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SOMMAIRE

Le mercure est un contaminant omniprésent dans ’environnement et qui peut
provoquer plusieurs effets indésirables sur I’organisme vivant. La forme organique, tel le
chlorure de méthyl-mercure (MeHgCl), est la plus toxique chez les animaux et I’humain a
cause de sa haute liposolubilité. A de fortes doses, le MeHgCl est neurotoxique et peut
entrainer la mort chez un ’animal ou I’humain, comme il a été constaté lors de la maladie
de Minamata. A des doses plus faibles, par contre, il entraine des réactions
contradictoires chez les animaux de laboratoire. Ainsi, selon la lignée de souris et de rats,
le mercure perturbe le systéme immunitaire de telle sorte qu'une immunosuppression ou
une maladie auto-immunitaire se développe. Notre étude consiste a identifier le(s)
mécanisme(s) qui pourrait(ent) expliquer cette différence de réponse au mercure chez
deux lignées murines, c’est-a-dire que la lignée C57BL/6 (H-2"), résistante a 1’auto-
immunité mais qui développe une immunosuppression, et la lignée SJL (H-2°) sensible a

la maladie auto-immune induite par le mercure.

Afin d’expliquer cette différence, nous avons vérifié si de faibles concentrations
de MeHgCl induisaient une immunosuppression chez la souris C57BL/6 suite a une
augmentation du processus de mort cellulaire programmée (apoptose) chez les
lymphocytes T spléniques et thymiques, ou, au contraire, une immunostimulation chez la
souris SJL via une résistance au processus apoptotique. Pour vérifier ces hypotheses, des
lymphocytes spléniques et thymiques de la souris C57BL/6 et SJL ont éte mis en contact,
in vitro, avec différentes concentrations subtoxiques de MeHgCl (0.001 a 1 uM) pendant
48 h. Les lymphocytes apoptotiques ont été détectés par des modifications
morphologiques et par la fragmentation de leur ADN en cytofluorométrie. Ces cellules
apoptotiques ont alors été identifiées par marquage avec des anticorps monoclonaux anti-
récepteurs spécifiques aux lymphocytes T. De plus, les fonctions métaboliques de ces

lymphocytes ont été analysées par une méthode colorimétrique.

Nous avons montré que les lymphocytes spléniques totaux et, en particulier, la

sous-population de lymphocytes CD4+ de la souris C57BL/6 étaient plus sensibles a
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I’apoptose induite par le MeHgCl que ceux de la souris SJL. Ces splénocytes totaux et les
sous-populations CD4+ et CD8+ de souris C57BL/6 étaient davantage sensibles a cet
effet du MeHgCl lorsque stimulés par la concanavalin A (Con A), tandis que ceux de SJL
demeuraient résistants a 1’apoptose. De plus, certains lymphocytes morphologiquement
apoptotiques se sont avérés étre hyperploides, suggerant une apoptose post-stimulation
induite par le MeHgCl. Quant aux thymocytes des deux lignées de souris, le MeHgCl n’a
produit que peu d’effet sur ces populations, mais, en présence de Con A, les thymocytes
de la souris C57BL/6 ont été plus fortement stimulés. Ces différences de réponses entre
les lymphocytes matures spléniques et immatures thymiques a I'induction d’une apoptose
post-stimulation indique que le MeHgCl interagit différemment, chez les deux lignées de

souris, avec les facteurs responsables du processus apoptotique.

Par ailleurs, nous avons montré que le MeHgCl était capable de perturber
I’activité métabolique mitochondriale des lymphocytes spléniques et thymiques de la
souris C57BL/6 tandis que le métabolisme des lymphocytes de la souris SJL était peu
altéré. En présence de Con A, par contre, le MeHgCl affectait beaucoup moins I’activité
métabolique des lymphocytes de la souris C57BL/6. Des expériences d’induction
d’apoptose via le systéme Fas/Fas L ont montré que les lymphocytes spléniques ou
thymiques qui exprimaient la molécule Fas étaient sensibles a I’apoptose induite par des
concentrations faibles de MeHgCl. De plus, les lymphocytes exprimant la chaine V8 du
TCR, chez la souris C57BL/6 seulement, étaient plus sensibles a I’induction d’une

apoptose par le MeHgCl.

Nos études montrent, pour la premiére fois, que le MeHgCl peut induire un
processus apoptotique de fagon sélective chez des lymphocytes T stimulés, Fas+ et
surtout de la famille des VP8 chez une lignée de souris sensible a I'immunodéficience.
Par contre, les lymphocytes T de la souris SJL résistaient a I’induction d’apoptose malgré
une stimulation par le MeHgCl. Ces résultats suggérent que la sensibilité d’un individu a
une exposition & des concentrations subtoxiques de MeHgCl pourrait s’exprimer soit par
une déficience ou une stimulation des cellules immunitaires, en fonction de facteurs

génétiques, consécutifs aux processus d’apoptose post-stimulation.



TABLE DES MATIERES

PATE AR MG 0505 cosieaintsssnin s ats wabian Siemm b SRR oA w7 ERAS 1A B AELAREH 13 ¥l Lo S s il
T SR S G O 10 BTN i s w4 e Fo b i3 B G A LTS ii
SOMUMAITE. ...ttt ettt ettt e il
Table des MAtIEIeS........cc.oiiiiiiiiii e \%
Liste des tableaux...........oooiiiiiiiii e Xiil
Liste desili@uigen i i o i« o et o Sy 0l e Al g oo AL XV
T o 0 R R TR 00 e A v v S K O ML s XX
N O RO, i o T g s s S 41 it s S i el s T T M R o XXil
CHAPITRE PREMIER : ETAT DES CONNAISSANCES........................ 1
1.1 Sources de mercure dans I’environnement..............cooooviioiiiiiiiiiniinieiiie e 2
LY Soupces BaBEPBIIES. ... .cosivivnaroisummmmmmissssnyyen s 614 95 43440 4855 pmssissinsisemasms stmmmmses 2
1.1.2 Sources reliées aux activités MUMQINES......................cccoeviiieeiiiiiiiiiii Z
1.1.3 Transformation du mercure dans [’environnement.................................. 3
1.1.4 Utilisation du mercure....................ccccoovioiiiiieeiiiiiiieece e, 3

1.2 Wetabolisma du MeEGa.. it il b st daa bR ST T 4
] ADSOTBIION . . 0 ciientiiinatbn it tass fems s somifss i8S S §oms £ B85 S ot .4
LN L TG OOl oo iwsscsaniiinicn e semblssopons: FblesE i 5 s ot mmadi e g e 4

1.2.1.2 Voies pulmonaire et CULANEe. ...................ccccieviiiiiiaiiiiiiniiiininn, 4

1.2.2 Distribution corporelle du MeHg.......................cccccoiiiiiiiiiiiiiiiieii . 5
1.2.3 Biotransformation....................ccccoceivviiiiiiiiiiiiiiiiiiiine i e

1.2.4 ElIMIRALION. ... e e e 6



Vi

1.3 Manifestations cliniques de la toxicité du MeHg................ccooccoiiii 7
I'3:1 Effels Sur i SYSIENIE DETVBHE .o sivaisisibinisiings shardelissass sodadinismbs boibon 7
1.3,2 Anires GACIRIOS HSSMIATIOT ..o v -cuiarsrmon cqoveseiiiviosioina e s s issbs sigiassiisbyote 9

1.4 Toxicité du MeHg au niveau cellulaire. ... 9
1.4.1 Effets sur la membrane cellulaire..........................c.cccooociiiiiiiiiiii 9
1.4.2 Effets sur les microtubules..................ccc.ccooooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 10
1.4.3 Perturbation de la fonction cellulaire par le mercure............................. 11

1.43.1 Effets sur la transmission nerveuse..........................ccccccccoeen. 11
1.4.3.2 Effets sur Ia BIOSYHIRESE. . ....cc.ocoivimencunisnsvmmecsineiisiene e snesabines sarene 12
1.4.3.3 Effets anti-mitotiQues.................c.cooeiveeevavniiiosoeiariieecn e sieeennes 12

1.5 Effets du mercure sur le systéme ImmUunItaire............oooveiovvereiiireniiieaiieeenne 13

1.5.1 L’immunodéficience induite par le MeHg..............ocviciipiosnsissiosinmassionsss 14
1.5.1.1 Altération de l'immunité cellulaire ou humorale....................... 15
1.5.1.2 Réponses lymphocytaires aux mitOgenes........................c........... 15
1.5.1.3 Effets toxiques du MeHg sur les cellules immunitaires............... 16

1.51.3.1 Microtubules, synthése des protéines, canaux

ioniques et membrane cellulaire................................ 16
1.5.1.3.2 Meétabolisme du glucose............................c..cccoee.... 17

1.5.1.3.3 Effet du mercure sur la biodisponibilité
AR GIRNTRION. ... il s U s ki s 17
1.5.2 L'auto-immunite induite par le MeHg......................c...cccoovviieiiiiia 18
1.5.2.1 La maladie auto-immune....................c.coocveeeirieaiiiieniieean e 18
1.5:2:2 - La SorsiBiliig GURetiqUE. i ivin it ilsspmmmsatss b s s iarslis ik idsbubobe 19

1.5.2.3 Les effets sur les ymphocytes T.................ccccociiiiiiiiiiiinn, 20



vii

1.5.2.4 Les effets sur les lymphocytes B.................cccccoiiiinns 22
1.5.2.5 Les mécanismes d’induction de I'auto-immunité........................ 23
1.6 Processus de différenciation et de maturation des lymphocytes T...................... 23

1.6.1 La différenciation et la maturation des lymphocytes T,
et le microenvironnement tHymique. . ................cc.oocoeeiiiniiinieiiie 24

1.6.1.1 Les sélections positive et REGALIVe. ................c.coccoviiiiiiiiiiin 26

1.6.1.2 Les activateurs et inhibiteurs de la différenciation

et de la maturation des lymphocytes T.........................oooe 27

1.6.1.3 Les marqueurs de surface des lymphocytes T......................... 27

1.6.1.3.1 Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)....... 28

1.6.1.3.2 Les récepteurs de cellules T (TCR)............................ 28

1.6:1:3.3 Liantiobor Tt i vovsiudgoons vmsice v s s ums st ymss o 29

1.6.1.3.4 Lesamtigéries CD4 et CDA.......ooovims0mmensesmpinpsge s 29

1.6.1.4 La migration vers la périphérie................cccoovevviiniiiiiinann . 30

1.6.1.5 La rate comme organe effecteur de la réponse immune............... 30

1.7 L APOPLOSE. ... oeeeeettireeriiiceicnsitesis et bbb 31

1.7.1 Les réles physiologiques de 1'apoplose............................cccoiinnns 32
1.7.2 Les caractéristiques morphologiques et biochimiques

de I'APOPLOSE. ...t 33

1.7.2.1 Morphologie des cellules apoptotiques...................................... 33

1.7.2.2 Altérations biochimiques des cellules apoptotiques.................... 34

1.7.2.2.1 Modifications nucléaires.........c.....ccuiissoiioncsision 34

1.7.2.2.2 Modifications cytoplasmiques.....................c............ 35

1.7.2.3 Les mécanismes de 1'apoptose......................ccoovoviiiiniiiiainnn. 45

1.7.2.4 L’apoptose versus lanécrose..................cccccoovviiiininniinninin, 36



viil

1.7.2.5 L’importance de I'apoptose en immunologie.............................. 37

1.7.2.5.1 Les facteurs inducteurs et

inhibiteurs de 1’'apopitose........................c..coceiii 37
1.7.2.5.1.1 L’irradiation.....................cccccoveeiaeec... 38
1.72.5.1.2 Le géne c-myc.............cccccccoviamiiiannnnn, 38
1.7.25.0.3 Le@inepdd... .o iwitssomormrgiaisssmmm ifannsl 38
1.7.2.5.14 Legene Fox APO-1...iciaoiiiin.s 39
1.7.2.5.1.5 Les glucocorticoides................................ 40
1.7.2.5.1.6 Lesmétaux lourds.................................. 41

1.7.2.5.1.7 Le géne B-cell
lymphoma/leukemia-2 (bcl-2).................. 42
1.8 Objecity de o travail. i il il § oo AT U S0 G T 43
CHAPITRE DEUXIEME : MATERIEL ET METHODES .. .................. 44
2.1 Les animaux de 1aboratoire. ..............cooiiiiiiiiriii i 45
2.2 Les préparations cellulaires.................ocoooiiiiiiiii 45
2.3 Les traitements in vitro avec le MeHgCl...............co.o 46
2.4 Les immunomarquages et la cytofluoromeétrie................ccoooiiiiniiis 46

2.4.1 Marquage avec l’anticorps anti-Thyl.2
et l'iodure de propidium......................c.ccocciiiii 46

2.4.2 Double marquage avec les anticorps
iU et aiti=lEDI8 it Gia i at b 0 b BA LS o G538 3Bl 47

2.4.3 Double marquage avec les anticorps
anti-CD4 et anti-V6, VP8 ou VBI4........ccccoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiici, 47

2.4.4 Marquage des fragments d’ADN : méthode TUNEL
(TdT-mediated dUTP nick end labelling).........................ccccocoooin. 48



2.5 L atitnlatiog BIRSHOTE ... o i v il e cdds e i s e e B b

ix

200 L eytolinoromBitie B T . o sitie i i st e ideiy s el fuu b S et 49

2.7 - ArbyRes StaBICUGE, .. e i oo csimminsion cosi s sn bt samsainiad 5 SR s okt

CHAPITRE TROISIEME : RESULTATS. ...........occooooiioiimiiei .

3.1 Détermination des populations cellulaires morphologiquement
normales et apoptotiques chez les thymocytes et les splénocytes
He SOl CEVHLIG B S criviin 1ato b o o855 bty St i i i L el Tai e

3.1.1 Détermination des lymphocytes morphologiquement
normaux et apoptotiques par les différences de taille
el de FEfringenCe. ...

3.1.2 Détermination des lymphocytes morphologiquement
normaux et apoplotiques parla présence de cassures d’ADN
détectées par le test TUNEL.....................c.ccoocvoiioiiieieeeeeeeeee

3.2 Evaluation des populations cellulaires morphologiquement normales et
apoptotiques chez les splénocytes et les thymocytes de souris C57BL/6 et
SJL traités avec différentes concentrations de MeHgCl en présence ou
en absence de concanavalin A ou de dexaméthasone...............................c........

3.2.1 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement
normaux et apoptotiques, de souris C57BL/6 et SJL,

traités avec différentes concentrations de MeHgCl................................. 58

3.2.2 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement
normaux et apoptotiques, de souris C57BL/6 et SJL,
traités avec différentes concentrations de MeHgCl et en
PrESenEe-de CORBANBVIIIG A, ..y, vurse svenewgs spaemssimm pmm Gassiinss imasseinis i i bineh

3.2.3 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement
normaux et apoptotiques, de souris C57BL/6 et SJL,
traités avec différentes concentrations de MeHgCl et en

présence de dexaméthasone.....................cccccooveeeeccieiiiiiiiiieeiisiin 62

3.2.4 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement
normaux et apoptotiques, de souris C57BL/6 et SJL, traités
avec différentes concentrations de MeHgCl, tel que déterminés
parle test TUNEL...................ccccooviiiiiiiiisecieee e



3.3 Evaluation des populations cellulaires morphologiquement normales et

34

apoptotiques, chez les lymphocytes T spléniques et thymiques de souris
C57BL/6 et SIL, en présence de différentes concentrations de MeHgCl

3.3.1 Analyse des cellules spléniques Thyl+ normales et
hypoploides de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro
avec différentes concentrations de MeHgCL...............................

