux d’adénosine
triphosphate (ATP) intracellulaires. Les 1ésions 4 la membrane cellulaire se font en trois
étapes principales. Il y a tout d’abord des altérations au niveau des systemes de transport
ioniques membranaires. Par la suite, il y a augmentation de la perméabilité membranaire
de facon non spécifique qui se termine finalement par la rupture physique de la membrane

plasmique (Buja, Eigenbrodt et Eigenbrodt, 1993; Raffray et Cohen, 1997).

2.2.1 Lanécrose primaire

La nécrose primaire constitue une forme de mort cellulaire accidentelle ou pathologique
qui est trés peu ou pas du tout régulée. Elle peut survenir par exemple lorsque les cellules
se retrouvent en présence de fortes concentrations d’une substance toxique ou lorsqu’elles
subissent un dommage physique important. I y a dés les premiers instants gonflement de
la cellule et des organelles cytoplasmiques. Le noyau est détruit et la chromatine nucléaire
forme des agrégats dans le cytoplasme. La perte d’intégrité membranaire survient tot dans
le processus et il y a alors relichement du contenu intracellulaire dans le milieu et
induction de réponse inflammatoire chez I’organisme (Buja, Eigenbrodt et Eigenbrodt,
1993; Hébert et al, 1996; Raffray et Cohen, 1997).

2.2.2 Lanécrose secondaire

La nécrose secondaire est une forme de nécrose qui survient suite a I’apoptose. Lorsque
les cellules apoptotiques ne sont pas reconnues par les cellules phagocytaires, il y a
destruction du noyau et du contenu intracellulaire. Ces cellules perdent éventuellement
leur intégrité membranaire, ce qui peut causer une réponse inflammatoire en conditions
physiologiques. La nécrose secondaire peut survenir également dans le cas de cellules
apoptotiques en culture in vitro en absence de phagocytes (Hébert et al, 1996; Raffray et
Cohen, 1997).
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2.2.3 Distinctions et similitudes entre apoptose et nécrose

Le tableau 1 présente les principales différences entre 1’apoptose, la nécrose primaire et la

nécrose secondaire.

Tableau 1. Comparaison entre apoptose, nécrose primaire et nécrose secondaire (inspiré de
Dallaporta et Resche-Rigon, 1998).

Apoptose Nécrose primaire Nécrose secondaire

e Physiologique ou e  Accidentel ¢  Cytolyse secondaire &

pathologique e Toujours pathologique I’apoptose

Hautement régulé e  Peu ou pas régulé

Maintien de I'intégrité e  Rupture de la membrane

membranaire plasmique
*  Elimination par la ®  Perte du contenu cellulaire

phagocytose

®  Participation d’enzymes
cellulaires causant des
modifications
morphologiques et
biochimiques particuliéres

Il existe cependant quelques observations présentant certaines similitudes entre apoptose
et nécrose. Il semblerait que ces deux modes de mort cellulaire peuvent constituer un
processus continu dans certaines situations, ce que certains nomment I’aponécrose
(Formigli et al, 2000). Une méme substance peut causer I’apoptose a de faibles doses et la
nécrose a des concentrations plus élevées. L’apoptose et la nécrose partagent des
messagers, activateurs et inhibiteurs communs. La chute du potentiel transmembranaire
des mitochondries peut survenir pendant ces deux modes de mort cellulaire et il a été
démontré que Bcl-2 peut inhiber ’apoptose et dans certains modeles la nécrose. 1l
semblerait que ce soit ’amplitude de I’insulte, plutdt que sa nature, qui détermine quel
type de mort la cellule va subir. Une modification du niveau d’ATP intracellulaire est un
facteur déterminant qui peut changer la mort cellulaire par apoptose en nécrose (Kroemer,

Dallaporta et Resche-Rigon, 1998; Levin et al, 1999; Formigli et al, 2000).

Les formes de mort cellulaire qui ne cadrent pas avec les trois formes principales

(apoptose, nécrose primaire et nécrose secondaire) ont souvent été désignées sous le
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terme de mort atypique. Pour mieux définir ces formes de mort atypique qui sont causées
par des médicaments et des toxiques de I’environnement, Raffray et Cohen (1997) ont
proposé trois modalités additionnelles : (i) I’apoptose et la nécrose concomitantes; (ii)

I’apoptose et la nécrose séquentielles; et (iii) la nécrose survenant par-dessus I’apoptose.

L’ apoptose et la nécrose concomitantes peuvent survenir chez une population de cellules
ayant des seuils apoptotiques différents. Une insulte uniforme chez une telle population
de cellules peut induire I’apoptose des cellules ayant un seuil apoptotique €levé, tandis
que les cellules ayant un seuil apoptotique faible subissent la nécrose. Lors de I’apoptose
et la nécrose séquentielles, il y a induction de I’apoptose suivi par la nécrose a un stade
ultérieur (ou vice versa). Ce type de mort cellulaire peut étre dii & une perturbation au
niveau d’intéractions entre cellules de types interdépendants. La nécrose survenant par-
dessus 1’apoptose est un mode de mort cellulaire trés peu caractérisé. Dans une telle
situation, 1’apoptose est initiée chez les cellules, mais le processus apoptotique est trés tot
interrompu par la perte d’intégrité membranaire. La nécrose qui survient par-dessus
I’apoptose peut avoir lieu suite a une injure a amplitude progressive, ou lorsque les

conditions sont prés du seuil nécrogénique (Raffray et Cohen, 1997).
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3 LE MERCURE

3.1 Les formes de mercure

On retrouve du mercure de facon naturelle dans I’environnement sous trois formes

principales, soit le mercure métallique, le mercure inorganique et le mercure organique.
3.1.1 Le mercure métallique (Hg"

Le mercure métallique, ou élémentaire, constitue un métal lourd de couleur grise qui est
liquide a la température de la piece (20°C). Le mercure métallique est la forme pure ou
élémentaire du mercure, puisqu’il n’est combiné 4 aucun autre élément. Cette forme de
métal est couramment utilisée dans les thermométres et dans quelques interrupteurs
électriques. Ayant une haute pression de vapeur a la température piece, une partie du
mercure métallique s’évapore pour former des vapeurs de mercure qui sont incolores et
inodores (Satoh, 2000). Plus la température est élevée, plus il y a formation de vapeurs de
mercure 2 partir du mercure élémentaire (Rischer et DeWaskin, 1999).

3.1.2 Le mercure inorganique (Hg2+)

Il y a formation de mercure inorganique lorsque celui-ci se combine avec des éléments
tels que le chlore (HgCl,), le souffre ou I’oxygeéne. Ces molécules sont appelées des sels

de mercure et se retrouvent la plupart du temps sous forme de poudre ou de cristaux

(Rischer et DeWaskin, 1999).
3.1.3 Le mercure organique
Lorsque le mercure se combine avec des atomes de carbone, on nomme ces molécules
résultantes du mercure organique. Il y a potentiellement un grand nombre de composés de

mercure organique, mais la forme la plus retrouvée dans I’environnement est le

méthylmercure. Tout comme le mercure inorganique, le méthylmercure existe sous forme
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de sels tels que le chlorure de méthylmercure (CH3HgCl ou MeHgCl) (Rischer et
DeWaskin, 1999).

3.2 Les principales sources de mercure

3.2.1 Les sources naturelles

Il existe naturellement certaines formes de mercure dans I’environnement. Le mercure
entre dans ’environnement par I’érosion des roches minérales et des sols sous I’action du
vent et de I’eau et par I’activité volcanique. Le niveaux de mercure provenant de sources
naturelles sont demeurés constants avec le temps, mais I’activité humaine depuis
I’industrialisation a haussé le taux de mercure dans I’environnement (Rischer et

DeWaskin, 1999).

Les formes de mercure les plus couramment retrouvées dans I’environnement sont le
mercure métallique, le sulfite de mercure, le chlorure de mercure et le méthylmercure.
Certains micro-organismes et processus naturels peuvent changer le mercure
environnemental d’une forme a une autre. Le composé de mercure le plus généré par les
micro-organismes et les processus naturels a partir d’autres formes est le méthylmercure.
C’est sous cette forme que le mercure peut s’accumuler dans la chaine alimentaire. Le
mercure organique peut parfois se retrouver en grandes concentrations dans les tissus de
poissons de cours d’eau douce ou salée et également chez les mammiféres marins. Plus
I’animal vit longtemps, plus celui-ci risquera d’accumuler de grandes quantités de
méthylmercure. Lorsqu’ils poussent dans des sols contaminés, les champignons peuvent
accumuler eux aussi de grandes quantités de mercure organique (Rischer et DeWaskin,

1999).

3.2.2 Les sources reliées a I’activité humaine

Le mercure métallique peut servir a extraire ’or dans les mines. De plus, le mercure

élémentaire est utilisé dans la fabrication de certains thermomeétres, barométres, batteries,
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tubes fluorescents et interrupteurs électriques. Les amalgames dentaires sont constitués
d’environ 50% de mercure métallique. Cet élément est encore de nos jours utilisé dans
certains remedes religieux en Amérique Latine et en Asie. Il est également utilisé lors de
certains rituels pratiqués dans des religions comme le Vaudou (Rischer et DeWaskin,

1999).