3.3.2 Analyse des cellules thymiques Thyl+ normales et hypoploides,
de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHGCH.............c.cccccoooriiiiniiinniiii s

3.3.3 Analyse des cellules spléniques Thyl+ normales et hypoploiides,
de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl et stimuléespar laCon A..................

3.3.4 Analyse des cellules thymiques Thyl+ normales et hypoploides,
de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl et stimulées par laCon A...................

3.3.5 Analyse des cellules spléniques Thyl+ normales et hypoploides,
de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes

concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone...........

3.3.6 Analyse des cellules thymiques Thyl+ normales et hypoploides,
de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes

concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone...........

3.3.7 Analyse des cellules spléniques Thyl+ hyperploides, de souris
C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations
de MeHgCl en présence ou en absence de concanavalin A ou de
AeXAMETAASONE. .............c..oeeeieeeeii e

3.3.8 Analyse des cellules thymiques Thyl+ hyperploides, de souris
C57BL/6 et SJL traitées in vitro avec différentes concentrations
de MeHgCl en présence ou en absence de concanavalin
A ou de dexaméthasone................................... RO

Analyse des sous-populations de lymphocytes spléniques et
thymiques, de souris C57BL/6 et SIL, lorsque traitées
in vitro avec des concentrations subtoxiques de MeHgCl.......................

3.4.1 Sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques, de
souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHGCI. ..o,



3.5

3.6

3.4.2 Sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques, de
souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl et stimulées par la concanavalin4................ 97

3.4.3 Sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques, de
souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone.................... 100

3.4.4 Sous-populations lymphocytaires de cellules thymiques, de
souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHGCI...................cccccoiiiiiiiiiiiiiii 100

3.4.5 Sous-populations lymphocytaires de cellules thymiques, de
souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl et stimulées par la Con A........................ 105

3.4.6 Sous-populations lymphocytaires de cellules thymiques, de
souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone.................... 105

Activité métabolique de cellules spléniques et thymiques de souris
CSTBIG Bt SHL rveiowmmbbid s oy S i e ek VA i o3 8 B 108

3.5.1 Etude de I'activité métabolique de cellules spléniques et
thymiques de souris C57BL/6 et SJL, en contact avec différentes
concentrations de MeHGCI....................c.ccocoviiiiiiiiiiiiiii e, 111

3.5.2 Etude de I’ctivité métabolique de cellules spléniques et
thymiques de souris C57BL/6 et SJL, en contact avec différentes
concentrations de MeHgCl et en présence de Con A............................ 111

Etude de I’activité métabolique et de I’identification des sous-
populations de cellules spléniques et thymiques, de souris C57BL/6
et SJL, en présence d’anticorps anti-Fas............ccccooeiii 114

3.6.1 L activité métabolique de cellules spléniques et thymiques, de
souris C57BL/6 et SJL, en contact avec différentes concentrations
de MeHgCl et en présence d’anticorps anti-Fas................................... 117

3.6.2 Les sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques et
thymiques, de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas................ 120



Xii

3.7 Les sous-populations V6, VP8 et V314 des lymphocytes CD4+,
de souris C57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes
GonPernEnons U MEHBUL .. oo i smaaiine s s vagd s aliaiitios 120

CHAPITRE QUATRIEME : DISCUSSION..........co.coooooimimiiiieerseeeen. 127

4.1 Induction de lymphocytes T morphologiquement apoptotiques
PEPISTNVIEETIOIN .  oeso ianp g drO s S e pck S e s o o S e 128

4.2 Effets de la stimulation blastique sur I’apoptose induite par le

MeHgCl chez les lymphocytes T de souris C57BL/6 et SJL.................oco.... 130

4.3 Sensibilité des différentes sous-populations de lymphocytes T
spléniques et thymiques a ’apoptose induite par le MeHgCl............................ 132

4.4 Modulation de ’activité métabolique de lymphocytes spléniques et

thymiques de souris CS7BL/6 et SIL en présence de MeHgCl........................ 134

4.5 Le rdle de la molécule Fas dans I’apoptose induite par le MeHgCI chez
les lymphocytes spléniques et thymiques de souris C57BL/6 et SIL................. 137

4.6 Effets du MeHgCl sur les différentes familles de CD4+V [+
chez les splénocytes de souris CS7BL/6 et SJL........c..cooooieiiiiiiiiiiicc 139

4.7 Importance de I’apoptose dans la sensibilité génétique

At clieis A MEETE O sinioniinneisisvisebioining g vitsstiss somimiini 36 sasvassbiv it ansediagins 140
A8 CONCIUSIONS. ..o e e 142
BIBLIOGRAPHIE . ..o e 144
AN N X T s A T T s s el B e e 4 T s 13 e v i s s xxiil



Tableau 1

Tableau I

Tableau I

Tableau IV

Tableau V

Tableau VI

Tableau VII

Tableau VIII

Xiii
LISTE DES TABLEAUX

Pourcentages de cellules dans les régions R1 et R2 de I’analyse
cytofluorométrique, tels que déterminés par le test TUNEL

chez des lymphocytes de rate de souris CS7BL/6 et SIL

apres différents temps de culture ... 57

Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes de rate de souris
C57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes

concentrations de MeHgCL.................occoooiiiiiiiiiiiieee 59

Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes du thymus de souris
CS57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes

concentrations de MeHECL................ocoviiiiiiiiiiiece 61

Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques, (R2) chez des lymphocytes de rate de souris
C57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence de concanavalin A................................... 63

Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes du thymus de souris
C57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence de concanavalin A................................. 64

Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes de rate de souris

C57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence de dexaméthasone.................................. 65

Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes du thymus de souris
CS57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence de dexaméthasone................................. 67

Pourcentages de cellules apoptotiques déterminés par le
test TUNEL chez des lymphocytes de rate de souris C57BL/6
et SIL, traités in vitro avec différentes concentrations de



Tableau IX

Tableau X

Xiv

Pourcentages de cellules apoptotiques déterminés par le test
TUNEL chez des lymphocytes de rate de souris CS7TBL/6 et

SJL, traités in vitro avec différentes concentrations de

MeHgCl en présence de la concanavalin A........................... AR 70

Pourcentages de lymphocytes CD4+Vf6+, CD4+V8+ et
CD4+Vp14+ en provenance de la rate de souris C57BL/6

et SJL, traités in vitro avec différentes concentrations
de MeHgClL. ..., 126



Figure 1

Figure 2

Figure 3

Figure 4

Figure S

Figure 6

Figure 7

Figure 8

LISTE DES FIGURES

Analyse cytofluorométrique des populations cellulaires du thymus
et de la rate des souris C57BL/6 et SJL selon les paramétres FSC

Analyse cytofluorométrique des populations cellulaires du thymus
et de la rate des souris C57BL/6 et SIL , traitées avec la
dexaméthasone, selon les parameétres FSC et SSC..................... 56

Cellules spléniques Thyl+ hypoploides et normales de souris

C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro

avec différentes concentrations de MeHgCl...............n 72

Cellules spléniques Thyl+ hypoploides et normales de souris

SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro

avec différentes concentrations de MeHgCl.................. 74

Cellules thymiques Thy1+ hypoploides et normales de souris

C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro

avec différentes concentrations de MeHgCl............... 75

Cellules thymiques Thy1+ hypoploides et normales de souris

SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans

la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec

différentes concentrations de MeHgClL............... 76

Cellules thymiques Thy1+ hypoploides et normales de souris

C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans

la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A............... 78

Cellules thymiques Thy1+ hypoploides et normales de souris SJL,
présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région

R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A............. 79



Figure 9

Figure 10

Figure 11

Figure 12

Figure 13

Figure 14

Figure 15

Figure 16

Cellules thymiques Thy1+ hypoploides et normales de souris
C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et

dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

GO CAAV AT s ot 13 e AR R S bk i A TR 81

Cellules thymiques Thyl+ hypoploides et normales de souris SJL,
présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région

R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A............... 82

Cellules spléniques Thy1+ hypoploides et normales de souris

C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans

la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone................ 84

Cellules spléniques Thy1+ hypoploides et normales de souris SJL,
présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région

R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone................ 85

Cellules thymiques Thyl+ hypoploides et normales de souris

C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans

la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone................ 86

Cellules thymiques Thyl+ hypoploides et normales de souris

SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans

la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone................ 88

Cellules spléniques hyperploides de souris C57BL/6, présentes dans

la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région R2 (FSC bas/

SSC haut), traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHgCl en présence de concanavalin A et de dexaméthasone........... 89

Cellules spléniques hyperploides de souris SJL, présentes dans

la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région R2 (FSC bas/

SSC haut), traitées in vitro avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence de concanavalin A et de dexaméthasone......91



Figure 17

Figure 18

Figure 19

Figure 20

Figure 21

Figure 22

Figure 23

Cellules thymiques hyperploides de souris C57BL/6, présentes dans

la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région R2 (FSC bas/

SSC haut), traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHgCl en présence de concanavalin A et de dexaméthasone........... 92

Cellules thymiques hyperploides de souris SJL, présentes dans la
région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région R2 (FSC bas/

SSC haut), traitées in vitro avec avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence de concanavalin A et de dexaméthasone......93

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ et CD8+ de
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCL.................... 95

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ et CD8+ de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et

dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vifro avec
différentes concentrations de MeHgCL.................occooiiiiiiiinn, 96

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ et CD8+ de
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vifro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

concanavalin A ... . 98

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ et CD8+ de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans
la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec

différentes concentrations de MeHgCl en présence de

concanavalin A ... 99

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ et CD8+ de
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vifro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

deXaMELNASONE. .......coiiiiiiiiieiieetiiee et 101



Figure 24

Figure 25

Figure 26

Figure 27

Figure 28

Figure 29

Figure 30

Figure 31

xviil

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4 et CD8 de

souris SIL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et

dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vifro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

B exaiiIBREIONE. . o i sororysionomime s fsd Wb kassna s da ks 25 Ao sadLAATL 41012 SEP=Tobius 102

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8 de

souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl.................... 103

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD38 de

souris SJL,présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgClL.................i 104

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8 de

souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

CONCAMAVAILEL ... .. s oveeemsme ows smyss spoonwssbbsmn s iskons oyt fnaess shboss susss s 4h45L 106

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8 de

souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et

dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

CODCATEVANIE UK. .oyt e vicisnss 5050 ous somsiinin shebas blar i s Bimomd S A1k Wuptais 83 501 s 107

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8 de

souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

R AT B A SO, g s i om0 D i B SRR L rf s s 109

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8

de souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de

dexameéthasOone. ..........ccoviiieiiiie e 110

Activité métabolique des cellules spléniques de souris C57BL/6
et SJL traitées in vitro avec différentes concentrations
HEMEBHIROL. ..o ccamirvanrsuasns rwesresmeysits s o swmms omssisssshionn ssh s Hom sn bk s 112



Figure 32

Figure 33

Figure 34

Figure 35

Figure 36

Figure 37

Figure 38

Figure 39

Figure 40

Activité métabolique des cellules thymiques de souris C57BL/6
et SJIL, traitées in vitro avec différentes concentrations
B B GEIECLL. e st i oot s Sk b pan i S o s e S 113

Activité métabolique des cellules spléniques de souris C57BL/6
et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de ‘
MeHgCl en présence de concanavalin A.....................ooooooii 115

Activité métabolique des cellules thymiques de souris C57BL/6
et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de
MeHgCl en présence de concanavalin A...............cc..ccoevivineiineennnn, 116

Activité métabolique des cellules spléniques de souris C57BL/6
et SJIL, traitées in vitro avec différentes concentrations de
MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas...................................... 118

Activité métabolique des cellules thymiques de souris C57BL/6
et SIL, traitées in vitro avec différentes concentrations de
MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas....................................... 119

Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4 et CD8 de

souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/ SSC

normaux) et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées

in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en

présence d’anticorps anti-Fas...............cccccoceoviviiiiiiioi 121

Sous-populations de lymphocytes T spléniques de souris SJL,
présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et dans la région

R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas............ 122

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8 de

souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/ SSC normaux)

et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec

avec différentes concentrations de MeHgCl en présence

d’anticorps anti-Fas.................coooiiiiiiioie e 123

Sous-populations de lymphocytes T thymiques CD4 et CD8 de

souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) et

dans la région R2 (FSC bas/SSC haut), traitées in vitro avec

différentes concentrations de MeHgCl en présence

0 antICOTS aUEFRE, ..ok il iy e ) i i s o AL s 124



Ach :
Ac:
APO-1:
bel-2 :

LPS :
MeHgCl :
MSP :
MTS :

PBS:
PE:
SSC:
SVE :
Th:

LISTE DES ABREVIATIONS

Albumine bovine sérique

Acéthylcholine

Anticorps

Apolipoprotéine-1

Gene de la leucémie des lymphocytes B (B cell leukemia)
Groupe de différenciation (cluster differentiation)
Complexe majeur d’histocompatibilité
Concanavalin A

Cellules présentatrices d’antigene

Cyclosporine A

Fluorescéine isothiocyanate

Indice de réflexion a angle de 90° (Forward Scatter)
Glutathion

Interféron-y

Interleukine

Iodure de propidium

L-cystéine

Lipopolysaccharide

Chlorure de méthyl-mercure (methyl-mercury chloride)
Méthosulfate de phénazine

Sel de tétrazolium

Cellules tueuses néturelles (natural killer)

Tampon salin phosphate (phosphate buffer solution)
Phycoérythrine

Indice de réflexion a angle de 0° (Side Scatter)
Serum de veau foetal

Lymphocytes T « helper »



TCR :
VB :
WHO :

Récepteur de cellule T (T cell receptor)
Région variable de la chaine 3

World Health Organization (Organisation Mondiale de la Sant¢)

xXxi



xxii

A mes parents,
pour leur bienveillance et
leur support tout au long

de mes études.

A mon fiance,

qui est entré dans ma vie.



CHAPITRE PREMIER

ETAT DES CONNAISSANCES



1.1 Sources de mercure dans I’environnement

Le mercure est un contaminant omniprésent dans I’environnement sous formes
élémentaire, inorganique ou organique (Friberg et Vostol, 1971). La forme de
mercure connue pour étre la plus toxique est le mercure complexé avec un ou deux
atomes de carbone, c’est-a-dire le mercure organique (Hill et Soares, 1987), tel que le
MeHgCl. Ce type de mercure peut provenir de sources naturelles ou étre généré par

Pactivité humaine.

1.1.1 Sources naturelles

Le MeHg présent dans ’environnement est généré par le dégazement de la
crolite terrestre, par les émissions volcaniques et par I’évaporation de ’eau des grands
lac ou des océans (National Academic of Sciences, 1978). Le mercure libéré dans
I’environnement représente environ 2,700 a 6,000 tonnes par année (Lindberg ef al.,
1987). Le MeHg peut aussi étre produit par la méthylation du mercure inorganique
(Hg™) effectuée par les micro-organismes présents dans I’eau et les sédiments. Chez
les mammiféres, cette réaction de transformation est aussi réalisée par les macrophages

et les micro-organismes intestinaux.