Le mercure inorganique peut servir comme substance fongicide. De plus, ce type de
mercure a déja été utilisé dans des crémes blanchissantes pour la peau. Le chlorure de
mercure est un puissant agent désinfectant. Certains produits chimiques contenant du
mercure sont toujours utilisés pour leurs propriétés antibactériennes. Ces produits incluent
le mercurochrome et le thimérosal. Le sulfite de mercure est un des colorants rouges

utilisés pour les tatoos (Rischer et DeWaskin, 1999).

Le méthylmercure fut utilisé autrefois pour protéger les semences contre les infections
fongiques. L’utilisation de cette forme de mercure est désormais interdite dans de
nombreux pays depuis que nous en connaissons les effets toxiques pour la santé (Rischer

et DeWaskin, 1999).

3.3 Lacinétique du mercure

Une personne peut étre contaminée au mercure en respirant de I’air contaminé, en
ingérant de la nourriture ou de I’eau contaminée, ou en ayant un contact direct avec du
mercure. Ce ne sont pas toutes les formes de mercure qui entrent facilement dans
I’organisme, alors il est important de comprendre comment les principales formes de

mercure agissent sur nous.
3.3.1 Absorption
Si quelqu’un ingére une petite quantité de mercure métallique par voie orale, par exemple

a partir d’un thermométre buccal brisé, il n’y aura pratiquement aucun mercure qui

entrera dans le sang par ’estomac ou les intestins. La plupart des expositions concernant
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le mercure métallique se font par inhalation via les vapeurs de mercure. Si une personne
respire des vapeurs de mercure, la plupart du contenu dans les vapeurs va entrer dans la
circulation sanguine directement 2 partir des poumons et va se loger a plusieurs endroits

dans I’organisme (Rischer et DeWaskin, 1999).

Les composés de mercure inorganique comme le chlorure de mercure sont sous forme de
poudres et ne se volatilisent pas généralement a la température de la piece comme le
mercure élémentaire. S’il est inhalé, le mercure inorganique n’entre habituellement pas
aussi facilement dans I’organisme que les vapeurs de mercure élémentaire. Lorsque le
mercure inorganique est ingéré par voie orale, une certaine quantité (10 a 40%) est
absorbée par le tractus intestinal. Le mercure inorganique peut également entrer dans
I’organisme par la peau, mais a de trés petites quantit€s comparé a I’absorption via le

tractus intestinal (Rischer et DeWaskin, 1999).

Le méthylmercure est la forme de mercure la plus facile a absorber dans I’organisme via
le tractus intestinal (environ 95%). Suite a l’ingestion de poissons ou toute autre
nourriture contaminée au méthylmercure, ce dernier entre facilement dans la circulation
sanguine et va se loger dans tout I’organisme. Seulement de faibles quantités de
méthylmercure peuvent entrer par absorption a travers la peau. Les composés de mercure
organique peuvent former de trés faibles quantités de vapeurs de mercure et entrer dans

I’organisme par la respiration (Rischer et DeWaskin, 1999).

3.3.2 Distribution

Une fois dans I’organisme, le mercure métallique peut y rester pendant des semaines,
voire des mois. La plupart du mercure métallique se loge dans les reins, mais une certaine
quantité peut atteindre le systéme nerveux central. Grice a sa nature lipophile, le mercure
métallique peut traverser la barriere placentaire et la barriere hémato-encéphalique

(Rischer et DeWaskin, 1999).

41



Lorsque le mercure inorganique atteint la circulation sanguine, celui-ci se dirige vers
plusieurs tissus. Cependant, sa nature faiblement lipophile réduit sa capacité a traverser
les barriéres ainsi que de s’accumuler dans le cerveau et chez le feetus en développement.
Le mercure inorganique se loge en grande partie dans les reins (Rischer et DeWaskin,

1999).

La distribution du mercure organique se fait pratiquement comme le mercure élémentaire
et se répartit de fagcon plus diffuse que le mercure inorganique. Lorsque le mercure
organique circule dans le sang, celui-ci peut se déplacer dans une multitude de tissus et se
loger en majorité dans le cerveau griace a sa nature liposoluble. Le mercure organique se
trouvant dans le sang d’une femme enceinte peut se transmettre dans le sang de 1’enfant
en développement et ainsi se loger dans le cerveau et autres tissus de son organisme. Le
méthylmercure peut également se transmettre de la mere a son bébé lors de 1’allaitement

(Rischer et DeWaskin, 1999).

Au niveau cellulaire, le mercure a une forte affinité pour les groupements sulfhydryles. Il
semblerait que le mercure inorganique et organique puissent entrer dans les cellules par
diffusion passive a travers la membrane plasmique, le mercure organique exécutant ce
processus de facon beaucoup plus rapide que le mercure inorganique. Ceci s’expliquerait
par la faible polarit¢ du mercure inorganique, qui réagirait avec les doubles liens de
résidus acides gras dans la membrane plasmique, ce qui ralentit le transport a-travers cette
derniére. Le méthylmercure, étant davantage lipophile, a plus de facilité & traverser la
zone hydrophobe de la bicouche lipidique des cellules (Clarkson, 1997; Braeckman et al,
1998).

3.3.3 Biotransformation
Une fois absorbées, les formes métallique et inorganique du mercure entrent dans un
cycle d’oxydation-réduction. Le mercure métallique est oxydé en un cation divalent

inorganique dans le sang et les poumons de I’organisme. Dans le cerveau, le mercure

élémentaire qui s’y est logé se transforme en mercure inorganique et il est emprisonné a
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cet endroit pour longtemps. A I’inverse, une petite quantité du mercure inorganique
absorbé peut étre réduit en mercure métallique. Tout comme le mercure métallique, le
mercure organique peut étre transformé en mercure inorganique par notre organisme,
mais cette conversion se produit moins fréquemment que pour le mercure élémentaire.
Lorsque cette transformation se déroule dans le cerveau, le mercure inorganique peut y

rester emprisonné pendant longtemps (Rischer et DeWaskin, 1999).
3.3.4 Elimination

La plupart du mercure métallique absorbé quitte I’organisme dans I'urine et les féces,
alors que de faibles quantités sont libérées par la respiration en vapeurs de mercure. Une
petite quantité du mercure inorganique absorbé peut étre transformé en mercure
métallique et peut alors quitter I’organisme via la respiration. Etant hydrosoluble, le
mercure inorganique quitte 1’organisme principalement par I’urine et les féces aprés une
période de plusieurs semaines ou mois. Le méthylmercure est pour sa part excrété apres
une période de plusieurs mois par la bile et ensuite passe par les feces ou I’urine

principalement sous forme inorganique (Rischer et DeWaskin, 1999).

3.4 Les effets toxiques du mercure

Toutes les formes de mercure causent des effets toxiques dans de nombreux tissus et
organes, dépendant de la forme chimique du mercure, le niveau d’exposition, la durée de
I’exposition et le site exposé dans 1’organisme (Zalups, 2000). Les dommages sont
principalement pergus au niveau du systtme nerveux, du syst¢tme rénal et du systeme

immunitaire.
34.1 Systéme nerveux
C’est le mercure organique qui a la possibilité de traverser le plus facilement la barriére

hémato-encéphalique et donc de s’accumuler dans le systéme nerveux central (Aschner et

Aschner, 1990). Les principales cibles atteintes par le méthylmercure sont les cellules
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granuleuses du cervelet, les cellules nerveuses du cortex de la scissure calcarine (région
responsable de la vision) et les neurones senseurs des ganglions dorsaux de la moelle
épiniére (Chang, 1990). Au niveau des neurones, le mercure perturbe la régulation du
relachement des neurotransmetteurs en modifiant le fonctionnement des canaux calciques
(Denny et Atchison, 1996). Le mercure peut causer des dommages neurologiques
considérables qui se caractérisent par une multitude de symptomes tels que des
changements de personnalité et de comportement, des pertes de mémoire, une démarche
anormale, une ataxie, un champ de vision restreint et la surdité. Les personnes intoxiquées
au méthylmercure courent également le risque de développer avec le temps des maladies
neurodégénératives (Carpenter, 2001). Une intoxication au méthylmercure chez la femme
enceinte peut provoquer chez le feetus des désordres neurologiques et un développement
retardé (Satoh, 2000). Puisque le mercure organique est difficilement éliminé du systéme
nerveux central, les dommages causés par ce toxique ménent habituellement a des déficits

neurologiques permanents (Chang, 1990).

3.4.2 Systeme rénal

Chez les humains et autres mammiféres, les reins sont les premiers organes ciblés par le
mercure élémentaire et inorganique. Cette accumulation de mercure se produit en
quelques heures seulement. Certains niveaux de mercure organique peuvent s’accumuler
dans le syst¢me rénal, mais de fagcon beaucoup moins importante. L’accumulation de
mercure inorganique dans le cortex rénal et dans la médulla se passe principalement au
niveau des segments du tubule proximal (Zalups, 2000). Ce mécanisme se produit de
fagcon beaucoup plus efficace lorsque le mercure inorganique est conjugué avec des
molécules transporteuses riches en groupements sulfhydryles, telles que le glutathion,
’albumine et la cystéine (Zalups, 1998). La plus grande partie du mercure contenu dans
le néphron est sous la forme inorganique, ce qui suggere que le mercure organique est
oxydé en mercure inorganique avant ou aprés qu’il entre dans les cellules épithéliales du
tubule rénal. Le mercure présent a I’intérieur de ces cellules a pour effets d’altérer le
métabolisme des thiols intracellulaires, de causer un stress oxydatif, la peroxydation

lipidique et le dysfonctionnement mitochondrial (Zalups, 2000). Il a été¢ démontré que des
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expositions au mercure, chez les humains et autres animaux, peuvent générer des
maladies autoimmunes au niveau des reins telles que la glomérulonéphrite a2 complexes
immuns et la néphropathie membraneuse (Hua et al, 1993; Bagenstose, Salgame et

Monestier, 1999; Bigazzi, 1999).

3.4.3 Systéme immunitaire

Puisqu’une intoxication au mercure peut se concrétiser en maladies autoimmunes, nous
pouvons en déduire que ce toxique influence les fonctions des différentes cellules qui
composent le systtme immunitaire. Les effets des différentes formes de mercure peuvent

varier selon le type cellulaire observé.

3.4.3.1 Cellules mononucléées

De nombreuses études chez la souris et le rat ont pour but d’étudier les désordres
autoimmuns induits par une intoxication au mercure. Chez certaines races de rongeurs, le
mercure inorganique induit une maladie autoimmune caractérisée par une augmentation
du niveau d’anticorps de type IgE, et par la production d’anticorps dirigés contre la
membrane basale des glomérules responsables de la glomérulonéphrite qui s’ensuit. La
production d’autoanticorps méne 2 1’accumulation de complexes immuns au niveau des
reins. Cette maladie est la conséquence d’une activation polyclonale des cellules B
dépendante des cellules T (Hirsch e al, 1982; Pelletier et al, 1990; Dubey et al, 1991; Hu,
Moller et Abedi-Valugerdi, 1999).

D’autres études ont montré que de faibles doses de mercure organique chez les souris
modifient le statut redox et diminuent les niveaux de GSH chez les splénocytes et les
thymocytes (Thompson et al, 1998). De plus, des souris exposées au mercure organique
subissent une diminution de la production d’anticorps de type IgM par les lymphocytes B,
qui sont les anticorps responsables de la réponse immune primaire (Koller, Exon et

Brauner, 1977). Une administration de mercure organique ou inorganique perturbe le
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niveau de prolifération des lymphocytes T et B induite par des agents mitogenes (Dieter

et al, 1983; Brown ef al, 1988; Hultman et Johansson, 1991).

Chez I’humain, il a été démontré que de faibles concentrations (1-10uM) de mercure
organique (MeHgCl) et inorganique (HgCly) inhibent les fonctions des cellules B et T
telles que la prolifération cellulaire, I’expression de marqueurs de surface de cellules
activées, la production de cytokines et la production d’immunoglobulines. Le mercure
organique s’est avéré étre 5 a 10 fois plus toxique que le mercure inorganique (Shenker et
al, 1992a; Shenker et al, 1992b; Shenker et al, 1993a; Shenker et al, 1993b). De telles
concentrations diminuent les niveaux de GSH intracellulaires, diminuent le potentiel
transmembranaire des mitochondries et induisent 1’apoptose de ces cellules, suite a un
stress oxydatif (Guo ef al, 1998; Shenker, Guo et Shapiro, 1998; Shenker, Guo et Shapiro,
1999).

Lorsque les cellules T sont activées par des mitogénes, celles-ci sont résistantes a
I’apoptose induite par le mercure organique (0-5pM de MeHgCl). Ceci s’expliquerait par
le fait que les lymphocytes T a I’état activé produisent davantage de molécules riches en
groupements sulfhydryles telles que le glutathion et les métallothionéines, ce qui permet a
la cellules de contrdler 1’état oxydatif intracellulaire. De plus, ces cellules T activées
expriment de plus hauts niveaux de la molécule anti-apoptotique Bcl-2 (Shenker et al,
1997; Close, Guo et Shenker, 1999). Pour sa part, la lignée humaine de cellules T Jurkat
est protégée par le mercure inorganique (0-10uM de HgCly) contre 1’apoptose médiée par

des anticorps anti-Fas (Whitekus ef al, 1999).

Chez les monocytes, il y a une diminution de la capacité phagocytaire, formation de
dérivés oxygénés, chute du potentiel transmembranaire des mitochondries et induction de
I’apoptose par des concentrations allant de 0 & 10 pM de mercure inorganique
(Christensen, Mogensen et Rungby, 1988; Shenker et al, 1992b) et de 0 a 5 uM de
mercure organique (InSug et al, 1997). De plus, ces deux formes de mercure inhibent la
synthése protéique, les fonctions de migration et de phagocytose de macrophages murins

(Christensen, Mogensen et Rungby, 1988; Christensen ef al, 1993).
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3.4.3.2 Neutrophiles

Le chlorure de mercure entre 0 et 1 uM inhibe plusieurs fonctions des neutrophiles, telles
que I’adhérence, la polarisation, la chimiotaxie et la phagocytose (Contrino ef al, 1988;
Obel et al, 1993). De fagon contradictoire, le mercure inorganique aux mémes
concentrations augmente le métabolisme oxydatif de ces cellules (Contrino et al, 1988;
Jansson et Harms-Ringdahl, 1993). Une autre étude a montré que le chlorure de mercure
inhibe la polarisation et la phagocytose de maniére dose-dépendante a des concentrations
allant de 2,5 & 10pM. Une concentration plus faible de 1pM de HgCl; augmente le niveau
de phosphorylation sur des résidus tyrosine, plus particuli¢rement au niveau d’une
protéine de 37 kDa encore inconnue. De plus, cette forme de mercure perturbe les voies
de signalisation via I’agrégation de certains récepteurs de surface (Worth et al, 2001).
Cette méme forme de mercure a de faibles concentrations inhibe la production d’anions
superoxyde et la chimiotaxie (Obel er al, 1993). Chez plusieurs animaux, différentes
cellules phagocytaires (incluant les neutrophiles) peuvent dégrader le mercure organique

en mercure inorganique via la production de dérivés oxygénés (Suda et al, 1992).

Quelques études ont été effectuées aupres de travailleurs exposés a des concentrations de
mercure métallique et inorganique considérées acceptables. De telles études ont montré
que les neutrophiles de ces travailleurs avaient une capacité de chimiotaxie et de
phagocytose diminuée. Ces effets sur les neutrophiles étaient perceptibles jusqu’a 6 mois
aprés I’exposition au mercure (Perlingeiro et Queiroz, 1994; Perlingeiro et Queiroz, 1995;

Vimercati et al, 2001).

Trés peu d’études ont été effectuées concernant les effets du mercure sur la modulation de
la mort cellulaire des neutrophiles humains. La présente étude a été réalisée dans le but de
définir les effets du mercure organique (chlorure de méthylmercure ou MeHgCl) et
inorganique (chlorure de mercure ou HgCl,) sur la viabilité et le type de mort cellulaire

induits chez les neutrophiles humains.
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Résumé en francais de ’article

Les travaux antérieurs ont montré que de faibles niveaux de mercure organique et
inorganique induisent la mort cellulaire par apoptose chez les cellules mononucléées
humaines (MNC), mais leurs effets potentiels sur la viabilité€ et la mort des neutrophiles
polymorphonucléaires (PMN) humains sont peu connus. Contrairement aux MNC, les
PMN subissent 1’apoptose spontanée in vivo et in vitro. De ce fait, nous avons émis
I’hypothése que les PMN pourraient différer des MNC dans leurs réactions a de faibles
niveaux de mercure. Les effets du chlorure de méthylmercure (MeHgCl) et du chlorure de
mercure (HgCl,) ont été évalués lors d’études de doses-réponses et de cinétiques sur la
viabilité des PMN et sur leurs modes de mort cellulaire suite a des incubation in vitro a
37°C. La mort cellulaire par apoptose et par nécrose a été évaluée par la liaison de
I’annexine V-fluorescéine isothiocyanate aux phosphatidylsérines externalisés en
combinaison avec I’iodure de propidium (PI), et I’analyse par cytométrie en flux. Le
décompte de noyaux pyknotiques et les propriétés fluorescentes de la sonde Hoechst
33342 se liant 2 I’ADN en combinaison avec le PI ont été utilisés pour confirmer la mort
cellulaire par apoptose et pour caractériser la séquence de la mort cellulaire induite par le
mercure. Les résultats montrent que de faibles concentrations de MeHgCl (1-7,5 pM), qui
étaient cytotoxiques aux MNC, inhibent I’apoptose spontanée des PMN. De faibles
niveaux de HgCl, reproduirent les effets anti-apoptotiques du MeHgCl chez les PMN,
mais de fagon moins importante. De plus fortes concentrations de MeHgCl et de HgCl,
sont apparues comme nécrogéniques pour les PMN, mais le MeHgCl s’est montré plus
toxique. De l1égeres différences ont été observées au niveau des modes de mort cellulaire
induits par les deux types de mercure. Ces résultats révelent pour la premiére fois que (1)
de faibles niveaux de mercure organique et inorganique protégent les PMN humains de la
mort cellulaire via ’inhibition de I’apoptose spontanée, et (2) les PMN sont plus
résistants que les MNC aux effets cytotoxiques induits par le mercure. Puisqu’un délai de
I’apoptose et I’augmentation de la résistance de la mort cellulaire induite par un toxique
peuvent mener & une accumulation excessive de PMN vieillissants, les résultats de cette
étude montrent que le mercure pourrait avoir des implications au niveau de