1.1.2 Sources reliées aux activités humaines

Outre les sources naturelles, le mercure peut étre libéré dans I’environnement
par diverses activités humaines telles que : les activités miniéres, la combustion fossile,
la production de ciment, etc. Ces activités générent de 2,000 a 3,000 tonnes par année

de mercure (Seco, 1987).



1.1.3 Transformation du mercure dans I’environnement

Le mercure inorganique présent dans le sol et dans 1’eau peut étre transformé
en mercure métallique (Hg®) et retourné dans I’atmosphére. Cependant, le mercure
retrouvé dans les sédiments peut étre transformé en mercure organique par les
réactions de méthylation assumées par les microorganismes aérobiques ou
anaérobiques. Le mercure méthylé libéré dans 1’eau s’accumule principalement dans
les poissons ou dans les fruits de mer. Ils représentent une source importante

d’intoxication pour I’humain et les animaux (Takizawa, 1979).

1.1.4 Utilisation du mercure

Le mercure a ¢té largement utilisé dans les industries électriques pour la
fabrication de lampes, d’instruments industriels de contrdle, des tube fluorescents et
d’amalgames dentaires (Frykholm, 1970). De plus, le mercure est utilisé¢ dans la
séparation de ’or et de ’argent et dans la fabrication d’appareils scientifiques de
précision, comme les thermomeétres, les manomeétres ou I’appareil de Van Skyke
(Harrington, 1974). Les différents dérivés de mercure peuvent étre utilisés dans la
fabrication de peintures et de crémes cutanées pour blanchir. Les composés de
mercure organique ont été surtout utilisés dans I’agriculture comme insecticides,

fongicides et bactéricides, et dans les industries de papier (Lauwerys, 1992).

De nos jours, le MeHg est encore utilis€é dans certains laboratoires de
recherche, dans les amalgames dentaires qui représentent la source importante
d’exposition au mercure dans la population en général et, dans certains pays, pour
I’extraction de I’or. La possibilité d’exposition de I’homme au mercure demeure donc

présente (Junghans, 1983).



1.2 Métabolisme du MeHg

1.2.1 Absorption

1.2.1.1 Voie orale

La méthylation biologique du mercure et son accumulation subséquente dans la
chaine alimentaire aquatique favorise I’absorption du mercure chez les mammiféres
sous forme de MeHg. L’absorption par voie orale est la voie d’exposition la plus
importante pour la population humaine via la consommation d’aliments contaminés au
mercure (poissons, fruits de mer, etc.) (Bakir et al, 1973). Quatre-vingt-quinze
pourcent du MeHg de la diéte est absorbé surtout au niveau du tube gastro-intestinal
chez ’humain (WHO, 1976). Le pH acide et la grande concentration de chlore dans
’estomac favorisent la formation de MeHgCl non-chargé et liposoluble, lequel
traverse facilement la barriére gastrique (Rabenstein et Evans, 1978). Chez les rats de
laboratoire, ’absorption est effectuée surtout dans le duodénum, suivi de Piléum et du

jéjunum (Sasser ef al., 1978).

1.2.1.2 Voies pulmonaire et cutanée

L’absorption du mercure par les voies pulmonaire et cutanée sont importantes
seulement en milieu occupationnel (Clarkson et al., 1976). Par voie pulmonaire, le
MeHg peut étre inhalé sous forme de particules ou de vapeur (Task Group, 1973).
Les travaux de Friberg et a/. (1961) ont montré que I’absorption cutanée est maximale
a une dose de 16 mg/ml mais diminue & des doses plus élevées. Cette observation a
été expliquée par le fait qu’a une concentration plus faible, la saturation de la liaison au
groupement sulfhydryl est augmentée, tandis que des concentrations trop fortes ont
pour conséquence une dénaturation des protéines entrainant une inhibition de

I’absorption.



1.2.2 Distribution corporelle du MeHg

Une fois absorbé, le MeHg est ensuite distribué dans tout I’organisme. Le
mercure sous forme organique, de par sa grande liposolubilité, se distribue facilement
dans les différents organes quoique la concentration de mercure varie d’un organe ou
d’un tissu 4 un autre. Un faible pourcentage du mercure total dans les tissus est sous
forme inorganique, sauf dans le rein, ou s’accumule la majeure partie de cette forme
(Magos, 1987). La distribution du MeHg dans les tissus se fait surtout par la
circulation sanguine par sa liaison avec les protéines plasmatiques, telles I’albumine et

I’hémoglobine (Ballatori, 1991).

L’accumulation du MeHg dans les différents organes peut dépendre de
plusieurs facteurs. Chez les rats, le MeHg s’accumule dans le cerveau en fonction du
sexe de I’animal. Chez les rats femelles, la concentration de MeHg dans le cerveau
augmente plus rapidement que chez les males car le ratio cerveau et poids corporel
chez les rats femelles est plus élevé que chez les rats males (Magos et al., 1981). Chez
’humain, les données sur le ratio du cerveau et du MeHg sanguin ne sont pas connus.
De plus, la distribution du MeHg dans le cerveau n’est pas homogene quoique, chez
les rats, il a été démontré que la concentration de mercure dans le cortex cérébral €tait
semblable & celle retrouvée dans le cervelet (Somjen ef al., 1973). Chez les femmes
enceintes exposées au mercure, le MeHg est facilement transporté du sang maternel au
foetus & travers la barriére placentaire et s’accumule surtout dans le cerveau de ce
dernier. Des observations similaires ont également été faites chez les rats (Amin-Zaki

etal., 1974).

1.2.3 Biotransformation

Le MeHg, contrairement a d’autres composés organomercuriels, est plus

résistant a la biodégradation (Magos, 1987). Une faible quantité de MeHg absorbé



peut étre biotransformé en mercure inorganique par le mécanisme de déméthylation de
’organisme. La biotransformation du MeHg en mercure inorganique se fait dans le
rein (Mottet ef al., 1987), dans la rate, par les macrophages et par les bactéries qui
composent la flore intestinale (Suda et Takahashi, 1986). Ce processus de conversion
en mercure inorganique est I’étape clé du processus de I'élimination du mercure

(WHO, 1976).

1.2.4 Elimination

Une fois le MeHg biotransformé en mercure inorganique, ce dernier se
concentre ensuite dans le rein, le foie, les féces, la bile et 'urine (Friberg et al., 1979).
Par contre, la majeure partie du MeHg absorbé chez I’humain est éliminé par le foie
dans la bile, sous une forme complexée au glutathion, et ensuite dans les fécés (WHO,
1976; Refsvik et Norseth, 1975). Son excrétion par la voie biliaire dépend donc, de la
disponibilité du GSH et des protéines de transport (Magos ef al., 1978). Le mercure
excrété par la bile peut étre réabsorbé dans la circulation entérohépatique, ce qui
favorise sa rétention dans I’organisme (Friberg ef al, 1979). Le MeHg peut
également étre excrété a I’extérieur de I’organisme par les phaneres (ongles, cheveux,
etc.) et la transpiration. Durant la période de lactation, le lait maternel est aussi une
voie d’élimination du mercure, ce qui a pour conséquence de diminuer la demi-vie
biologique du MeHg dans I’organisme jusqu’a environ 45 jours (Greenwood ef al.,
1978). La demi-vie biologique du MeHg chez I’humain est d’environ 70 jours, mais il
peut y avoir des variations individuelles (35 a 189 jours) (Al-Shakristani et Shihab,
1974). Dans un modéle animal, la demi-vie biologique du MeHg est d’environ 7 jours
chez les souris de la lignée CBA/J et de 3 jours pour celles de la lignée CFW (Magos,
1987).



1.3 Manifestations cliniques de la toxicité du MeHg

Les ¢tudes sur le MeHg ont été accentuées suite aux premiéres intoxications
séveres dans la baie de Minamata en 1953-1960 et & Niigata (1965) au Japon. La
maladie de Minamata est le premier et le plus important cas de maladies causées par
un contaminant de I’environnement présent dans les déchets industriels relargués dans
I'eau. Le mercure relargué dans la Baie de Minamata a contaminé la vie aquatique
(Harada, 1995). Plus tard, en Irak (1971), la présence de MeHg dans un fongicide
utilisé pour la préservation du blé, fut responsable d’une seconde intoxication majeure
(Bakir ez al., 1973). Depuis ces incidents au Japon et en Irak, les études subséquentes
ont démontré que les effets d’une intoxication au MeHg variaient en fonction,
principalement, de la dose et du temps d’exposition. Ainsi, la concentration de MeHg
permise dans le poisson qui permet d’éviter des effets toxiques est de 0.5 ppm, et ce,
pour une consommation de 0.5 livre de poisson (Clarkson et Stockinger, 1972). Chez
un adulte, I'ingestion quotidienne de MeHg maximale est de 0.48 ng/kg de poids
corporel (WHO, 1989). Le MeHg peut avoir des effets indésirables sur plusieurs
organes ou tissus comme le rein, le tractus gastro-intestinal, le colon, le foie, le coeur,

le cerveau et méme I’embryon (Mottet ez al., 1987).

1.3.1 Effets sur le systéme nerveux

Parmi tous les organes et tissus sensibles aux effets toxiques du MeHg, le
cerveau est considéré comme le principal organe-cible, que ce soit chez I’humain ou
les animaux (Mottet et al, 1987). Des désordres neurologiques sévéres ont été
observés lors de I’intoxication au MeHg suite & la consommation d’aliments (pain,
poissons ou fruits de mer) contaminés. Les premiers symptdmes lors de I’intoxication
au MeHg sont la paresthésie et des picotements autour de la bouche, des lévres, des

doigts et des orteils. Les symptomes subséquents lors d’une intoxication prolongée



sont ’ataxie, la dysarthrie, la neurasthénie, la fatigue et les maux de téte (Takizawa,

1979).

Le foetus, durant la période prenatale, et les jeunes enfants sont les plus
vulnérables au effets toxiques de MeHg car leur systéme nerveux est en
développement. Ainsi, chez des enfants exposés in utero au MeHg, Matsumoto et al.
(1965) ont observé des neuropathies majeures consistant en une dégénérescence
diffuse des neurones et une perte cellulaire dans le cortex cérebral et le cervelet. Choi
et al. (1978) ont rapporté que le MeHg induisait une migration incompléte et anormale
des neurones et perturbait ’organisation dans le cerveau. De plus, il inhibait
’absorption des métabolites essentiels chez le foetus et 'incorporation des acides
aminés dans le systéme nerveux des embryons de rats intoxiqués, en plus de réduire
I’ossification des os pariétaux et occipitaux (Fuyuta et al., 1978; Mottet ef al., 1987).

Les animaux, tels que les chats, qui avaient consommé des poissons
contamings, ou des animaux de laboratoire traités au mercure, présentaient les mémes
symptdmes que ceux observes chez I’humain lors d’une intoxication au MeHg (Inskip
et Piotrowski, 1985). Les travaux de Tacheuchi (1968) ont mis en évidence une
présence importante de MeHg dans les régions du cortex cérébral et de la couche
granulaire du cervelet ou des neurones nécrotiques étaient présents. Afin de
déterminer le mécanisme par lequel le MeHg pénétre dans le cerveau, Hirayama
(1975) a injecté de la L-cystéine (L-Cys) par voie intraveineuse a des animaux de
laboratoire et a montré que la présence de L-Cys augmentait la concentration de
MeHg dans le cerveau suite a une exposition chronique au MeHgCl. Ces résultats ont
permis de postuler que la captation du MeHg par le tissu cérébral était reliée au
systéme de transport de la L-Cys au niveau de la barriere hémato-encéphalique.
Oldendorf (1971) avait déja observé que la L-Cys possédait une affinité pour les
acides aminés neutres du systeme de transport vers le cerveau. Cette découverte a
permis & Hirayama (1980) de conclure que le MeHg peut pénétrer dans le cerveau

apres passage qu’a travers la membrane hémato-encéphalique en se fixant au groupe



SH de la L-Cys. Cependant, il a ajouté que la captation du MeHg dans le cerveau

peut étre inhibée par la présence des autres acides aminés neutres.

1.3.2 Autres atteintes tissulaires

Bien que le systéme nerveux soit un des premiers tissus-cibles, il a été
démontre que le MeHg pouvait causer plusieurs effets néfastes sur I’organisme en plus
des symptomes neurologiques. Des expériences sur les animaux de laboratoire ont
montré que le MeHg pouvait étre néphrotoxique et avoir des effets néfastes sur la
reproduction, en diminuant la spermatogenése et la mobilité des spermatozoides
(Popescu, 1978). De plus, des effets embryotoxiques et tératogénes, mutagénes et

cancérigenes ont également €té rapportés dans la littérature (WHO, 1976).

1.4 Toxicité du MeHg au niveau cellulaire

Toutes les formes de mercure sont réactives, peuvent dénaturer les proteines,
inactiver les enzymes et détruire la membrane cellulaire, amenant ainsi la mort
cellulaire et la destruction des tissus lorsque la concentration est suffisamment forte
(Clarkson, 1972). Le mercure peut aussi détruire efficacement la fonction et la

structure cellulaire.

1.4.1 Effets sur la membrane cellulaire

Le MeHg et le mercure inorganique peuvent altérer la perméabilité de la
bicouche lipidique (Nakada et al, 1978). Les études sur le systéme nerveux par
Steinwall et Olsson (1969) ainsi que par Chang et Hartman (1972) ont montré que le
mercure a le potentiel d’induire rapidement un dysfonctionnement de la barriére

hémato-céphalique aprés son administration. Ce dysfonctionnement pourrait étre
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expliqué grace aux résultats de Passow ez al. (1961) qui ont mis en évidence des
dommages dans la structure membranaire suite a la formation de liaisons entre le
mercure et les protéines de la membrane cellulaire, détériorant ainsi la fonction de la
membrane cellulaire et augmentant sa permeabilité. Ces mécanismes expliquent les
dommages observés aux membranes des cellules endothéliales et gliales suite a

I’intoxication au mercure.

14.2 Effets sur les microtubules

La différence de toxicité entre le MeHg et le mercure inorganique se situe au
niveau de leurs effets spécifiques sur les microtubules (Miura et Imura, 1987). Le
MeHg inhibe la division cellulaire en désassemblant les microtubules (Durham ez al.,
1996) qui forment les fuseaux mitotiques, lesquels agissent comme des structures du
cytosquelette (Miura et al., 1978; Lennon et al., 1980). Abe et son €quipe (1975) ont
observé, pour la premiere fois, que le MeHg inhibait la polymérisation des
microtubules des cellules en culture. Sager (1988), quant a lui, avait découvert sur les
cellules HeLa, une diminution du nombre et un désassemblage de microtubules avec
des doses variant de 0.5 4 1.0 ou 2.0 uM de MeHg. Les études de Sager ef al. (1983)
ont montré que la perturbation des microtubules cytoplasmiques par le MeHg était
fonction du temps d’incubation et de la concentration de MeHg. A une exposition de
courte durée (2 h ou moins), les microtubules étaient perturbés par une concentration
de 1.2 pg/mg de protéines cellulaires. Cependant, aprés 6 h d’incubation, les
microtubules disparaissaient en présence de concentrations plus faibles de mercure
(0.4 a 0.7 ug/mg de protéines). Vogel ef al. (1985) ont montré que ’inhibition de la
polymérisation des tubulines par le MeHg résultait du blocage de seulement deux
groupes SH par dimére de tubuline, lesquelles contenant chacune 14 groupes SH
libres. La perturbation de I’activité cellulaire associée au systéme tubuline/microtubule
par le MeHg a été démontrée suite a une altération de la tyrosination des tubulines chez

les rats traités au MeHg (Ishida ez a/., 1997). De plus, la présence de composés riches
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en groupe SH (glutathion, cystéine et I'acide dimercaptosuccinique) pouvaient
prévenir la perturbation des microtubules et contrecarrer les effets du MeHg (Sager et
al, 1983). En tenant compte des différentes phases de la formation des microtubules
et de la division cellulaire, Sager (1988) conclut que le MeHg arrétait la division

cellulaire a la prométaphase.