I’autoimmunité et de 1’inflammation.
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Low levels of organic and inorganic mercury compounds have been reported previously
to induce cell death by apoptosis in human peripheral blood mononuclear cells (MNC),
but little is known about their potential effects on the viability and death of polymor-
phonuclear neutrophils (PMN). In contrast to MNC, PMN are known to undergo readily
spontaneous apoptosis both in vivo and in vitro. Therefore, it was hypothesized that PMN
may differ from MNC in their reactions to low mercury levels. The effects of methylmer-
curic chloride (MeHgCl) and mercuric chloride (HgCl,) were evaluated in concentration-
response and time-course studies on human PMN viability and on their modes of cell
death after in vitro incubation at 37°C. Cell death by apoptosis or necrosis was assessed
by annexin V-fluorescein isothiocyanate binding to externalized phosphatidylserine in con-
Junction with propidium iodide, and flow cytometry analysis. Morphologic counting of
pyknotic nuclei and the fluorescence properties of the DNA-binding dye Hoechst 33342
in combination with propidium iodide were used to further confirm apoptotic cell death
and to characterize the sequence of Hg-induced cell death. Results show that low con-
centrations of MeHgCl (1-7.5 uM) that were cytotoxic to MNC actually inhibited PMN
spontaneous apoptosis. Low-level HgCl, reproduced the anti-apoptotic effects of MeHgClI
on PMN, but to a lower extent. Higher concentrations of MeHgCl and HgCl, were necro-
genic to PMN, but MeHgCl was about an order of magnitude more toxic, and discrete dif-
ferences were observed in the modalities of cell death induced by both species. These
data reveal for the first time that (1) low levels of organic and inorganic mercury species
protect human PMN from cell death via inhibition of spontaneous apoptosis, and (2)
PMN are more resistant than MNC to mercury-induced cytotoxicity. Since delayed apop-
tosis and increased resistance to toxicant-induced cell death may lead to excessive accu-
mulation of senescent PMN, evidence indicates that findings of this study may have impli-
cations for mercury-induced autoimmunity and inflammation.
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A large number of individuals are exposed to low-level mercury (Hg)
through occupational, environmental, and even therapeutic sources. The
toxic potential of this heavy metal to numerous organ systems, including the
immune system, has been well recognized (Lawrence & McCabe, 1995;
Moszczynski, 1997; Pollard & Hultman, 1997). Hence, data from several
animal models and clinical observations in humans indicate that the
immunotoxicity produced by Hg encompasses all the known categories
of immune alterations, including direct immunosuppression or immuno-
stimulation, hypersensitivity reactions, and autoimmunity (Kosuda et al.,
1994; Nadarajah et al., 1996; Ratcliffe et al., 1996; Loftenius et al., 1998;
Descotes et al., 2000; Sweet & Zelikoff, 2001). The actual immunotoxic
effect of Hg may depend on several factors including genetic background,
chemical form and concentration of the metal, cell type, and activation sta-
tus of the cells. A number of in vitro studies have shown that Hg is apopto-
genic in human peripheral blood mononuclear cells (MNC) in the resting
state of cell activation, including monocytes (InSug et al., 1997), T lympho-
cytes (Guo et al., 1998; Shenker et al., 1997), and B lymphocytes (Shenker
et al., 1993a). In contrast, activated human T cells appeared resistant to Hg-
induced apoptosis (Close et al., 1999). Additionally, the human leukemic
Jurkat T-cell line that was used as a model of activated T lymphocytes has
been reported recently to be protected by inorganic Hg against CD95 (Fas)-
mediated apoptosis (Whitekus et al., 1999).

In comparison with MNC, little is known about the effects of mercury
compounds on polymorphonuclear neutrophils (PMN) cell death and sur-
vival. Among all leukocytes, PMN possess the shortest life span, dying
spontaneously by apoptosis as one mechanism of resolution of excessive
inflammatory reactions in vivo. Indeed, changes at the membrane surface
of apoptotic cells, such as externalization of phosphatidylserine, target them
for phagocytosis by surrounding macrophages (Savill et al., 1990; Homburg
& Roos, 1996). Dysregulation of this normal apoptotic phenomenon in
PMN may lead either to cell loss with subsequent immunosuppression and
increased susceptibility to bacterial infections, or to excessive cell accumu-
lation with harmful consequences such as chronic inflammation and auto-
immunity (Thompson, 1995; Waalkes et al., 2000).

Isolated PMN retain their constitutive apoptosis death pathway in vitro,
and in the absence of phagocytosis by macrophages, the apoptotic PMN
subsequently progress to secondary necrosis. This apoptotic mode of PMN
death is usually opposed to primary necrosis that is provoked by sudden
changes in the environment, leading to rupture of the plasma membrane
and release of proinflammatory mediators. Besides primary necrosis, apop-
tosis, and secondary necrosis, Raffray and Cohen (1997) proposed three
additional operational forms of cell death caused by pharmacological and
environmental toxicants. These include (1) intercurrent apoptosis and
necrosis, in which heterogeneous apoptosis and necrosis are seen simul-
taneously in a single cell population exposed to a nominally uniform insult;
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(2) sequential apoptosis/necrosis, where apoptosis precedes necrosis, or
vice versa, as for example in two interdependent, but different, cell types,
in which apoptosis can be induced in a cell population providing a vital
support function for a second cell type, causing necrosis of the latter; and
(3) necrosis supervened over apoptosis, in which apoptosis is initiated in
highly primed cells, but is soon overwhelmed by collapse of cellular in-
tegrity. Thus, determination of the effects of a given toxicant on the modal-
ity of cell death is required for a proper characterization of its cytotoxicity.

The objective of the present study was to evaluate the effects of methyl-
mercuric chloride (MeHgCI) and mercuric chloride (HgCl,) on human PMN
viability and modality of cell death upon in vitro incubation. To this end, a
wide concentration range of each chemical form of Hg was used, with sev-
eral incubation time points to evaluate cell death after addition of the toxi-
cant. Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC) binding to externalized
phosphatidylserine was used in conjunction with propidium iodide (PlI),
and flow cytometry analysis, to assess apoptosis and necrosis. Apoptosis
was confirmed by two additional indices, including morphologic counting
of pyknotic nuclei, and flow cytometry analysis of the fluorescence prop-
erties of the DNA-binding dye Hoechst 33342 (HT) in combination with Pl.
The HT/PI assay allows one to further discriminate between secondary and
primary necrosis.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

MeHgCl and HgCl, were purchased from Alfa Aesar (Ward Hill, MA).
Stock solutions (10 mM) of MeHgCl and HgCl, were prepared in RPMI
1640 (Gibco Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada) and distilled
H,O, respectively. These stock solutions were appropriately diluted in RPMI
1640 before addition to cell culture media to yield the indicated final con-
centrations.

Cell Isolation and Culture

Human polymorphonuclear neutrophils (PMN) and mononuclear cells
(MNC) were isolated from heparinized venous blood drawn from randomly
selected male and female healthy volunteers (mean age 28 yr; range 22-40)
under informed consent. PMN and MNC were purified by dextran
sedimentation, followed by Ficoll-Pagque (Pharmacia Biotech, Inc., Baie
d’Urfee, Quebec, Canada) gradient centrifugation and hypotonic lysis of
residual erythrocytes (Girard et al., 1998). Cells were collected, washed in
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, and resuspended at 1 x 10%ml in
RPMI 1640 supplemented with 2 mM glutamine (Gibco), 5% fetal calf
serum (Hyclone, Logan, UT), 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml strepto-
mycin (Gibco). Neutrophil preparations were 98% pure with less than 2%
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eosinophil contamination, while MNC preparations contained mostly lym-
phocytes (95-98%) and a small proportion of monocytes (2-5%) as deter-
mined by their light-scatter properties in flow cytometry. Cells were incu-
bated in culture medium alone (control) or with increasing concentrations of
MeHgCl or HgCl,, for various lengths of time at 37°C in a humidified atmos-
phere containing 5% CO,. At long time periods when many of the neu-
trophils had become adherent, cells were harvested by repeated pipetings
and washings. The efficacy of this procedure was verified by observation
under light microscope, confirming that all the cells were successfully re-
moved. The osmolality of cell suspensions was verified (Precision System,
Inc., Natick, MA) and did not change with MeHgCl or HgCl, concentrations
up to T mM. For induction of typical primary necrosis, cells were heated at
56°C in a water bath.

Assessment of Phosphatidylserine Externalization by Annexin V Binding

After treatment, cells were washed to remove excess chemicals, and re-
suspended in 1 x binding buffer (10 mM HEPES/NaOH, pH 7.2, 140 mM
NaCl, and 2.5 mM CaCl,) at a final concentration of 1 x 10° cells/ml. One
hundred microliters of this suspension was mixed with 5 pl annexin V-FITC
(Pharmingen, Mississauga, Ontario, Canada) and 10 pl Pl (50 pg/ml) (Molec-
ular Probes, Eugene, OR) (Vermes et al., 1995). The cells were vortexed
and incubated for 15 min at room temperature in the dark. A volume of
400 pl of binding buffer was added and incubation was continued for addi-
tional 15 min in the dark. Cells were then analyzed on a FACScan flow
cytometer (Becton Dickinson) equipped with an air-cooled, 15-mW argon
laser emitting at 488 nm. The filters for detection of FITC and PI fluores-
cences were 530/30 and 575/26 nm, respectively. All samples were ana-
lyzed by setting appropriate forward- and side-scatter gates around the
PMN population, and by excluding cellular debris; 10,000 events per sam-
ple were analyzed.

Nuclear Morphology

Nuclear morphology was assessed in cytocentrifuge preparations of
neutrophils stained with Wright Giemsa (Sigma). Cells were examined by
light microscopy at 400x final magnification, and apoptotic neutrophils
were defined as cells containing one or more characteristic darkly stained
pyknotic nuclei (Girard et al., 1998).

Assessment of Neutrophil Apoptosis, Secondary Necrosis,
and Primary Necrosis by HT/PI Assay

Cells were washed and resuspended in PBS to a final concentration of
1 x 10° cell¢/ml. Cells were incubated at 37°C for 10 min with 2’-(4-eth-
oxyphenyl)-5-(4-methyl-1-piperazinyl)-2,5 ’-bis-1 H-benzimidazole (Hoechst
33342, HT, 1 pg/ml) (Sigma), washed again to prevent further uptake of HT,
and resuspended in 1 ml PBS. Pl (Sigma) was added to each sample to a

final concentration of 5 pg/ml, immediately before dual-laser flow cyto-
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metry analysis on a FACStar-Plus flow cytometer (Becton Dickinson, San
Jose, CA). HT was excited at 325 nm using an ultraviolet (UV) laser light,
and Pl at 488 nm with an argon laser. HT and Pl fluorescences were
detected by using 424/44-nm and 575/26-nm filters, respectively (Hébert
et al., 1996). In some experiments, cells were triple stained with annexin
V-FITC, HT, and Pl, and fluorescence was analyzed by dual-laser flow
cytometry. Forward- and side-scatter gates were set as already described,
and 10,000 events per sample were analyzed.

Statistics

Evaluation of the results was performed with analysis of variance
(ANOVA). One-way ANOVA for repeated measures and simple contrast
analysis were used when comparing the influence of each low-level Hg
concentration on PMN viability/apoptosis/necrosis and the control condi-
tion without Hg after 24 h of culture. A two-way ANOVA was used when
assessing the influence of high-level Hg concentration and time of incu-
bation on each cell death mode. In all cases, the criterion for significance
was set at p < .05.

RESULTS

Protection of PMN From Spontaneous Apoptosis
by Low-Level MeHgCl and HgCl,

Only 20% of control PMN were viable after 24 h of culture, while 60%
were apoptotic, and the remaining 20% were necrotic (Figure 1). In the
presence of low-level MeHgCl (1-7.5 pM), the percentage of viable PMN
concentration-dependently increased up to 60% (Figure 1). The effect was
significant at concentrations of 4 pM MeHgCl and above, and it reached a
maximum between 5 and 7.5 pM. This effect was associated with a con-
centration-dependent inhibition of cells undergoing spontaneous apoptosis,
while the percentage of necrotic cells was not affected. Similarly, HgCl,
concentration-dependently increased the percentage of viable PMN by
inhibiting spontaneous apoptosis; in this case, the effect was significant at 3
HM, but its magnitude was lower than that induced by MeHgCl, reaching
a maximum of 40% of viable cells at 4-7.5 uM (Figure 1). Time-course
studies using optimal concentrations of MeHgCl (5 pM) showed that PMN
survival was prolonged by several hours, with as many as about 60% of
cells remaining viable after 48 h in the presence of 5 pM MeHgCl, versus
less than 10% of viable cells in control samples (Figure 2). Prolongation of
cell survival by MeHgCl was due to delayed apoptosis, while the kinetics
and extent of necrotic cell death were not affected (Figure 2).

Induction of Apoptosis and Necrosis in MNC by Low-Level MeHgCl

For comparative purposes, the effects of low-level MeHgCl were eval-
uated on MNC. In the absence of MeHgCl, more than 80% of control
MNC were viable after 48 h of culture (Figure 3). These cells appeared
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FIGURE 3. Dose response and time course of low-level MeHgCl-induced cytotoxic effects on MNC.
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relatively resistant to spontaneous apoptosis, since less than 10% of apop-
totic MNC was found throughout the culture period (Figure 3). The percent-
age of viable MNC was concentration- and time-dependently decreased by
low-level MeHgCl down to nearly 0% at 5-7.5 uM after 48 h (Figure 3).
Inhibition of MNC viability was associated with induction of apoptosis,
which was followed by necrosis. Apoptosis was accelerated when MeHgCl
concentrations increased, reaching a maximum of about 60% of MNC in
this mode of cell death after 8 h of culture in the presence of 5 yM MeHgCl.
Determinations at shorter time points (15 min—4 h) indicated that the per-
centage of apoptotic MNC did not exceed 60%, even at concentrations of
7.5 uyM MeHgCl and above (data not shown). MeHgCl-induced necrosis in
MNC was also concentration and time dependent, with nearly 100% necrot-
ic cells in the presence of 7.5 pM MeHgCl after 48 h of incubation, versus
less than 10% necrotic cells in control cultures during the same period
(Figure 3).

Cytotoxic Effects of High-Level MeHgCl and HgCl, on PMN

At high levels (=10 pM) of MeHgCl and HgCl,, PMN underwent necro-
sis, but the sequence of cell death was dependent on Hg species, Hg con-
centration, and time of incubation. With MeHgCl, the concentration of 10
uM had no consistent effect on cell viability, as a result of a combination of
both antiapoptotic and necrogenic effects. These opposite effects were
apparent after 8 h of culture (Figure 4) and were also present at longer time
points (not shown). At concentrations of 30 pM and above, apoptosis was
induced rapidly within 15 min in 80-95% of cells (Figure 4). The duration
of the apoptosis phase was shortened by increasing MeHgCl concentration,
with cells being in that state during 2 h, 1 h, 45 min, and 30 min, in the
presence of 30, 50, 100, and 1000 pM MeHgCl, respectively, before entry
into necrosis. Almost all PMN were necrotic by 8, 4, 2, and 1 h following
exposure to 30, 50, 100, and 1000 pM MeHgCl, respectively (Figure 4).
Typical cytograms of control cells and cells treated with MeHgCl (100 pM),
or heated at 56°C are shown in Figure 5, indicating rapid induction of
apoptosis in MeHgCl-treated cells, before their entry into necrosis, while
heat-treated cells underwent necrosis without previous apoptosis. Thus, the
modality of MeHgCl-induced cytotoxicity in PMN was compatible with
necrosis supervened over apoptosis.

In PMN treated with HgCl,, concentrations of 10-50 pM induced
both inhibition of apoptosis and augmentation of necrosis, yielding in-
consistent effects on the percentage of viable cells (Figure 6). At higher
concentrations (2100 pM), HgCl, induced necrosis within 15 min without
any apparent transition into apoptosis, except at 100 pM, where part of
PMN (50-60%) progressively underwent apoptosis during the first 60 min
of treatment, before entry into necrosis (Figure 6).
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FIGURE 4. Dose response and time course of high-level MeHgCl-induced cytotoxic effects on PMN.