1.4.3 Perturbation de la fonction cellulaire par le mercure

1.4.3.1 Effets sur la transmission nerveuse

Au niveau du systéme nerveux central, la dépolymérisation des microtubules
des axones de neurones peut aboutir & une diminution du transport axonal (Abe et al,
1975). De nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes par lesquels le
MeHg affectait la transmission synaptique. Il a été rapporté que le MeHg inhibait la
capacité de ’Ach a se lier & ses récepteurs, ce qui suggere que le site de liaison de
1’Ach est un endroit-cible pour le MeHg (Shamoo et al., 1976). Dans le cerveau, les
fonctions dopaminergiques sont plus sensibles aux effets des métaux lourds lorsque
comparées a d’autres systémes dépendant des neurotransmetteurs. Le MeHg a le
potentiel d’inhiber la recapture de la dopamine (IC50, 2.5 uM) et de stimuler le
relarguage de celle-ci, qui s’accumule, proportionnellement & la concentration du
MeHg (Komulainen et Tuomisto, 1981). McKay et son équipe (1986) ont observe
que ce relarguage de la dopamine se produisait aussi i vitro chez les cellules du
muscle strié de souris. Ils ont montré que cette libération de la dopamine pouvait étre
expliquée par le fait que le MeHg augmentait le niveau du L-glutamate. 1l a été
prouvé, par les travaux de Prasad ez a/. (1980), que le glutamate et le MeHg agissaient

synergiquement sur I’inhibition de la croissance cellulaire en culture.
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1.4.3.2 Effets sur la biosynthese

Gruenwedel et Diaham (1982) ont rapporté que le MeHg pouvait causer des
changements conformationnels dans la structure des histones des chromatines. Ils ont
ensuite suggéré que le MeHg affectait I’expression des génes sur I’ADN chromosomal
par son interaction avec les histones. Plusieurs travaux ont montré que la synthese des
macromolécules était diminuée en présence de 0.1 4 1 pM de MeHg (Gruenwedel et
Cruikshank, 1979). Le MeHg, tout comme le mercure inorganique, peuvent inhiber la
synthése d’ADN chez les cellules stimulées par un mitogéne mais le mercure
organique nécessite une dose 10 fois moins élevée pour induire les mémes effets que
ceux observés avec le mercure inorganique. A une concentration de 10 M, Nakatsuru
et al. (1985) ont observé, in vitro, une forte inhibition de la synthése de I’ADN chez
des cellules stimulées par un mitogéne. Cette altération de la synthése de ’ADN a été
observée non seulement dans le noyau cellulaire, mais aussi dans les mitochondries de
cellules nerveuses de chats in vivo (Miller ez al, 1985). De plus, Nakatsuru et al.
(1985) ont montré que le mercure réduisait le niveau d’ATP cellulaire et le

métabolisme du phosphate inositol, qui sont indépendants I’'un de I’autre.

Les études sur les cellules HeLa S3 ont confirmé les résultats a I'effet que le
MeHg agissait aussi aux niveaux de la synthése d’ARN et des protéines, mais la
production des protéines était affectée de fagon plus importante par le mercure que

celles de I’ADN et de I’ ARN (Gruenwedel et Cruikshank, 1979).

1.4.3.3 Effets anti-mitotiques

Il a été découvert dans les années 30, que les organo-mercuriels avaient des
activités anti-mitotiques (Sass, 1937). Cet effet inhibiteur de la mitose a €été observe
non seulement dans les cellules animales et humaines, mais aussi dans les cellules

végétales (Kostoff, 1940). Une stimulation mitogénique implique une activation des
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cellules a I’état de repos (GO) a entrer dans le cycle cellulaire, qui se termine par la
mitose. La mitose entraine une synthése active des protéines, de ’ARN et de I’ADN,
et une augmentation de la taille cellulaire (Ling et Kay, 1975). Vogel et son équipe
(1985) ont montré que le mercure augmentait la durée de la phase G1 et diminuait la
probabilité de transition cellulaire & la phase suivante lors d’une courte exposition.
Lors de traitements & long terme, ils ont montré que le mercure causait 1’accumulation
de cellules en G2 chez des fibroblastes traités. Plusieurs études ont démontré que la
diminution de la division cellulaire observée, en présence du mercure était la
conséquence d’une perturbation au niveau du noyau cellulaire c’est-a-dire au niveau

des histones (Dieter et al., 1982) ou des microtubules (Vogel e al., 1985).

1.5 Effets du mercure sur le systéme immunitaire

Les mécanismes de toxicité cellulaire suite a4 une exposition au mercure ont €té
étudiés dans une variété de cellules (Ilback, 1991), mais ses effets toxiques sur les
cellules du systéme immunitaire ne sont pas encore trés bien connus. Les formes
organiques et inorganiques de mercure peuvent perturber les fonctions lymphocytaires
chez les cellules de mammiféres (Charpentier ef al., 1981 ; Nakatsuru ef al, 1985).
Par contre, des résultats sur les effets immunotoxiques du mercure demeurent
contradictoires. Plusieurs groupes de chercheurs ont découvert que le mercure
pouvait induire une déficience immunitaire chez les souris et les rats (Koller, 1980).
Par contre, d’autres équipes de recherche ont montré que le mercure induisait des
réactions auto-immunitaires seulement chez certaines lignées de souris et de rats

(Hultman et Johansson, 1991).
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1.5.1 L’immunodéficience induite par le MeHg

L’immunodéficience se caractérise par I’absence ou la détérioration de la
fonction normale d’un ou de plusieurs éléments du systéme immunitaire. Les
immunodéficiences pathologiques peuvent s’exprimer a deux niveaux : soit dans des

lymphocytes B et/ou dans les lymphocytes T (Roitt ez al., 1996°).

Les lymphocytes B sont les cellules responsables de I'immunité humorale. Ils
sont identifiables par la présence d’immunoglobulines a la surface de leur membrane
cellulaire (Burrell et al., 1992). Suite a leur rencontre avec leur antigene spécifique, ils
se multiplient et se différencient en plasmocytes, lesquels produisent une grande
quantité d’Ac qui seront subséquemment excretés. Les anticorps sont des
glycoprotéines retrouvées dans le sang et les fluides tissulaires. Ces Ac se lient aux
antigénes qui ont stimulé leur production pour les neutraliser ou les détruire (Roitt,

1996,

Les lymphocytes T sont responsables de I'immunité cellulaire laquelle nécessite
le contact entre plusieurs types de cellules ayant chacune des fonctions bien définies.
Les lymphocytes T jouent un rdle important dans Dinitiation, I'amplification, la
régulation et ’expression de la réponse immune (Burrell ef a/., 1992). La déficience
en lymphocytes T peut amener non seulement a une déficience dans I'immunité
cellulaire mais aussi, dans I'immunité humorale via ses interactions avec les

lymphocytes B (Roitt ef al., 1996%).

La réponse des cellules immunitaires aux effets toxiques du mercure est
complexe et dépend en grande partie du niveau d’exposition. Shenker ez al. (1992) ont
montré qu’a une exposition élevée, le MeHg induisait la mort cellulaire, tandis qu’une
exposition faible et chronique déclenchait des effets insidieux associés a la dépression

des fonctions immunes.



1.5.1.1 Altérations de Pimmunité cellulaire ou humorale

Le mercure est connu, depuis longtemps, comme un agent immunosuppressif.
Il induit une immunodéficience en altérant les fonctions lymphocytaires impliquées
dans I'immunité humorale ou cellulaire. L’ immunité humorale est perturbée par le
mercure suite 4 une diminution de la synthese des anticorps, tels que les IgG, par les
lymphocytes B de souris (Koller ez al., 1977). Cette réduction de la concentration
d’anticorps sériques pourrait étre due a une diminution de I’activation polyclonale des
lymphocytes B par le mercure (Nakatsuru ef a/., 1985). La déficience dans I'immunité
cellulaire se traduit aussi par une réduction de la prolifération des lymphocytes T en
présence d’un mitogene (Gaworski et Sharma, 1978; Shenker er al., 1992).
Charpentier et al. (1981) et Lawrence ef al. (1987) ont rapporté une diminution de la
réactivité des cellules T et B sanguines chez les personnes exposées au MeHg.
L’immunosuppression peut étre induite i# vivo chez les souris avec des doses de 1 a
10 ppm de MeHgCl (Koller ez al., 1977). Les animaux traités avec le mercure se sont

montrés aussi plus susceptibles aux agents infectieux (Koller, 1975; Gainer, 1977).

1.5.1.2 Réponses lymphocytaires aux mitogénes

L’inhibition de la réponse des lymphocytes traités par le mercure a la
stimulation par un mitogéne a été observée chez les lymphocytes sanguins
humains circulants (Rozynkowa et Raczkewicz, 1977), chez les lymphocytes murins
du thymus (Hirokawa et Hayashi, 1980) et de la rate (Nakatsuru et al., 1985) et ce,
autant apres un court temps d’exposition (heures) (Rozynkowa et Raczkewicz, 1977)
qu’une longue période de contact (jours) (Koerker, 1980). Nakatsuru et son équipe
(1985) ont observé une inhibition de la stimulation blastique des lymphocytes T et B
par la concanavalin A (Con A) et le lipopolysaccharide (LPS) lorsqu’ incubés, in vitro,
avec du MeHg. Ils ont aussi rapporté une diminution de la synthese d’ADN de 70 % a
10 % avec des doses de MeHgCl de 107 et 10° M, respectivement, chez des
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lymphocytes stimulés par un mitogéne. De plus, leurs résultats ont aussi montré une
inhibition du meétabolisme du phosphate inositol par les lymphocytes traités avec du
MeHg. Ortega ez al. (1997), quant a eux, ont ¢également observeé une diminution dans
la capacité des lymphocytes a métaboliser et donc, a proliférer, en présence d’un agent

mitogene, obtenus a partir de rats traités avec 500 pg/L de MeHgCl.

1.5.1.3 Effets toxiques du MeHg sur les cellules immunitaires

Ces immunodéficiences induites par le MeHgCl pourraient résulter de plusieurs
mécanismes. Le MeHg a été montré plus toxique que le mercure inorganique di a sa
grande capacité a traverser la membrane plasmique et donc, a se lier aux groupements
actifs dans le noyau, dans le réticulum endoplasmique et dans d’autres organelles

(Shenker et al., 1992).

1.5.1.3.1 Microtubules, synthése des protéines, canaux ioniques et membrane

cellulaire

Tel que déja observé chez les autres types de cellules, le MeHgCl peut
perturber la fonction lymphoide par une altération des microtubules (Miura et Imura,
1987 ; Healther et al., 1996), des histones (Dieter et al., 1982), ou par des
modulations dans les processus de tyrosination des tubulines (Ishida et al., 1997),
amenant alors une réduction de la synthése des macromolécules (ADN, ARN et
protéines) (Gruenwedel et Cruikshank, 1979). La modulation des échanges ioniques a
travers la membrane plasmique peut altérer I’homéostasie cellulaire. Ainsi, chez les
lymphocytes T (Tan ef al., 1993) et B (Shenker et a/, 1993) humains, il a été
démontré que I’accumulation de Ca™ intracellulaire se faisait trés rapidement avec des

concentrations de MeHgCl de I’ordre du micromolaire. Cette accumulation de Ca"
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dans la cellule est associée a un signal de transduction et d’activation de cellules vers

des phénomeénes amenant une disparition cellulaire (Pollard et Hultman, 1997).

1.5.1.3.2 Métabolisme du glucose

Aussi, le MeHg peut affecter les voies métaboliques de glucose, ce qui aurait
pour conséquence, d’inhiber directement la réponse immune (Vallée et Ulmer, 1972).
Il a été démontré que la voie métabolique du glucose Embden-Meyerhof produit la
plus grande partie de I’énergie nécessaire aux lymphocytes dans le thymus (Jemelin et
Frei, 1970 ; Lengle ef al,, 1978). Le MeHgCl peut interférer directement dans cette
voie par une diminution de 1'oxydation du glucose ayant pour effet de réduire la
concentration de NADPH cellulaire (Horecker et Hiatt, 1958). Les cellules en
prolifération ou en différenciation, comme les cellules souches dans la moelle osseuse,
sont plus vulnérables 4 des dommages de ce genre par le MeHgCl que les lymphocytes
matures et stables de la rate. La détérioration de cette voie métabolique peut aussi
résulter en une inhibition des activités enzymatiques comme, par exemple, celle de
I’enzyme kinase pyruvate, une enzyme impliquée directement dans la production de
pyruvate a partir du glucose (Dieter et al., 1983). En 1969, Dieter avait déja observé
une inhibition de I’activité de la lactate déshydrogénase dans le thymus et de la

monophosphate hexose dans le thymus et dans la rate.

1.5.1.3.3 Effet du mercure sur la biodisponibilité du glutathion

Le GSH est un tripeptide essentiel protégeant les cellules contre des agents
oxydants et des radicaux libres qui peuvent endommager la cellule. Le GSH est
essentiel aux mitochondries pour maintenir I’homéostasie du Ca'? (Beatrice ef al,
1984) et il fournit le groupement thiol nécessaire a la régulation de la perméabilité de

la membrane interne des cellules (Kosower et Kosower, 1983). Etant donné que les
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mitochondries ne possédent pas de y-glutamyl-cystéinyl synthétase, le GSH
mitochondriale provient du cytosol. Comme les mitochondries sont exemptes de
catalase pour la détoxification des hydroperoxides, elles dépendent entiérement de la
GSH peroxidase (Chance et al., 1979). L’intoxication au MeHg chez les souris a
réduit de fagon marquée le GSH dans le foie et le cerveau. De plus, tel qu’observé in
vivo, le MeHg induit une diminution de GSH chez les cellules en culture, ce qui
pourrait expliquer la vulnérabilité des cellules neuronales (Andersen et Andersen,

1993 ; Cantoni ef al., 1982).

1.5.2 L’auto-immunité induite par le MeHg

Les réponses auto-immunes sont des réponses immunes dirigées contre les
composants normaux du soi. Il consiste en la production d’auto-Ac par les cellules B
contre des auto-antigenes, aprés stimulation par les lymphocytes T CD4+ via les
cytokines produites. Les réponses auto-immunes cellulaires peuvent étre médiées par

les lymphocytes T CD4+ et/ou les lymphocytes CD8+ cytotoxiques (Bigazzi, 1997).

Les lymphocytes T et B auto-réactifs sont générés occasionnellement chez un
individu normal mais ils sont éliminés rapidement. Dans un organisme normal, ces
lymphocytes sont complétement ou fortement inactivés, mais sous certaines
conditions, ils peuvent étre stimulés et induire une maladie auto-immune. Par contre,
en absence de cellules T fonctionnellement auto-réactives, les lymphocytes B auto-

réactifs sont incapables de produire des auto-Ac (Dighiero ez al., 1983).