Results represent the mean + SE of at least three experiments.
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FIGURE 5. Representative time course of phosphatidylserine externalization detected by annexin V
binding. Treated PMN were stained with annexin V-FITC and Pl and analyzed by flow cytometry.
Indicated are the percentages of cells that were annexin V-negative and Pl-negative (lower left quad-
rant corresponding to viable cells), annexin V-positive/Pl-negative (lower right quadrant representing
apoptotic cells), annexin V-positive/Pl-positive (upper right quadrant, necrotic cells), and annexin V-
negative/Pl-positive (upper left quadrant).
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Further Characterization of MeHgCl-Induced Necrosis Supervened
Over Apoptosis in PMN

To confirm that cells treated with high-level MeHgCI underwent apopto-
sis before necrosis, two other hallmarks of apoptosis were used, including
(1) morphologic counting of pyknotic nuclei and (2) HT/PI staining followed
by flow cytometry analysis. In Figure 7, cytocentrifuge preparations were
performed and the morphology of PMN was observed by light microscopy.
A control population of freshly isolated normal PMN showed the mor-
phology of intact cells with polysegmented nuclei (Figure 7A). After 20 h
of culture, the PMN displayed pyknotic nuclei with condensation of their
chromatin and coalescence of the nuclear lobes (Figure 7B), a typical char-
acteristics of apoptotic cells (Hébert et al., 1996). In Figure 7C, cells treat-
ed for 15 min with MeHgCl (100 pM) exhibited the same characteristic
pyknotic nuclei as cells undergoing constitutive apoptosis. After 2 h of treat-
ment with MeHgCl (100 pM), cell swelling and loss of the plasma mem-
brane integrity were observed, similar to the morphology of cells heated at
56°C for 1 h, and consistent with the morphology of primary necrotic cells
(data not shown).

Four populations of human PMN could be distinguished by HT/PI
(Figure 8). These included (1) PMN displaying low fluorescence with both
HT and PI, which represents viable neutrophils (cluster A); (2) apoptotic
cells exhibiting high fluorescence for HT and low fluorescence for Pl
(cluster B); (3) PMN displaying low fluorescence with HT and high fluo-
rescence with P, representing cells in secondary necrosis (cluster C); and
(4) cells in primary necrosis characterized by high fluorescence with both
HT and PI (cluster D). Control PMN (Figure 8, left panel) asynchronously
underwent apoptosis after several hours of incubation, with a consistent
percentage of apoptotic cells at 8 h (19% in cluster B), which increased
with time and reached a maximum by 16 h (64%). After this spontaneous
apoptosis, PMN progressed to secondary necrosis that was detectable
after 20 h (11% in cluster C), and increased further upon prolonged incu-
bation for several days (data not shown). There were a few percentages of
cells in the primary necrosis cluster that did not change significantly with
incubation time (1-6%). Exposure of PMN to MeHgCl (100 pM) led very
rapidly to an increased rate of apoptosis with 80% apoptotic cells within
15 min of treatment (Figure 8, middle panel). Cells remained in the apop-
tosis state for 30-45 min, and then progressed to primary necrosis, with
11%, 29%, and 94% of cells necrotic after 45, 60, and 120 min. This
sequence of cell death was not found with heat shock of 56°C, which in-
duced primary necrosis in a time-dependent manner culminating at 89%
necrotic cells after 1 h, without any transition in apoptosis at earlier time
points (Figure 8, right panel). Triple-color staining with annexin V-FITC,
HT, and Pl indicated that annexin V-positive and Pl-positive cells induced
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FIGURE 7. PMN morphology assessed by cytology following high-level MeHgCl treatment. The cells
were stained with Wright-Giemsa and then examined by light microscopy. (A) Control cells show
normal morphology with polysegmented nucleus (arrows). (B) After 20 h, PMN undergo spontaneous
apoptosis that is characterized by a condensation of chromatin and coalescence of the nuclear lobes
(filled arrowheads). (C) When treated with MeHgCl at 100 pM for 15 min, a classical morphology of
apoptotic cells was induced.
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FIGURE 8. Representative sequence of PMN death assessed by HT/PI assay after high-level MeHgCl
treatment. PMN were incubated with buffer (control, left panel), with 100 pM MeHgCl (middle
panel), or heated at 56°C (right panel) for the indicated periods of time. Cells were then stained with
HT and PI. PMN from cluster A {normal PMN), B (apoptotic PMN), C (secondary necrotic cells), and
D (primary necrotic PMN) were identified by flow cytometry. Numbers indicate the percentage of
positive cells in the corresponding cluster.
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by MeHgCI (100 yM) or by heating at 56°C displayed high HT fluores-
cence and were indeed in the primary necrosis state (data not shown).

DISCUSSION

The results of our study clearly demonstrate that low and nontoxic con-
centrations (1-7.5 pM) of both MeHgCl and HgCl, concentration-depen-
dently protect PMN from spontaneous apoptosis, leading to improved sur-
vival rate. The optimal antiapoptotic concentrations are 5-7.5 yM and 4-7.5
UM for MeHgCl and HgCl,, respectively. These findings are in keeping
with those reported recently showing that HgCl, at concentrations of
1-10 pM attenuates CD95-mediated apoptosis in the human leukemic
Jurkat T cell line (Whitekus et al., 1999). Thus, the antiapoptotic effects
described in the latter study with inorganic Hg can be extended to organo-
mercurials as well, in normal human PMN. Alteration of human PMN func-
tions by low-level Hg have been reported previously both in vitro (Malamud
et al., 1985; Contrino et al., 1988; Obel et al., 1993) and in vivo (Perlingeiro
& Queiroz, 1994, 1995), but it is not known whether part of these effects is
related to inhibition of PMN spontaneous apoptosis. Genetically prone ani-
mal models of Hg-induced autoimmunity are described in rodents (reviewed
in Lawrence & McCabe, 1995), and there is some evidence from clinical
studies suggesting that exposure to Hg may result in autoimmune responses
to various self-antigens in humans (Schrallhammer-Benkler et al., 1992;
Bigazzi, 1999; El-Fawal et al., 1999). It is conceivable that attenuation of
PMN constitutive apoptosis by Hg may lead to excessive accumulation of
senescent PMN, and this may contribute to Hg-induced autoimmunity.

Low-level MeHgCl induced a greater effect than HgCl, in protecting
PMN from constitutive apoptosis, although the concentration-response
curve of HgCl, is shifted to the left as compared to that of MeHgCI. These
findings could be explained by the greater membrane permeability of
MeHgCl leading to more complex toxicant-cell interactions. Indeed, in
comparison with inorganic Hg, the organic forms could gain more easy
access to cellular and molecular targets localized either in the cell mem-
brane or inside the cytoplasm and the nucleus (Clarkson, 1997), some of
which may be critical for the control of PMN spontaneous apoptosis. The
molecular mechanisms of delay of apoptosis by organic and inorganic Hg
are still unknown. In the Jurkat cell model, attenuation of CD95-mediated
apoptosis by Hg was associated with blockade of caspase-3 activation.
However, Hg does not impair the apoptosis induced by tumor necrosis
factor a (TNFa), which has activation of caspase-3 as a common feature
with CD95. It is suggested that the target for Hg is not caspase-3 itself,
but an unknown signaling component that is upstream of caspase-3 and
downstream of CD95 (Whitekus et al., 1999). The role of the CD95/Fas
Ligand system in spontaneous PMN apoptosis is still controversial, while
several other proapoptotic as well as antiapoptotic proteins, including
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those of the Bcl-2 family, have been associated with regulation of PMN
apoptosis and survival (reviewed in Akgul et al., 2001). Hence, future
work will elucidate whether attenuation of constitutive PMN apoptosis by
Hg uses CD95-specific signaling pathways as in Jurkat T cells, or other mol-
ecular mechanisms specific to PMN.