1.5.2.1 La maladie auto-immune

Des ¢tudes sur les animaux de laboratoire ont montré le développement d’une
glomérulonéphrite suite & une exposition a des doses faibles de mercure, alors qu’a des

doses fortes, le mercure produisait des lésions tubulaires (Bariety ef al., 1971). Chez
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’humain, le mercure semble aussi induire une auto-immunité rénale tout comme chez
les animaux de laboratoire (Soleo ez al., 1997). Les observations faites par Kazantzis
et al. (1962) ont montré le développement d’un syndrome néphrotique chez les
travailleurs exposés au mercure, ce qui pourrait étre dii 4 une accumulation croissante
de complexes immuns circulants (Stonard et al., 1983) et d’une glomérulonéphrite a
complexes immuns (Kibukamusoke et al., 1974), suggérant un rdle stimulateur du
mercure sur le systéme immunitaire (Hultman et Enestrom, 1992). Lors d’études sur
les rongeurs, le mercure a également induit la formation des complexes immuns contre
la membrane basale des glomérules chez certaines lignées de rats (Michaelson ef al.,
1985). La dépendance génétique du développement des complexes immuns a aussi été

observée chez différentes lignées de souris (Hultman et Enestrom, 1989).

Lors du développement de la maladie auto-immune induite par le mercure, la
présence d’Ac auto-réactifs comme, par exemple, les anticorps anti-laminines (Soleo
et al., 1997) et anti-fibrillarines (Mirtcheva et al., 1989) ont été observés dans la
circulation sanguine. De plus, il a été montré que, chez certaines lignées de souris, le
mercure pourrait induire la production d’auto-anticorps anti-chromatines qui agissait
directement sur les histones (Hultman ef al., 1989). L’auto-immunité rénale se
développait surtout suite a une production d’anticorps contre les cellules du néphron

et contre la membrane basale causant ainsi la glomérulonéphrite (Druet ef al., 1978).

1.5.2.2 La différence génétique

Le mercure inorganique (HgCL,) a été le premier composé mercuriel associ€ au
développement d’une auto-immunité. Plusieurs travaux ont montré une relation entre
le développement de 1’auto-immunité et la génétique des animaux étudiés (Sapin e al,
1981). Chez la souris, il a été montré que les lignées portant I’haplotype H-2° était
plus sensibles au développement de réactions auto-immunitaires induites par le

mercure (Hultman et Enestrom, 1987), telles que les lignées SIL, ASW ou B10.8
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(Hultman er a/., 1989 ; Reuter et a/., 1989). Par contre, les souris appartenant aux
lignées H-2" comme les souris C57BL/6 ou BALB/c et H-2° comme les souris DBA
(Hultman et Enestrom., 1992) étaient plus résistantes a I’auto-immunité. Chez les rats,
ceux de type Brown-Norway (NB) répondaient au HgCl, par une maladie auto-
immune, alors que les rats Lewis (LEW) n’étaient pas susceptibles au développement
de cette auto-immunité (Hirsch et a/., 1982). Des études in vivo, chez les animaux de
laboratoire, ont montré que les souris qui répondaient fortement a un traitement au
HgCl, accumulaient plus de mercure dans les organes tels que la rate, le rein et le foie
(Griem ef al., 1997). Chez I’humain, le niveau de risque relié¢ au développement des
cellules reactives contre le soi induit par le mercure n’a pas encore été évalué jusqu’a
présent. Cependant, étant donné que I’auto-immunité induite par des composés
chimiques est tres souvent controlée génétiquement (Gleichmann ez a/., 1989), il est
possible que de telles réactions immunes causées par le mercure soient régulées

génétiquement, tel observé chez les rongeurs (Sapin ez al., 1984).

1.5.2.3 Les effets sur les lymphocytes T

L’auto-immunité induite par le mercure est dépendante des lymphocytes T,
particuliérement des lymphocytes Th (Hultman et a/., 1995). Les lymphocytes T
localisés dans les organes lymphoides secondaires, tels que la rate et les ganglions
lymphatiques, sont les plus susceptibles d’étre stimulés par le mercure, tandis que la
distribution des populations lymphocytaires dans le thymus ne semble pas affectée par
le HgCl2 (Pelletier ef al., 1987). Chez les souris BALB/c, les lymphocytes T CD4+ et
CD8+ répondent a I’effet inductif du HgCl, par la prolifération et la transformation
blastique (Jiang et Moller, 1995). De plus, les études de Pelletier et son équipe (1987)
ont montr¢ 1’absence de réponse des lymphocytes T CD8+ suppresseurs/cytotoxiques
chez des rats traités au HgCl,, Ainsi, une perte de fonction de ces lymphocytes causée
par le mercure a été observée par Weening et al. (1981). Des observations similaires
ont aussi été faites par Jiang et Maller (1995), mais ils ont montré que les cellules

n
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CD4+ jouaient un role crucial dans I’activation par le HgCl, et que les cellules T
CD8+ ne pouvaient étre activées en ’absence de ces lymphocytes CD4+. Parmi tous
les CD4+ stimulés par le HgCl,, des lymphocytes auto-réactifs avaient été générés et

avaient induit la prolifération des lymphocytes B auto-réactifs (Castedo et al., 1993).

Les lymphocytes CD4+, une fois stimulés, se différencient en cellules CD4+
de type Th-1 et Th -2 (Pelletier ez al., 1987). 1l est connu que les lymphocytes CD4+
Th-1 produisent de I'IL-2, de 'INF-y et des TNF-B qui activent les macrophages et
atténuent I’effet de [’hypersensibilité. Les cellules T CD4+ Th -2 produisent plut6t les
IL-4, TL-5, IL-10 et IL-13 qui sont nécessaires a l’activation de la production
d’anticorps et a I'inhibition des activités macrophagiques (Romagnani, 1997 ; Abbas
etal,, 1996). Un débalancement entre ces deux formes de lymphocytes T conduit 4 un
désordre fonctionnel du systéme immunitaire favorisant une réponse humorale
(Goldman ez al,, 1991). Une stimulation préférentielle de lymphocytes T CD4+ Th-2
par le HgCl, a été observée chez les lignées d’animaux susceptibles de développer de
I"auto-immunité. Par contre, les lymphocytes T CD4+ Th-1 étaient plutdt stimulés

chez les souris résistantes a 1’auto-immunité en présence de mercure.

Chez les animaux sensibles a I’auto-immunité, Jiang et Moller (1995) ont
observe une activation des lymphocytes T CD4+ dépendantes des CPA. Dans leurs
¢tudes subséquentes (1996), ils ont démontré que le HgCl, se comportait comme un
super-antigene en agissant de fagon spécifique sur les cellules T. Tls ont montré que le
HgCl, pouvait activer sélectivement les lymphocytes T présentant le récepteur TCR
possédant les chaines V6, VB8, VB10 ou VP14, mais que les cellules ayant le
récepteur TCR VP8 étaient préférentiellement détruites chez des souris BALB/c
résistantes a I"auto-immunité. Chez les souris SIL ou le récepteur TCR VP8 est
absent, I’auto-immunité induite par le mercure se développerait par ’activation des
autres types de lymphocytes T tels que les TCR VB6, VB7 ou VP14 (Jiang et Moller,
1996).
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1.5.2.4 Les effets sur les lymphocytes B

L’activation préférentielle de lymphocytes T CD4+ Th-1 ou CD4+ Th-2
dépend de la force de liaison d’un peptide, sous forme complexée avec les molécules
du CMH de classe II (CMH-II), avec le TCR des cellules T. Les lymphocytes T
CD4+ Th-1 sont activés lorsque le peptide interagit fortement avec le TCR, tandis
qu’une liaison faible favorise la différenciation des lymphocytes CD4+ Th-2 (Pfeiffet ez
al, 1995). Lors de réponses immunes, les lymphocytes CD4™ Th-1 stimulés vont
induire la prolifération des lymphocytes CD8+ a excercer leur fonction cytolytique, et
les CD4'Th-2, quant & eux, stimulent les cellules B & produire des anticorps pour
neutraliser I’antigéne (Romagnani, 1997). Un plus grand nombre de lymphocytes B
ont été retrouvés chez les rats BN traités au HgCl, (Pelletier er al,, 1987). Cette
activation polyclonale de lymphocytes B s’est avérée étre dépendante des lymphocytes
T-CD4+ de type Th-2 (Hirsh et al., 1982), a cause de la présence de d’IL-4 a la
surface de lymphocytes B dés deux jours post-traitement avec le HgCl, (Biancone ef
al., 1996). En réponse aux lymphocytes T auto-réactifs stimulés par le HgCl,, les
lymphocytes B polyclonaux synthétisaient des anticorps tels que les IgM, IgG et IgA
réactifs contre les constituants nucléaires chez les souris et les rats sensibles a I’auto-
immunité (Robinson et al., 1984 ; Hirsh ef al., 1982). Des données épidémiologiques
chez les travailleurs exposés au mercure ont également montré une augmentation
importante de la concentration d’IgM et d’IgA, mais plus faible chez les IgG (Bencko
et al., 1990). Une forte augmentation d’immunoglobulines sériques chez les souris
STL et BALB/c sensibles a I’auto-immunité et traitées au HgCl, a été observée mais
était demeurée faible chez la souris C57BL/6. Chez les souris sensibles, une
production de complexes immuns avait été générée avec ces anticorps et déposés dans

le rein, la rate et dans les vaisseaux hépatiques (Hultman et Enestrom, 1987).
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1.5.2.5 Les mécanismes d’induction de I’auto-immunité

Les mécanismes par lesquels le HgCly induit 1’auto-immunité ne sont pas
encore bien élucidés. Il a été proposé par Tan (1989) que le HgCl, induirait I’auto-
immunité par I’activation nucléaire responsable d’une augmentation de la biogenése

des ribosomes amenant ainsi une synthése des anticorps anti-fibrillarines.

Le HgCl, a été montré, chez les souris, comme pouvant €tre un agent
inducteur de la prolifération des lymphocytes par un mécanisme macrophago-
dépendant chez les souris (Reardon et Lucas, 1987). Déja les études de Hultman et
Johansson (1991) avaient mis en évidence la présence de CPA dans la suspension
cellulaire lymphocytaires de souris SJL obtenue par centrifugation sur gradient, et ces
cellules étaient stimulées, par le HgCl,, & relarguer de I'IL-1. L’IL-1 est normalement

impliquée dans I’activation des lymphocytes T (Genetet, 1993%).

Jiang et Moller (1996) ont proposé, d’apres leurs résultats, que le HgCl
pourrait transformer les molécules présentes a la surface des CPA en des super-
antigénes pouvant stimuler les lymphocytes T en se liant aux molécules du CMH-II

situé dans la région variable de la chaine B (V) des TCR.

1.6 Processus de différenciation et de maturation des lymphocytes T

Les lymphocytes T, les lymphocytes B et la plupart des autres cellules du
systéme immunitaire sont tous dérivés de cellules souches pluripotentes communes
originant de la moelle osseuse (Rose et Margolick, 1992). Le systéme lymphoide
comprend les organes lymphoides primaires ou centraux dans lesquels se produit la
maturation cellulaire, et d’organes lymphoides secondaires qui drainent les circulations
lymphatiques et sanguines et président & la réponse immune effectrice. Chez les

mammiféres, les organes lymphoides primaires sont la moelle osseuse, au sein de
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laquelle se déroule la maturation des lymphocytes B, et le thymus, sicge de la
maturation des lymphocytes T. Les organes lymphoides secondaires comprennent la
rate, les tissus lymphoides associés aux muqueuses, et les ganglions associés au réseau

lymphatique (Pallardy ef al., 1995).

Le systéme immunitaire comprend P'immunité non-spécifique, laquelle est
assurée par des macrophages et des cellules tueuses naturelles (NK), et 'immunité
spécifique, qui peut se subdiviser en immunité humorale et cellulaire. La réponse
humorale est assumée par les lymphocytes B lesquels secrétent des immunoglobulines
responsables d’éliminer les antigénes. La régulation de I'immunité humorale et le
déclenchement des réponses cellulaires sont assurés par les lymphocytes T (Davies et

Metzger, 1983).

Le thymus est le site majeur de la différenciation et de la maturation des
cellules T a partir de précurseurs CD4-CD8-CD3- et dont les différentes étapes sont
caractérisées par 1’acquisition du récepteur pour I’antigéne et des molécules CD4 et
CDS8, responsables des fonctions effectrices. La délétion clonale des lymphocytes
reconnaissant les antigénes du soi se fait durant le processus de différenciation

(Pallardy et al., 1995).

1.6.1 La différenciation et la maturation des lymphocytes T, et le

microenvironnement thymique

Les précurseurs des lymphocytes T quittent la moelle osseuse vers le thymus
ou ils vont maturer sous l'influence du microenvironnement thymique. Ces
précurseurs de cellules T sont acheminés jusqu’au cortex thymique par le sang. A ce
stade, ces cellules n’expriment par encore de molécules de surface spécifiques telles
que les TCR, CD3, CD4 ou CD8 et sont incapables de reconnaitre ou de répondre a

un antigéne et d’exprimer leur fonction effectrice. Le thymus se compose de lobules
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divisés en une zone médullaire et une zone corticale. Ces lobules forment deux lobes
possédant un hile contenant les artéres. Le cortex, la partie externe, représente de 85
a 90 % du thymus et la partie la plus interne est la médulla (Le Douarin ef al., 1984).
Au cours de leur développement, les thymocytes entrent en contact physiquement avec
une variété de cellules non lymphoides dans le thymus. Ces cellules comprennent les
cellules épithéliales thymiques et des cellules dérivées de la moelle osseuse, incluant les
macrophages et les cellules dendritiques. Les interactions entre les lymphocytes et les
autres cellules thymiques sont nécessaires pour la maturation des lymphocytes T qui
est gouvernée par deux types de molécules produites par les cellules non-lymphoides.
Les premiéres molécules sont les molécules du CMH dont, celles de classes I et IT qui
sont exprimées par les macrophages corticaux, les cellules épithéliales et les cellules
dendritiques. Les interactions des thymocytes en maturation avec les molécules du
CMH sont importantes pour la sélection du répertoire de cellules T matures. Les
molécules du deuxiéme type en contact avec les thymocytes sont des cytokines et des
hormones thymiques secrétées par les cellules stromales thymiques, dont les cellules

épithéliales.