In marked contrast to their anti-apoptotic effects on PMN, low concen-
trations of MeHgCl (1-7.5 pM) concentration- and time-dependently induce
apoptosis and also necrosis in MNC. The cytotoxic effects of low-level
MeHgCl on MNC are consistent with the results of previous studies with
organic and/or inorganic Hg on these cells (Shenker et al., 1993a, 1997;
InSug et al., 1997; Guo et al., 1998), although the latter described predomi-
nantly apoptogenic effects, without significant necrosis. About 10-fold
higher MeHgCl concentrations were required to induce similar cytotoxic
effects in PMN as compared to MNC, suggesting that PMN are relatively
resistant to Hg cytotoxicity. Thus, PMN are probably not a significant target
for the direct cytotoxic effects of Hg in in vivo situation. A relative resis-
tance of PMN to the cytotoxic effects of cadmium has been reported pre-
viously (Enger et al., 1983), suggesting that this phenomenon is not re-
stricted to Hg, but may be shared with other heavy metals. The reasons
for the differential sensitivity of PMN and MNC to low-level Hg are not
known, but this may reflect their differential propensity to undergo spon-
taneous apoptosis. Thus, as mentioned earlier, Hg may interact directly
and/or indirectly, with some pro- and/or antiapoptotic molecules specifi-
cally expressed in the PMN, but absent in the MNC, to downregulate
apoptosis in the former. Differences in the expression of some cytoprotec-
tive molecules, such as the nonprotein thiol antioxidant glutathione, which
contributes to maintenance of cellular redox status, and which is more
expressed in PMN than in lymphocytes (Scott et al., 1990), may also play
a role in their sensitivity to Hg-induced cytotoxicity. Interestingly, induc-
tion of apoptosis in T and B lymphocytes by Hg has been associated with re-
duction in their glutathione reserve together with increased generation of
reactive oxygen species (Shenker et al., 1993b, 1999). In addition, acti-
vated T lymphocytes that are reportedly more resistant than resting T cells
to Hg-induced apoptosis (Close et al., 1999) are known to express higher
levels of intracellular glutathione (Messina & Lawrence, 1989). Thus, by
modulating cellular redox status, Hg may in turn modulate the functions
of several redox-sensitive molecules, such as caspases, which are in-
volved in regulation of apoptosis. Conversely, the metal-binding protein
metallothionein, which confers resistance to heavy-metal toxicity in sev-
eral systems, may not play a significant role as mediator of PMN resis-
tance to Hg cytotoxic effects. Indeed, this family of protein is poorly
induced by heavy metals in PMN (Enger et al., 1983; Yurkow & DeCoste,
1999), while it is readily induced in monocytes (Mesna et al., 1995;
Koropatnick & Zalups, 1997) and in T and B lymphocytes (Mesna et al.,
1995; Yurkow & Decoste, 1999).
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Because of their similar level of annexin V binding, cells in primary
and secondary necrosis were not readily distinguishable on the basis of
annexin V-FITC fluorescence, consistently with a previous report (Louagie
et al., 1998). Therefore, HT and PI staining was used followed by flow
cytometry analysis to discriminate between PMN cell death by secondary
necrosis and by primary necrosis, in addition to detection of cell death by
apoptosis (Hébert et al., 1996). Results demonstrate that the sequential
mode of cell death induced by MeHgCl and HgCl, in PMN is compatible
with necrosis supervened over apoptosis. However, there are a number of
differences between the concentration-response relationships and kinetics
of both chemical forms. Indeed, MeHgCl is about an order of magnitude
more cytotoxic: than HgCl,, with virtually no viable cells remaining after
15 min of incubation in the presence of 30 and 300 pM of MeHgClI and
HgCl,, respectively. Moreover, whatever the concentration between 30 and
1000 pM, MeHgCl always induces a burst of apoptosis that affects all the
cells, and which is followed by necrosis. In contrast, apoptosis precedes
necrosis only in a limited concentration range of HgCl, (100 pM), and in a
fraction of the cells only (50-60%); at higher concentrations of HgCl,
(300-1000 pM), necrosis was induced in the first 15 min without any evi-
dence of transition in apoptosis. As mentioned earlier for their antiapop-
totic potential at low concentrations, the differences in the modality of the
cytotoxic effects of high-level MeHgCl and HgCl, can be explained by the
higher membrane permeability for the organic form, although other un-
known mechanisms could be involved. Studies by Shenker et al. (2000)
have shown that MeHgCl is more apoptogenic than HgCl, in MNC, and
that these forms utilize different signaling pathways to induce apoptosis in
the MNC.

Raffray and Cohen (1997) underlined the fact that the necrosis super-
vened over apoptosis modality of cell death is not indisputably
established to date, since the difficulties of following rapid and potentially
asynchronous changes in individual cells are experimentally challenging.
The findings of the present study may contribute to establish more firmly
this operational form of toxicant-induced necrotic cell death occurring in
cell types that exhibit low apoptotic threshold, such as PMN, immature
thymocytes, and activated mature T lymphocytes. This is owing to obser-
vations of very early as well as later flow cytometric, and morphologic
changes following exposure of human PMN to increasing concentrations
of different Hg species. The data reveal also two additional interesting
findings. First, although the necrotic cells induced by MeHgCl (100 pM)
are secondarily derived from cells that have undergone apoptosis, they do
not exhibit the same morphologic and fluorescence characteristics as sec-
ondary necrotic cells found in normal PMN after spontaneous apoptosis.
Rather, 100 pM MeHgCl-induced necrotic cells share common features
with heat-treated cells that are in primary necrosis. This reinforces the
idea that in the necrosis supervened over apoptosis cell death mode, initi-
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ation of apoptosis is soon overwhelmed by collapse of cellular integrity,
which is characteristic of primary necrosis in conditions of sudden changes
in cellular microenvironment. Second, intermediary Hg concentrations
(10 pM MeHgCl, and 10-50 yM HgCl,) may exist that do not affect sig-
nificantly PMN cell viability and for which interindividual variability is
greater. These intermediary concentrations represent a threshold below
which protection against spontaneous apoptosis is afforded, and above
which necrosis is induced rapidly. Lack of alteration of PMN viability at
such intermediary concentrations is probably due to overlap and mutual
neutralization of these two opposite effects.

The results of our study support the notion that Hg-induced immuno-
toxicity critically depends on the immune cell type, and also on Hg species
and concentration. More importantly, evidence shows that low levels of Hg
in both organic and inorganic forms protect primary cultures of human
PMN from cell death by apoptosis. The potential contribution of these anti-
apoptotic effects in Hg-induced autoimmunity and in other Hg-induced
immune alterations deserves further investigation.
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Discussion et conclusion

Les neutrophiles sont les premiéres cellules a arriver au site inflammatoire et elles ont
pour but de phagocyter et de détruire les micro-organismes s’y trouvant. Ces cellules vont
spontanément en apoptose, mécanisme qui joue un rdle clé dans la résolution de
I’inflammation. Une perturbation au niveau de la reconnaissance des neutrophiles
apoptotiques par les macrophages ou une dérégulation de la machinerie apoptotique des

neutrophiles peut mener a des désordres inflammatoires.

Le mercure est un contaminant de I’environnement qui existe sous plusieurs formes, soit
le mercure métallique, le mercure inorganique et le mercure organique. Ce métal lourd a
des effets toxiques notamment sur les systémes nerveux, rénal et immunitaire. Les effets
du mercure sur les cellules du systtme immunitaire peuvent varier selon plusieurs
facteurs, tels que le bagage génétique, la forme chimique et la concentration de mercure,
le type de cellules et 1’état d’activation des cellules. Le but de cette étude vient du fait que
les effets du mercure sur la viabilité et le type de mort cellulaire induits chez les

neutrophiles humains sont peu connus.

Nous avons premiérement voulu comparer deux formes chimiques de mercure, soit une
forme de mercure organique (MeHgCl) et une forme de mercure inorganique (HgCl,). De
plus, nous avons étudié les effets de ces deux formes de mercure sur la viabilité et le type
de mort cellulaire induits chez les neutrophiles isolés de sang périphérique humain. Pour
ce faire, nous avons incubé les neutrophiles & une gamme de concentrations de mercure
(1-1000 pM) pendant différentes périodes de temps et les cellules ont été ensuite
analysées par cytométrie en flux. L’annexine V-FITC et I’iodure de propidium ont été
utilisés afin de respectivement marquer les cellules apoptotiques et nécrotiques. Les
résultats ont été confirmés par I'utilisation du Hoechst 33342, un agent intercalant de

I’ ADN et par observation de la morphologie des neutrophiles en microscopie optique.

Les résultats de cette étude montrent que de faibles concentrations non toxiques (1-7,5

uM) de mercure organique et inorganique retardent 1’apoptose des neutrophiles et ce, de
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facon dose-dépendante. Les concentrations anti-apoptotiques optimales sont
respectivement de 5 27,5 pM et de 4 27,5 pM pour le MeHgCl et le HgCl,. Ces résultats
sont analogues & ceux d’une étude démontrant que le HgCl, a des concentrations de 1-10
uM retardent I’apoptose médiée par des anticorps anti-Fas chez la lignée humaine de
lymphocytes T Jurkat, qui a été utilisée comme modele de lymphocytes T activés

(Whitekus et al, 1999).

De nombreuses études relatent les différentes perturbations de fonctions des neutrophiles
humains (chimiotaxie, phagocytose, etc.) induites par de faibles niveaux de mercure, mais
nous ignorons si ces effets sont reliés a I’inhibition de I’apoptose (Contrino ef al, 1988;
Worth et al, 2001). De nombreuses observations chez les modeles animaux et études
cliniques montrent que des intoxications au mercure peuvent mener a des maladies
autoimmunes (Hirsch et al, 1982; Pelletier et al, 1990; Hu Moller et Abedi-Velugerdi,
1999). Sachant de plus que les neutrophiles sont des cellules grandement impliquées dans
les réponses inflammatoires, nous pouvons suggérer que le maintien de la viabilité des
neutrophiles par le mercure pourrait mener a leur accumulation dans I’organisme, ce qui

pourrait contribuer a I’émergence de désordres autoimmuns.