Ainsi, sous l'influence des hormones thymiques (thymosine et thymopoiétine),
les pré-lymphocytes T CD4-CD8-TCRaf3- se différencient et maturent en lymphocytes
T CD4+CD8+TCRaf™. Ces derniers subissent des processus de sélections positive
et négative de telle sorte que les cellules sélectionnées positivement poursuivent leur
différenciation en lymphocytes T matures en exprimant a leur surface membranaire les
marqueurs CD4+CD8-TCRaf™ ou CD4-CD8+TCRaf™. Ces lymphocytes matures
migrent, par la suite, vers des organes périphériques comme la rate et les ganglions

lymphatiques, dans lesquels ils vont assumer leur fonction immunitaire

(Genetet,1993").
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1.6.1.1 Les sélections positive et négative

Les processus de sélection positive et négative permettent d’éliminer les clones
de lymphocytes qui sont réactifs contre les molécules du soi et de garder ceux qui
reconnaissent le non-soi (Boyd, 1991). Durant le développement cellulaire, les
thymocytes immatures CD4+CD8+, qui ont une affinité intermédiaire pour les
molécules du CMH, sont sélectionnés a poursuivre leur processus de maturation (Von
Boehmer, 1994). Par contre, les cellules qui ne reconnaissent pas les molécules du
CMH sont négligées et meurent par apoptose. Egalement, les thymocytes immatures
qui se lient avidement aux molécules du soi présentées par les cellules stromales
thymiques sont sélectionnés négativement et [élimination de ces cellules,
potentiellement auto-réactives, se fait par un processus d’apoptose ou mort cellulaire
programmee (Nossal, 1994). Cependant, certains de ces lymphocytes résistent aux
processus de I’apoptose car ils sont dans un état « silencieux » (Vuitton, 1990). Le
processus de développement cellulaire permet une production de 10 % seulement de
thymocytes matures qui sont exportés vers la périphérie, alors que 90 % de cellules

meurent /n situ (Genetet, 1993%)

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer le déclenchement du
processus de la mort cellulaire programmeée lors de la sélection négative chez les
thymocytes en maturation. Il a été prouvé que I’apoptose peut étre induite via la
formation d’un lien entre la molécule Fas et un Fas ligand de la cellule stromale
thymique. Le Fas est exprimé abondamment chez les thymocytes immatures
CD4+CD8+ les rendant trés sensibles a I’apoptose induite par ’anticorps anti-Fas,
agissant comme un ligand. Toutefois, 1’apoptose induite par le systéme Fas chez les
lymphocytes peut étre bloquée par I’expression du geéne bel-2. Le bcl-2 est exprimé
chez les thymocytes double-négatifs (CD4-CD8-), simples positifs (CD4+CD8- et
CD4-CD8+) et les cellules en périphérie, mais non chez les thymocytes double-positifs
(CD4+CD8+), ce qui explique le fort taux d’apoptose chez ce dernier type de
lymphocytes (Menom et al., 1995).
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1.6.1.2 Les activateurs et inhibiteurs de la différenciation et de la maturation

des lymphocytes T

Plusieurs études ont rapporté que la cyclosporine A (CsA) inhibe, in vivo, la
maturation des thymocytes CD4+CD8+ en des lymphocytes matures CD4+ et CD8+
(Gao et al., 1988). Cette altération de la sélection positive des thymocytes est due a la
perturbation de la fonction des cellules stromales par la CsA (Anderson ef al., 1995).
La staurosporine a également été montrée comme inhibitrice de la maturation des
lymphocytes CD4+ en culture (Nakyama et Nakauchi, 1993) en réduisant I’activite de
la tyrosine kinase aussi bien que celle de la protéine kinase C impliquées dans le
processus de sélection positive (Bit ef al., 1993). Le processus de maturation des
lymphocytes T est aussi sensible aux glucocorticoides comme, par exemple, la
dexaméthasone qui agit en induisant les lymphocytes & mourir par apoptose (Zucker e?

al., 1994),

1.6.1.3 Les marqueurs de surface des lymphocytes T

Les complexes TCR sont exprimés t6t durant la maturation intrathymique des
cellules T, aprés la formation des génes TCR fonctionnels suite a un réarrangement
somatique des différents segments de génes. En plus, des molécules accessoires sont
exprimées durant la maturation thymique. Les CD4 et CD8, qui sont un exemple de
molécules accessoires jouent un role important dans la reconnaissance d’un antigéne et
dans Pactivation des cellules T. La maturation fonctionnelle correspondant a
’acquisition de la capacité a agir en cellules T « helper » (CD4+) ou cytolytiques
(CD8+) a lieu simultanément et dépendamment de I’expression des molécules de

surface des cellules T (Abbas ef al., 1994).
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1.6.1.3.1 Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH)

Les génes codant pour les molécules impliquees dans le rejet de tissu étranger
ou du non-soi forment la région des génes du CMH. Les molécules qui en découlent
sont propres a chaque individu et différentes entre les individus d’'une méme espece
(Genetet, 1993%). Le CMH contient trois classes de geénes : les classes I, IT et III. Les
genes de classe I du CMH codent pour les sous-unités glycoprotéiques du CMH
de type H-2 K, D et L chez la souris et HLA-A, -B, et -C chez ’humain. Les
molécules de classe I sont présentes chez toutes les cellules de I’organisme (Roitt e?
al., 1996%). Ces protéines sont essentielles a I’expression de la cytotoxicité induite par
les lymphocytes T CD8+ qui jouent un réle clé dans le rejet des cellules étrangeres ou
infectées par des virus. La reconnaissance, par les cellules CD8+, des molécules de
classe I en association avec les antigénes membranaires de cellules anormales ou
infectées entraine une destruction de ces cellules par les CD8+. Contrairement aux
molécules de classe I, les molécules de classe II sont exprimées seulement chez les
cellules lymphoides et les macrophages. Ces molécules de classe II présentent des
épitopes qui sont reconnus par les cellules Th et sont responsables des interactions
spécifiques entre les CPA (macrophages) et les lymphocytes CD4 et CD8 ou les
lymphocytes B (Eisen, 1990).

1.6.1.3.2 Les récepteurs de cellules T (TCR)

Les génes du TCR codent pour plusieurs récepteurs qui peuvent reconnaitre
spécifiquement un récepteur de peptides en association avec des molécules du CMH.
Le processus de sélection responsable du -épertoire de cellules T matures commence
seulement aprés le développement de ce récepteur T. L’expression de TCR est donc
nécessaire pour les processus de sélections négative et positive étant donné que ces
deux processus sont dépendants de la reconnaissance spécifique des antigenes du soi

en relation avec le CMH présent a la surface de cellules épithéliales thymiques, des
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cellules dendritiques et des macrophages (Abbas ef a/., 1994). Le TCR est un
complexe composé d’un hétérodimere constitué, en général d’une chaine alfa (o) de
48-54 kD et d’une chaine beta (B) de 45-50 kD, et plus rarement, de 3 molécules
(CD3) monophormiques y, 6 et € (Roitt ez al., 1996%). Les geénes o et B fonctionnels
du TCR sont normalement présents seulement chez les lymphocytes T. La chaine o
est composée de régions variables (V) qui assurent le contact entre le peptide et la
molécule du CMH, et d’une région J (segment variable additionnel), tandis que la
chaine 3 comprend les segments V, D (diversité) et J du gene du TCR (Toyonaga et
al., 1984). Les régions variables de la chaine B (V) se subdivisent en plusieurs
familles numérotées de 2 a 14 (VB2 a VB14). Les cellules exprimant la chaine V38
sont plus importantes en terme de nombre, chez les souris. Par contre, cette famille

est génétiquement absente chez la souris de type SJL (Jouvin-Marche ef al., 1989).

1.6.1.3.3 L’antigéne Thy-1

L’antigéne Theta ou Thy-1 est une glycoprotéine de 25 kD qui se présente
sous forme de deux allotypes, Thy-1.1 et Thy-1.2 (Reif et Allen, 1964). Chez les
souris, le marqueur Thy-1 est exprimé en grande quantité sur les thymocytes et aussi
sur les lymphocytes T du sang, de la rate, des ganglions, du péritoine et des plaques de
Peyer (Holmes et Morse, 1988). Il a été le premier antigéne utilisé pour séparer les

cellules T des cellules B dans les études fonctionnelles (Kroczek et al., 1986).

1.6.1.3.4 Les antigénes CD4 et CD8

Les molécules CD4 et CD8 chez la souris sont constituées de glycoprotéines
de 55 kD et 30-35 kD, respectivement (Dialynas et a/., 1983) qui sont codées par deux
génes localisés sur le chromosome 6 (Ledbetter et Herzenberg, 1979). Ces molécules

CD4 et CD8 sont communément utilisées comme marqueurs pour classer les sous-
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populations de thymocytes. Des études récentes ont indiqué que I’expression de ces
molécules joue un role dans les processus de sélection qui forment le répertoire de
cellules T. Les thymocytes peuvent étre divisés en 4 groupes sur la base de
I’expression des marqueurs CD4 et CD8. Ces populations comprennent les cellules les
plus immatures, les doubles négatifs (CD4-CDS8-), les cellules a I'étape des processus
de sélection soit, les doubles positifs (CD4+CD8+), et les cellules matures, les simples

positifs (CD4+CD8- ou CD4-CD8+) (Abbas ef al., 1994).

1.6.1.4 La migration vers la périphérie

Les précurseurs des lymphocytes T, ayant subi la double sélection (positive et
négative) se différencient en lymphocytes T matures exprimant a leur surface cellulaire
soit la molécule CD4, soit la molécule CD8. Ces cellules matures, capables de
reconnaitre les antigénes du non-soi et de fournir une réponse spécifique a ces
antigénes lorsqu’ils sont présentés en association avec les molécules du CMH de
classe I ou II, vont migrer du thymus vers les organes périphériques. Les lymphocytes
CD4'CD8’, aussi appelés cellules Th, ont comme fonction la coordination centrale de
la réponse immunitaire, donnant lieu soit a une activation des lymphocytes B, soit a
celle des lymphocytes cytotoxiques (Letonturier, 1996). Les lymphocytes
cytotoxiques (CD8'CD4") sont des cellules T possédant une activité cytolytique envers
des cellules infectées ou étrangéres. Leur activité cytolytique est déclenchée par la
secrétion des IL-2, -4 et -6 et I'IFN-y par des lymphocytes CD4+CD8- spécifiquement
stimulés (Fradelizi, 1993).

1.6.1.5 La rate comme organe effecteur de la réponse immune

La rate est un organe multifonctionnel qui filtre le sang des particules

étrangéres, enléve les cellules usées du sang, convertit I’hémoglobine en bilirubine et



agit dans la métabolisation du fer. Elle est entourée d’une capsule conjonctive et des
cellules de muscles lisses, et est formée d’une zone de pulpe rouge dans laqueile se fait
I’élimination des érythrocytes sénescents ou altérés et d’une zone, appelée pulpe
blanche, qui forme le tissu lymphoide organisé en manchons autour des ramifications
des arteres spléniques ou se développent les réponses immunes humorales (Ac) et
cytotoxiques (Genetet, 1993%). La rate, contrairement au thymus, contient
uniquement des lymphocytes matures soit des CD4+ ou des CD8+. Les lymphocytes
B et T représentent respectivement 25-35 % et 30-50 % de la population cellulaire
dans la rate. Elle a un role de captation des antigénes présents dans le sang qui

pénétrent dans la pulpe rouge (Pallardy et al., 1995).

Les autres organes lymphoides secondaires drainent chacun un compartiment
vasculaire particulier et sont aptes a fournir une réponse primaire appropriée au type

d’antigéne étranger rencontré (Pallardy ef al., 1995).

La réaction vis-a-vis un antigene spécifique chez des lymphocytes T immatures
est différente de celle des lymphocytes T matures. Chez les thymocytes CD4+CD8+,
un signal transmis a la cellule via e TCR déclenche soit une sélection positive amenant
a la différenciation cellulaire, soit une sélection négative aboutissant a la mort cellulaire
(Von Boehmer, 1991). Au contraire, chez les lymphocytes T matures, la liaison d’un
antigéne au récepteur TCR d’un lymphocytes T produit une réponse immune par
activation et prolifération de ces cellules (Schwartz, 1992). L’étape finale de la
réponse immune est I'induction d’un processus apoptotique chez les lymphocytes

activés, via le systéme Fas-Fas L (Russell e al., 1993).

1.7 L’apoptose

Le terme « apoptose » a été utilisé pour la premiere fois par Kerr et al. (1972).
L’apoptose représente une forme de mort cellulaire programmée qui suppose la

présence de geénes spéciaux (des thanatogénes) qui controlent I’expression de
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protéines responsables de ’apoptose (Tenniswood et al., 1994). Elle se différencie de
Ja nécrose sur le plan structural et fonctionnel et elle est indépendante de
I’environnement (Feldmann, 1995). L’apoptose est un phénomeéne rapide d’une durée

d’environ de 6 heures avec une fourchette de 4 a 9 h (Wyllie e al., 1980).

1.7.1 Les roles physiologiques de I’apoptose

L’apoptose survient dés les premiers stades du développement chez une partie
des cellules du blastocyste (Wyllie ez al., 1980). Les cellules germinales males ou
femelles (Coucouvanis ef al., 1993) et de nombreux neurones meurent aussi par
apoptose durant la période embryonnaire, mais la mort neuronale continue pendant les
périodes foetale et post-natale (Wyllie ef al., 1980). L’apoptose s’observe lors de la
morphogenése du coeur (James, 1994), du duodénum, de la résorption des membranes
interdigitales, de la disparition des canaux de Miiller et de la fusion des processus

palatins (Wyllie ez al., 1980).

L’apoptose est continuellement présente tout au long de la vie, chez les cellules
en prolifération lente comme les cellules hépatiques (Kerr, 1972) et celles de
Iépithélium du cortex surrénalien (Wyllie ef al., 1973), et en prolifération rapide telles
que les cellules de I’épithélium des cryptes de Dintestin (Potten, 1977) et des

spermatogonies en différenciation (Alian ef al., 1987).
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1.7.2 Les caractéristiques morphologiques et biochimiques de I’apoptose

1.7.2.1 Morphologie des cellules apoptotiques

Le processus apoptotique se présente en trois €tapes: la premiere étape se
caractérise par une distribution irréguliére de la chromatine, qui se rapproche de la
membrane interne du noyau, et de sa condensation en une forme de croissant
homogéne plus ou moins volumineux. Les fibres et les granules nucléaires sont alors
dispersés dans le nucléoplasme. Dans le cytoplasme, les organites se rapprochent et
s’agglomeérent, particuliérement les mitochondries, ainsi que les filaments du
cytosquelette et les ribosomes libres. Les desmosomes sont détruits et les espaces
intercellulaires d’élargissent, permettant a la cellule de prendre un aspect plus arrondi
(Wyllie ef al., 1980). A ce stade, les mitochondries et le réticulum endoplasmique
restent intacts, les lysosomes ne sont pas altérés et la membrane cytoplasmique reste

imperméable aux colorants vitaux (Feldmann, 1995).

La deuxiéme étape, qui peut chevaucher la premiere, est caractérisée par la
présence d’un crénelage de la membrane nucléaire annongant une fragmentation
nucléaire et cytoplasmique (Wyllie et al., 1980) suivie de la formation de fragments
cellulaires plus ou moins volumineux encore reliés entre eux par la membrane
cytoplasmique. Ces fragments contiennent des reliquats nucléaires, des organites
apparemment encore intacts ou un mélange de débris nucléaires et cytoplasmiques. La
cellule devient plus petite et condensée par rapport a la normale. Chez les thymocytes,
une réduction de 30 % du volume cellulaire a été observée par Ohyama ez al. (1981).
Les fragments cellulaires ou corps apoptotiques se détachent de la cellule pour étre

phagocytés par des macrophages ou des cellules avoisinantes (Kerr ef al., 1972).

Cependant, certains auteurs soulignent que I’altération d’ADN peut étre

détectée dans toutes les cellules en apoptose, mais la fragmentation en
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oligonucléosomes n’est pas toujours observée, car elle dépend de la nature de la
cellule-cible. Par exemble, les lymphoblastes B ne produisent pas de bris d’ADN
double-brin lors de I’apoptose induite par les cellules cytolytiques. Par contre, les
cellules non hématopoiétiques murines ont montré des fragments d’ADN simple-brin
détectés par le test nick (Sellins et Cohen, 1991). L’absence de fragmentation d’ADN
pourrait étre expliquée par une déficience dans ’activité des enzymes responsables du
clivage de I’ADN (Cohen et al, 1992). Chez les thymocytes, Alnemri et Litwaef
(1989) ont rapporté I’absence de I’enzyme endonucléase dans le noyau de ces cellules.
Is ont proposé que I’endonucléase était probablement sous forme non activable par le

Ca+” et Mg+ ou était synthétisée de novo lors de I’apoptose.

La troisiéme étape consiste en la dégradation des corps apoptotiques. Ce
phénoméne de dégradation entraine des lésions de la membrane cytoplasmique qui ont
pour conséquence de rendre la cellule perméable aux colorants vitaux suivi d’une
destruction des reliquats cytoplasmiques et nucléaires par les macrophages (Wyllie ez

al., 1980)

1.7.2.2 Altérations biochimiques des cellules apoptotiques

1.7.2.2.1 Modifications nucléaires

La condensation de la chromatine se traduit par un profond remaniement de
PADN. Wyllie (1980) avait observé, par électrophorése de I’ADN, que le poids
moléculaire des fragments d’ADN retrouvés, correspondait a un nucléotide, c’est-a-
dire 4 180 paires de bases nucléiques ou des multiples (oligonucléosomes) de cette
unité de base du filament d’ADN. Cette observation a permis d’émettre I’hypothése
que la coupure de filament d’ ADN en des endroits précis était due a I’activation d’une

nucléase.
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1.7.2.2.2 Modifications cytoplasmiques

Les transglutaminases Ca’’-dépendantes, localisées dans le cytoplasme sont
activées, in vivo et in vitro, au cours de 'apoptose (Fesus et al, 1987). Elles
catalysent la polymérisation des protéines en formant des ponts entre les résidus
glutamine et lysine, ce qui peut modifier I’ultrastructure du cytoplasme (agglomération
des organites et densification) (Wyllie, 1992) responsable de la formation des corps
apoptotiques, dont la membrane remaniée et modifiée résiste & ’action des détergents
(Fesus ef al., 1989). De plus, dans le cytoplasme, il y a une transduction du signal
susceptible de déclencher I’apoptose qui pourrait se faire par 'intermédiaire de
I’activation de la protéine kinase C (Arends et Wyllie, 1991). Les modifications au
niveau de la membrane sont surtout reliées a un remaniement de la membrane
cytoplasmique au cours de I’apoptose. Ces modifications membranaires ont été
expliquées par une perte de la symétrie des phospholipides membranaires exposant les
phospholipides insaturés, comme la phosphatidylsérine, a la surface externe de la
membrane cellulaire. La phosphatidylsérine est un site de reconnaissance des
macrophages par lequel ils se lient a cette derniere et engouffrent les cellules

apoptotiques (Allen ef al., 1988).

1.7.2.3 Les mécanismes de I’apoptose

Le mécanisme le plus connu du déclenchement de I’apoptose est I’activation
d’une endonucléase. Cette enzyme est localisée dans le noyau et son activité est
augmentée par une variété de stimuli. Les trois formes d’endonucléase (A, B et C)
associées a I’apoptose sont Ca+’Mg+>-dépendantes. Cette enzyme clive, & des
endroits spécifiques, I’ADN double-brin en plusieurs petits fragments de 180 paires de
bases d’ADN (Wyllie, 1980). Elle peut étre activée par plusieurs voies dépendamment
de la nature du stimulus. Les voies d’activation peuvent impliquer I'influx du Ca+,

I’activation ou [linhibition des protéines kinases, [’altération de la synthese
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d’ARN/protéines et/ou [’altération de D’expression de genes (Schwartzman et
Cidlowski, 1993). Les études faites chez les lymphocytes T matures ont montré que
’hydrolyse de la phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (Crabtree et Clipstone, 1994)
pourrait augmenter la concentration du Ca+’ intracellulaire (Weiss ef al., 1984),
amenant une activation de la calcineurine qui est une sérine-thréonine phosphatase

responsable du déclenchement de I’apoptose (Clipstone et Crabtree, 1992).

Le déclenchement de 1’apoptose peut étre dépendant de deux systémes
cytoplasmiques : les mitochondries et les protéases. L’apoptose induite par la
perturbation des mitochondries peut se faire a plusieurs niveaux: 1) Iinhibition de la
synthése protéique ou enzymatique mitochondriale (Baixeras, et al., 1994); 2) la
réduction du potentiel transmembranaire, qui a €té démontrée comme un processus
ayant lieu avant le changement nucléaire (Deckwerth et Johnson, 1993); et 3) le
déséquilibre entre la chaine de transport des électrons et la synthése de I’ATP
réduisant ainsi la respiration cellulaire (Zamzami et al., 1995). Tous ces mécanismes
conduisent soit & une augmentation de la concentration du Ca+2 intracellulaire (Trump
et Berezesky, 1995) ou a une diminution de ’ATP (Bernardi ef al., 1994) et du
NADH (Wrigth ef al., 1994), et en conséquence, activent les protéases, désorganisent
le cytosquelette cytoplasmique, activent les endonucléases (Trump et Berezesky,

1995), et déclenchent la chromatinolyse et la nucléolyse (Kroemer ez al., 1995).

1.7.2.4 L’apoptose versus la nécrose

L’apoptose se différencie de la nécrose par le fait qu’elle est un processus
cellulaire actif qui met en action le métabolisme propre de la cellule sans I'induction de
la réaction inflammatoire (Feldmann, 1995). Morphologiquement, les cellules en
nécrose deviennent gonflées, perdent leur intégrité membranaire et la fragmentation de
leur ADN se fait au hasard. Lors de la mort par nécrose, la membrane cellulaire se

lyse et libére le contenu cellulaire, ce qui explique la présence de réactions
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inflammatoires. Au contraire, les cellules en apoptose diminuent de volume,
maintiennent 'intégrité de leur membrane et leur ADN condensé est clivé a des

endroits spécifiques par une endonucléase (Arends ef al., 1990).

1.7.2.5 L’importance de I’apoptose en immunologie

L’apoptose joue un réle important dans I’homéostasie du systéme immunitaire
(Sen, 1992). Elle intervient de fagon courante dans la différenciation et la maturation
des lymphocytes T et B. Les lymphocytes T immatures, a des étapes critiques de leur
maturation, sont stimulés a rentrer en apoptose par 'intermédiaire de leur TCR. Ce
mécanisme permet d’éliminer les cellules T auto-réactives (Shi ef al, 1989). Les
lymphocytes T matures peuvent également étre éliminés par apoptose sous I’influence
de différentes cytokines ou des glycoprotéines virales. Le fait que I’apoptose chez les
thymocytes en maturation est déclenchée par des mécanismes différents de ceux des
lymphocytes matures pourrait expliquer les résultats de Perandones ez al. (1993) qui a
montré que le processus apoptotique chez les lymphocytes T spléniques €tait plus

rapide que celui chez les thymocytes.

Chez les lymphocytes B immatures et matures, la mort cellulaire se fait aussi
par apoptose aussi bien dans la moelle osseuse que dans les ganglions lymphatiques ou
la rate (Krammer ef al., 1994). Des travaux récents ont montré que les lymphocytes T
cytotoxiques induiraient ’apoptose chez les cellules cibles par la secrétion de

protéases (Heusel et al., 1994).

1.7.2.5.1 Les facteurs inducteurs et inhibiteurs de Papoptose

Plusieurs facteurs physiques ou moléculaires peuvent induire le processus

apoptotique chez les lymphocytes.
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1.7.2.5.1.1 L’irradiation

Les lymphocytes au repos meurent, lorsqu’irradiés, par I'intermédiaire d’un
processus nommeé « mort interphasique » qui n’implique pas la division cellulaire.
L’irradiation affecte la synthése d’ATP, change la perméabilité membranaire et
perturbe le noyau. Les changements nucléaires causés par l’irradiation, chez les
thymocytes, aboutissent a des cassures d’ADN qui peuvent étre détectées aprés 2 2 2.5
h d’exposition, et la mort cellulaire a lieu dans les quelques heures qui suivent
(Sellins et Cohen, 1987). Les radiations ionisantes causent en plus, un dommage
direct a ’ADN.

1.7.2.5.1.2 Le géne c-myc

Bien que le géne c-myc soit impliqué dans la prolifération cellulaire (Koskinen
et al., 1993), les expériences d’Askew er al. (1991) ont montré que la sur-expression
de ce gene pourrait accélérer I’apoptose des cellules myéloides en culture, en absence
de facteurs de croissance (Koskinen ez al., 1993) ou de fibroblastes (Evan ef al., 1992).
Ce phénomene a été également observe chez les lymphocytes T et les hybridomes de
cellules T (Shi et al., 1992) ainsi que chez les cellules musculaires lisses des
vaisseaux. Il a été démontrée que la protéine myc réagissait avec la protéine max

intra-cytoplasmique pour induire I’apoptose (Amati et al., 1993).

1.7.2.5.1.3 Le géne pS3

Le géne p53, aussi connu comme un anti-oncogene ou gene suppresseur de
tumeur par induction de 1’apoptose cellulaire, code pour un nucléophosphoprotéine qui
joue un role important dans la prolifération cellulaire, comme inhibiteur du cycle

cellulaire en phase G1 et comme inducteur de la différenciation cellulaire (Levine et
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al., 1991). Des résultats de Bates er al. (1994) suggérent que le geéne p53 pourrait
étre en relation avec la perte de protéines d’adhésion et/ou de contacts intercellulaires

observée dans la transformation cancéreuse.

1.7.2.5.1.4 Le géne Fas APO-1

Il a été démontré, chez les lymphocytes normaux et cancéreux, que la liaison
d’un anticorps monoclonal avec la protéine membranaire, I’apolipoprotéine-1 (APO-
1), pouvait induire une apoptose par bloquage de la prolifération cellulaire (Trauth ef
al., 1989). Suite a cette importante découverte, le géne Fas a ¢té identifié. Il code
pour un antigéne localisé sur la membrane cellulaire. Il s’est averé que I’antigeéne Fas
était identique a la protéine APO-1 (Itoh er af, 1991). Le ligand de Fas, une
glycoprotéine de 40 kda (Suda et Nagata, 1994), est une protéine transmembranaire
appartenant a la famille du facteur de nécrose tumorale (FNT) (Suda ez al., 1993) mais
est différente de ce dernier, car elle ne se lie pas a ses récepteurs (Itoh et al., 1993).
Des expériences chez les souris BALB/C ont montré que la présence d’anticorps anti-
Fas provoquait une apoptose chez les cellules hépatiques (Ogasawara ef al., 1993).
Cette induction d’apoptose résulte soit d’une liaison entre I’antigéne Fas et son ligand
ou via la fixation d’un anticorps monoclonal anti-Fas (Nakajima ez a/., 1996). Chez
les souris mutantes Jpr, ou I’expression de la molécule Fas a la surface membranaire
est absente, I'altération des thymocytes est presque nulle (Zhou et al., 1991), ce qui
peut expliquer la survie des thymocytes négligés en périphérie, ayant ainsi échappé 3
’apoptose dans le thymus (Zhou et al., 1993). La molécule Fas est également
fortement expriméechez les lymphocytes T matures périphériques activés (Trauth ef

al., 1989).

La molécule Fas est aussi exprimée dans une variété de cellules : les cellules
thymiques, hépatiques, cardiaques et de l’ovaire. Dans les cellules du systéme

immunitaire, I’antigene Fas est exprimé abondamment a la surface membranaire des
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thymocytes immatures CD4+CD8+ et des lymphocytes T matures activés,
principalement les lymphocytes T CD4+V[(38+, demeurant en périphérie, lesquels ont
eté montres tres sensibles a Iactivation du processus d’apoptose par I’anticorps anti-
Fas. Par contre, les lymphocytes thymiques doubles négatifs et simples positifs sont
insensibles a I’induction d’apoptose via le systeme Fas (Nishimura ef al., 1995; Boshell
et al., 1996). L’apoptose induite par la molécule Fas ou le FNT se fait de maniere
directe, c’est-a-dire ne requiert pas la synthése d’ARN, de protéines ou de d’autres
molécules, telle qu’observée avec les glucocorticoides. Le Fas déclenche le processus
de I'apoptose en se liant au récepteur des protéases de la famille des enzymes de

conversion de I'TL-1f (ICE) (Anderson, 1997).

1.7.2.5.1.6 Les glucocorticoides

Les hormones glucocorticoides sont reconnues pour leurs effets
immunosuppressifs et anti-inflammatoires et sont largement utilisés dans le traitement
de certaines conditions médicales. Ces composés interférent dans I’activation des
macrophages (Chensue ef al., 1991), inhibent la production de cytokines par les
lymphocytes T (Vacca ef al., 1992) et induisent la mort cellulaire programmeée chez la
progéniture des cellules T et B (Cohen et al., 1992) aussi bien que chez les cellules T
matures (Zubiaga et al., 1992). La dexaméthasone, un produit de la famille des
glucocorticoides, a une concentration 1.0 nM, augmente I’apoptose des lymphocytes
T jusqu’a 45 % apres 6 heures d’incubation par rapport a une apoptose spontanée qui
est de 15 % (Zucker, et al., 1994). La fragmentation d’ADN induite par ce
glucocorticoide a été montrée dépendante de I’élevation de la concentration du Ca™
intracellulaire, ce qui signifie qu’une perte de Ca™ extracellulaire ou un blocage dans
sa mobilisation prévient la fragmentation d’ADN (Lam et a/., 1993). Il a ét¢ démontre
que les glucocorticoides induisaient 1’apoptose chez les thymocytes de rat par

Pélévation du Ca’ intracellulaire, de maniére indépendante de I’endonucléase
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dépendante du Ca™/Mg™ (Kaiser et Edelman, 1977), ce qui laisse supposer la

presence d’autres endonucléases pour cliver I’ADN (Alnemri et Litwack, 1989).

Les cellules du systéme immunitaire, telles que les lymphocytes T, sont tres
sensibles aux effets des glucocorticoides, surtout les lymphocytes T immatures
CD4+CD8+ qui répondent beaucoup plus fortement que les lymphocytes matures
CD4+ et CD8+ (Cohen et al., 1992).

Des études chez les lymphocytes T ont montré que les glucocorticoides
pouvaient inhiber I’hydrolyse des phospholipides, diminuer I'activité des protéines
dépendantes de la phosphorylation par la tyrosine kinase (Boumpas et al., 1991) ou
induire la mort des cellules par I'inhibition de I’expression des molécules d’adhésion a
la surface des lymphocytes, ce qui avait pour conséquence de réduire le contact avec

les cellules endothéliales (Pitzalis ez al., 1997).