De faibles niveaux de MeHgCIl ont eu davantage d’effets sur I’inhibition de 1’apoptose
des neutrophiles que le HgCl,. Cette différence de réponse pourrait s’expliquer par le fait
que le MeHgCl, étant liposoluble, a une plus grande perméabilité membranaire que le
HgCl,, ce qui permettrait au mercure organique d’avoir davantage d’interactions avec les
cellules (Braeckman et al, 1996; Clarkson, 1997). Le chlorure de méthylmercure pourrait
atteindre plus facilement les cibles localisées a la membrane, a I’intérieur du cytoplasme
et dans le noyau des neutrophiles, ce qui peut constituer un facteur critique dans le

contrdle de I’apoptose de ces cellules.

Dans le modele de la cellule T Jurkat, ’inhibition de I’apoptose médiée par Fas via le
mercure inorganique fut associée a I’inhibition de I’activation de la caspase-3. Le HgCl,
dans ce modele a cependant été incapable d’inhiber I’apoptose médiée par TNFa. chez les

cellules Jurkat. Sachant que la caspase-3 est également impliquée dans I’apoptose par le
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TNFaq, il a été suggéré que la cible du mercure inorganique n’est pas la caspase-3 elle-
méme, mais qu’une autre composante pour le moment inconnue de la signalisation située
entre le récepteur Fas et la caspase-3 serait impliquée (Whitekus ef al, 1999). Le systéme
Fas-FasL. ne semblerait pas étre le mécanisme principal responsable de 1’apoptose
spontanée des neutrophiles. Il serait toutefois intéressant de regarder si I’inhibition de
I’apoptose des neutrophiles par le mercure utilise les voies de signalisation spécifiques au

systéme Fas-FasL ou si d’autres cibles sont impliquées.

Contrairement aux effets observés chez les neutrophiles, de faibles niveaux de MeHgCl
(1-7,5 uM) induisent I’apoptose et la nécrose chez les cellules mononucléées de fagon
dose- et temps-dépendante. Les effets toxiques du mercure organique que nous avons
observés chez les cellules mononucléées corroborent les résultats de nombreuses études
avec le mercure organique et inorganique chez ces cellules, bien que les auteurs de ces
études aient percu principalement de I’apoptose sans qu’il y ait induction importante de
nécrose (Shenker et al, 1993a; Shenker et al, 1997; Insug et al, 1997; Guo et al, 1998).
Des concentrations environ 10 fois plus élevées de MeHgCl ont été nécessaires a
I’induction d’apoptose et de nécrose chez les neutrophiles par rapport aux cellules
mononucléées, ce qui suggere que les neutrophiles sont relativement résistants a la
cytotoxicité induite par le mercure. Ceci nous indique également que les neutrophiles ne
sont probablement pas une cible significative pour les effets directs de cytotoxicité du

mercure en situation in vivo.

Ces observations reflétent la différence entre les neutrophiles et les cellules mononucléées
au niveau de leur tendance naturelle a subir I’apoptose spontanée. Le mercure pourrait
interagir directement ou indirectement avec des molécules pro- ou anti-apoptotiques
exprimées exclusivement chez le neutrophile, et non chez les cellules mononucléées, afin
de retarder leur apoptose. Une différence au niveau de I’expression de molécules
cytoprotectrices, telles que le glutathion (protéine plus fortement exprimée chez les
neutrophiles que chez les lymphocytes), pourrait jouer un réle dans la sensibilité a la
cytotoxicité induite par le mercure (Scott ef al, 1990). D’autres études ont montré que

I’induction de I’apoptose chez les lymphocytes T et B par le mercure est associée a une
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diminution de la réserve de glutathion intracellulaire, couplé a une augmentation de la

génération de radicaux libres (Shenker et al, 1993b; Shenker et al, 1999).

Une étude a montré que les lymphocytes T a I’état activé sont davantage résistants a
I’apoptose induite par le mercure que des lymphocytes T au repos (Close, Guo et
Shenker, 1999). Sachant que les cellules T activées expriment davantage de glutathion
intracellulaire, nous pouvons penser que le mercure interfére avec certaines protéines,
comme les caspases, qui sont impliquées dans la régulation de I’apoptose et qui sont
sensibles au statut redox de la cellule. Il serait intéressant de regarder si le mercure a un
effet sur le statut redox des neutrophiles et s’il a une influence sur les niveaux de

protéines cytoprotectrices comme le glutathion.

Les expériences effectuées avec de fortes concentrations de mercure organique et
inorganique montrent que le mode de mort cellulaire induit par le mercure chez les
neutrophiles est la nécrose qui survient par-dessus 1’apoptose, processus lors duquel
I’apoptose est initiée chez les cellules, mais la cascade apoptotique est rapidement
interrompue par une perte d’intégrit¢é membranaire (Raffray et Cohen, 1997). 1l existe
cependant de nombreuses différences entre les relations de doses-réponses et les
cinétiques des deux formes de mercure. Le mercure organique s’est avéré plus toxique
que le mercure inorganique. De fortes concentrations de MeHgCl induisent 1’apoptose de
tous les neutrophiles en méme temps, et les cellules subissent ensuite la nécrose. Le
HgCl, pour sa part induit I’apoptose qui précéde la nécrose dans un écart de
concentrations trés limité (environ 100 uM) chez une fraction des cellules seulement (50-
60 % des cellules). Des concentrations supérieures a 100 pM induisent directement la
nécrose, sans qu’il n’y ait de transition évidente en apoptose. Comme mentionné pour les
effets anti-apoptotiques des faibles concentrations de mercure, les différences au niveau
des modes de mort cellulaires induits par de fortes concentrations de MeHgCl et de HgCl,

peuvent étre expliquées par les propriétés physicochimiques des deux formes de mercure.

Les résultats de cette étude contribuent 2 mieux définir la nécrose qui survient par-dessus

’apoptose comme mode de mort cellulaire induit par des toxiques chez des cellules ayant
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un seuil apoptotique faible comme les neutrophiles, les thymocytes immatures et les
lymphocytes T a I’état activé. Les neutrophiles qui vont en apoptose spontanée subissent
éventuellement la nécrose secondaire en absence de phagocytose par les macrophages.
Méme si les cellules qui subissent la nécrose par de fortes concentrations de MeHgCl ont
subi précédemment I’apoptose, elles ne présentent pas les mémes caractéristiques
morphologiques et fluorescentes que des cellules en nécrose secondaire. De plus, les
neutrophiles en présence de fortes concentrations de mercure organique partagent des
caractéristiques communes avec les cellules en nécrose primaire suite au chauffage de ces
derniéres. Ces observations viennent supporter I’idée que lors de la nécrose qui survient
par-dessus 1’apoptose, I’initiation de I’apoptose est rapidement interrompue par une perte
d’intégrité membranaire, qui est une caractéristique de la nécrose primaire lors de

changements brusques de I’environnement (Raffray et Cohen, 1997).

Nous avons observé de plus qu’il existerait des concentrations intermédiaires de mercure
organique (10 pM) et inorganique (10-50 pM) qui n’affectent pas significativement la
viabilité cellulaire des neutrophiles et pour lesquelles la variabilité entre individus est plus
grande. Ces concentrations intermédiaires représentent un seuil au-dessous duquel il y a
protection contre 1’apoptose et au-dessus duquel la nécrose est induite rapidement. Le

maintien de la viabilité des neutrophiles & ces concentrations pourrait étre dii a une

neutralisation de la somme des effets pro- et anti-apoptotiques du mercure.

En perspective, il serait intéressant éventuellement de regarder les mécanismes anti-
apoptotiques du mercure chez les neutrophiles au niveau intracellulaire, plus
particulierement au niveau de certains effets communs pergus chez les neutrophiles en
présence d’agents qui retardent I’apoptose. Sachant que plusieurs cytokines
inflammatoires qui retardent 1’apoptose augmentent la phosphorylation sur des résidus
tyrosines de nombreuses protéines, il serait intéressant de regarder si le mercure a le
méme effet. Nous pourrions également vérifier si I’inhibition de I’apoptose par le mercure
se fait via la synthése de novo de protéines qui ne sont pas exprimées de fagon
constitutive. Il se pourrait que de faibles concentrations de mercure régulent des voies de

signalisation qui meénent a I’activation de facteurs de transcription spécifiques qui
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induisent I’expression de génes clé chez le neutrophile. Il serait alors intéressant de
vérifier si le mercure maintien I’expression ou induit la synthe¢se de protéines anti-

apoptotiques telles que Mcl-1 et Al.

Les résultats de I’étude montrent que le mercure est un agoniste pouvant moduler
I’apoptose des neutrophiles et que les effets immunotoxiques du mercure dépendent
grandement du type de cellules immunes, de I’espece et des concentrations de mercure.
Nous ne connaissons pas les mécanismes responsables des effets anti-apoptotiques du
mercure organique et inorganique chez les neutrophiles. Cependant, la survie de ces
cellules pourrait expliquer en partie les désordres inflammatoires et autoimmuns

provoqués par une exposition au mercure.
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