1.7.2.5.1.7 Les métaux lourds

L’apoptose joue un role important dans le maintien de 1’homéostasie du
systeme immunitaire. Jusqu'a maintenant, trés peu d’études ont été faites sur
’induction de ’apoptose par le mercure organique. Néanmoins, quelques travaux ont
démontré que le MeHg peut agir comme inducteur de ’apoptose selon une relation
dépendante de la dose. Shenker ef a/. (1997) ont récemment observé une induction
d’apoptose dans les lymphocytes T humains traités avec du MeHg a des doses de 0.6 a
1 uM. De plus, en présence de mitogenes, tel que la concanavalin A, le mercure
perdait sa capacité a induire I’apoptose et la nécrose cellulaire. D’autres métaux
comme le cadmium, le chrome III ont également été montrés comme ayant un

potentiel a induire I’apoptose cellulaire (El Azzoudi ez al., 1994; Yui et al., 1997).
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Par contre, certains métaux lourds tels que le zinc (Zn™) et le mercure (Hg™)
sous forme ionique induisent, plutdt, la prolifération cellulaire. Des €tudes, in vitro,
chez les lymphocytes humains (Berger et Skinner, 1974 ; Caron et al., 1970) et murins
ont montré que ces deux métaux activaient la division des cellules (Reardon et Lucas,
1981). Une prolifération cellulaire induite par le mercure inorganique a €té aussi
observée suite a la liaison du mercure au groupement SH de la P56, qui est une
protéine kinase ayant une fonction non-réceptrice associée aux récepteurs Thy-1, CD3
et CD4 des lymphocytes T. Cette liaison du mercure améne un transfert des signaux

qui prolongent la prolifération des lymphocytes (Nakashima et al., 1994).

1.7.2.5.1.8 Le géne B-cell lymphoma/leukemia-2 (bcl-2)

Le geéne bcl-2 code pour une protéine ayant une action anti-apoptotique (Vaux
et al., 1994). Cette protéine est localisée dans la membrane externe du noyau, le
réticulum endoplasmique et la membrane externe des mitochondries (Lithgow et al.,
1994). Durant la maturation des thymocytes, I’expression du bcl-2 est présente chez
les lymphocytes doubles négatifs (CD4-CD8-), simples positifs (CD4+ et CD8+) et
chez les lymphocytes en périphérie, mais cette molécule est faiblement exprimée chez
les cellules doubles positifs (CD4+CD8+) (Memon et al, 1995). Sa fonction
principale est de voir a la survie des cellules. Elle ne bloque pas le processsus de
sélection négative, mais, plutdt, prolonge la survie des cellules sélectionnées
positivement (King et Ashwell, 1995). 1l a été révélé que I’apoptose induite par les
glucocorticoides était bloquée par le bcl-2, mais pas par celle déclenchée via le

systéeme Fas (Memon et al., 1995).
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1.11 Objectifs de ce travail

Le MeHg peut induire, a des concentrations toxiques, des désordres cellulaires
autant dans le systéme nerveux que dans les cellules du systéme immunitaire. Par
contre, a des doses plus faibles, des désordres fonctionnels du systéme immunitaire ont
été observés chez des rats et des souris, de telle sorte que des immunodéficiences ou le
développement de maladies auto-immunitaires ont été associ€s a des compose€s
mercuriels. Quoiqu’étant en apparence contradictoires, ces désordres immunitaires
pourraient refléter des sensibilités différentes lors de la différenciation et de la
maturation des lymphocytes T, favorisant soit I’apoptose chez les thymocytes
immatures de souris sensibles a I’immunodéficience ou, au contraire, un blocage de
cette apoptose, chez les lignées de souris sensibles a I’auto-immunité, permettant la
survie de lymphocytes auto-réactifs. Au cours de ce travail, nous allons vérifier si des
concentrations subtoxiques de MeHgCl sont capables d’induire un processus
apoptotique chez les lymphocytes T spléniques et thymiques de souris génétiquement
sensibles 4 'immunodéficience (C57BL/6) ou a la maladie auto-immune (SJL). Nous
déterminerons si ce processus apoptotique est directement induit par le MeHgCl ou
résulte d’une apoptose post-stimulation de ces cellules. Ainsi, il sera possible de
vérifier si le processus d’apoptose est associé a la présence de la protéine Fas et/ou
reléve d’une activité spécifique du MeHgCl sur la nature des chaines VB du TCR, sous
contrdle génétique. Les expériences réalisées vont nous permettre d’identifier certains
mécanismes impliqués dans les déséquilibres immunitaires reliés a I’exposition a de tres
faibles concentrations de MeHgCl en relation avec la sensibilité génétique des

animaux.
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2.1 Les animaux de laboratoire

Des souris de lignées CS7BL/6 et SJL, en provenance de Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME) et 4gées de 6 a 15 semaines, ont été utilisées pour toutes les
expériences. Dés leur arrivée, elles ont été divisées en groupe de cinq animaux par
cage et gardées sous atmospheére stérile dans des enceintes biologiques (Forma
Scientific, Fisher Scientific, Montréal, Québec, Canada) dans des conditions standard

de luminosité et d’alimentation.

2.2 Les préparations cellulaires

Les souris C57BL/6 et SJL ont été euthanasiées par inhalation de CO,. Les
lymphocytes de la rate et du thymus ont été prélevés stérilement et les cellules ont été
isolées par frottement des organes sur une passoire a cellules en nylon et mis en
suspension dans un milieu composé de RPMI 1640 (Gibco BRL, Grand Island, NY,
E.U.) contenant 20 % SVF (Hyclone, Logan, UT) et 50 uM de 2-mercaptoéthanol
(Gibco BRL). Les lymphocytes ont été enrichis par passage sur un gradient de
Lympholyte® (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada). L’interface cellulaire a été
prélevée et lavée deux fois avec du milieu RPMI 1640 contenant 20 % de SVF, de la
L-glutamine (Gibco BRL) et des antibiotiques : tylosin (Sigma, St-Louis, MI, E.U)),
Amphotericin B (Sigma), pénicilline (Gibco BRL) et streptomycin (Gibco BRL). Le
culot a été ensuite resuspendu dans un volume de 3 ml de RPMI 1640 contenant 40 %
de SVF. Le dénombrement cellulaire a été effectué par comptage électronique
(Coulter Counter, Coulter Electronics Hialeah, FL, E.U.) en présence de 20 pL de la
zap-O-globine (Coulter Electronics) et de 20 ml d’Hematall (Fisher Scientific). Les
lectures ont été faites en duplicata et le nombre de cellules a été calculé sur une base

finale de 1 ml.
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2.3 Les traitements in vitro avec le MeHgCl

Les lymphocytes de thymus et de rate de souris C57BL/6 ou/et SIL ont été mis
en culture & une concentration de 5 x 10 ° cellules / ml dans un milieu RPMI 1640
contenant 20 % de SVF et des antibiotiques en présence de 50 puM de 2-
mercaptoéthanol, et ce, en absence et en présence de différentes doses de MeHgCl
(Alfa Products, Danvers, MA, EU.). Le MeHgCl a préalablement été dissout dans
I’acétone (Aldrich Chemical, Milwaukee, WI, E.U.) et dilué dans I’eau distillée a une
concentration de 102 M, et subséquemement dilué¢ dans du RPMI 1640 a des
concentrations variant de 0.001 4 1.0 uM. Les traitements des cellules ont été réalisés
en présence ou en absence de dexaméthasone (10 M) (Sigma), de Con A (5 pg/ml)
(Sigma) ou d’anticorps anti-Fas (50 ng/ml) (Pharmingen, San Diego, CA, E.U.). Les
cellules ont été incubées pendant 48 heures a 37° C sous une atmosphere contenant 5
% de CO,, et ont ensuite été marquées avec différents anticorps pour les études en
cytofluorométrie. Des expériences similaires ont été réalisées avec des cellules
incubées jusqu’a 6 jours pour les études de stimulation blastique et de cytotoxicité.
Toutes les expériences avec des cultures cellulaires ont été effectuées plus d’une fois

en triplicata.

2.4 Les immunomarquages et la cytofluorométrie
2.4.1 Marquage avec I’anticorps anti-Thyl.2 et I’iodure de propidium

Cette technique de double marquage des cellules a été réalisée tel que décrit
par Garvy et al. (1993) et Telford er al. (1991) avec quelques modifications.
Briévement, les cellules incubées en présence ou en absence de dexaméthasone ou de
concanavalin A ont été prélevées et centrifugées, a I’aide d’une microcentrifugeuse
(Fisher Scientific, model 59A), pendant 5 min a la vitesse 275g. Les culots ont
ensuite été resuspendus dans 1 ml du milieu RPMI 1640 contenant 20 % de SVF et

les cellules ont été électroniquement comptées. Ces cellules ont été incubées avec
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I"anticorps anti-Thyl (Pharmingen) couplé a la fluorescéine (Thyl-FITC), a une
concentration de 1mg/ml/10° cellules, dans un volume de 500 pl de RPMI avec 20 %
de SVF et incubées pendant 40 min sur la glace. Elles ont été ensuite centrifugées et
le culot a été resuspendu dans 500 pl d’un milieu de fixation composé d’un tampon
phosphate (PBS) (Sigma) contenant 1 % de formaldéhyde (Anachemia, Toronto,
Ontario, Canada). Ces cellules ont ét¢ fixées toute la nuit & 4° C, ensuite centrifugées
et lavées deux fois par centrifugation avec du PBS contenant 0.005 % de saponine
(Sigma). Les cellules ont ensuite été resuspendues et conservées, pendant une nuit a
4° C, dans 500 pl d’une solution contenant 50 pg/ml d’IP et 0.1 pg/ml d’ARNase-A
(Boehringer Mannheim, Laval, Québec). Les cellules ainsi marquées ont été

analysées en cytofluorométrie. Ces marquages ont été réalisés en triplicata.

2.4.2 Double marquage avec les anticorps anti-CD4 et anti-CD8

Pour réaliser ce marquage, les cellules ont été d’abord prélevées, centrifugées
et resuspendues dans du RPMI 1640 contenant 20 % de SVF. Elles ont été ensuite
incubées avec les anticorps anti-CD4 couplés a la FITC (CD4-FITC) (Pharmingen) et
anti-CD8 couplés a la PE (CD8-PE) (Pharmingen) pendant 40 min dans la glace, a
I’obscurité. Les cellules ont ensuite été centrifugées et le culot cellulaire a été
resuspendu dans 500 pi de PBS (Sigma) contenant 1 % de formaldéhyde, toute la nuit
a 4°C. Les cellules marquées ont été visualisées en cytofluorométrie. Ces marquages

ont été réalisés en triplicata.

2.4.3 Double marquage avec les anticorps anti-CD4 et anti-Vp6, VB8 ou VB14

Ce marquage a éte fait avec le méme procédure que celle indiquée a la section

2.4.2, sauf que dans cette expérience, le double marquage cellulaire a été effectué en

utilisant les anticorps anti-CD4-PE (Pharmingen) et des anticorps monoclonaux anti-
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VB6, VB8 ou VB14-FITC (Pharmingen). Les cellules ont été alors marquées et fixées
avant d’étre analysées au cytofluorométre. Lors de la mise au point de ces
immunomarquages, des contrdles d’isotype ont été effectués & I’aide d’anticorps de
méme isotypes mais dirigés contre des marqueurs sans relation avec ceux utilisés dans

les expériences pré-citées. Tous les immunomarquages ont été réalisés en triplicata.

2.4.4 Marquage des fragments d’ADN : méthode TUNEL (TdT-mediated dUTP
nick end labelling)

Le marquage de cellules apoptotiques par la méthode TUNEL a été fait, avec
quelques modifications, selon la méthodologie commerciale décrite par Boehringer
Mannheim (Cat. No. 1684 795, Laval, Québec). Cette méthode permet de détecter
les cellules apoptotiques en phase intermédiaire de I’apoptose au moment de la
fragmentation d’ADN. Elle consiste en I'incorporation de nucléotides marqués a
I’extrémité terminale-5> de I’ADN par une déoxynucléotidyle transférase. Les cellules
ont d’abord été prélevées, centrifugées et lavées par centrifugation avec 1 ml de PBS
contenant 1 % de ABS (Sigma). Le culot a été resuspendu dans 1 ml de cette
solution, puis les cellules ont été dénombrées. Une quantité de 1.5 x 10° cellules a été
marquée avec I’anticorps anti-TCRaB-PE (Pharmingen) pendant 40 min dans la glace
a I'obscurité. Les cellules ont été centrifugées et resuspendues dans 100 pl d’une
solution de paraformaldéhyde 4 % (Anachemia) dans du PBS a pH 7.4 pendant 30
min a la température de la piéce. Les cellules ont été lavées par centrifugation avec
200 pl de PBS puis resuspendues dans 100 ul d’une solution de perméabilisation
contenant 0.1 % de Triton X-100 (Fisher Scientific) et 0.1 % de citrate de sodium
(Fisher Scientific) pour deux min sur la glace. Les cellules ont €été ensuite lavées 2
fois par centrifugation avec 200 pl du PBS 1X et mises en contact avec le reactif
TUNEL (Boehringer Mannheim) pendant 60 min a 37° C en atmosphere humide et a

I’obscurité. Les cellules ont été subséquemment lavées deux fois, par centrifugation,
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avec 200 ul de PBS et resuspendues dans 500 ul de PBS. Les préparations ont été

analysées en cytofluorométrie. Ces marquages ont été réalisés en triplicata.

2.5 La stimulation blastique

Le test de stimulation blastique permet de mesurer la survie et/ou la
prolifération cellulaire avec ou sans mitogéne, en présence ou absence de produits
toxiques (Mosmann, 1983). La méthodologie utilisée est basée sur la mesure de
activité de la déshydrogénase mitochondriale, détectable par colorimétrie a I’aide de
MTS et MSP (Promega, New York, NY, lot no. 6781102). Aprés une incubation de
24 h avec le MeHgCl en présence ou en absence de concanavalin A ou d’anticorps
anti-Fas, 20 ul du mélange de produits MTS et MSP dans un rapport de 20:1 a été
ajouté dans chaque puits. La réaction a été quantifiée sous une longueur d’onde de
490 nm, avec un colorimetre adapté pour les cellules en cultures (Emax, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, EU.). La premiére lecture colorimétrique a été effectuée
apres 4 h suivant ajout de MTS et PMS. Les lectures subséquentes ont été faites a
différents temps durant 4 jours. Des courbes doses-réponses ont été réalisées pour
déterminer la variation de Pactivité de la déshydrogénase mitochondriale des

lymphocytes. Les expériences ont été effectuées en triplicata.

2.6 Cytofluorométrie en flux

L’analyse cytofluorométrique des cellules marquées a été effectuée sur un
appareil FACScan €quipé d’un laser (Becton-Dickinson, Mountain View, CA, E.U.).
L’analyse a été faite sur 5000 cellules lymphocytaires, telles qu’identifiées selon leur
taille et leur réfringence. Les lymphocytes montrant une réfringence se situant entre
50 et 400 en SSC et une taille variant entre 200 et 600 sur I’axe de FSC, ont été

sélectionnés. Les événements détectés en dehors de ces paramétres correspondent &
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des débris puisque leur taille et leur réfringence sont trop faibles, ou a des cellules
macrophagiques ou des polymorphonucléaires, qui possedent une taille et une
réfringence supérieure a celle des lymphocytes. Ces événements ont été exclus de
I'analyse. Les lymphocytes ont été ainsi séparés en deux populations: celle qui
possédait une réfringence et une taille normales (R1) et celle qui montrait une plus
grande densité, donc une plus grande réfringence (SSC), et une plus petite taille

(FSC) (R2), qui sont des caractéristiques de cellules apoptotiques.

Lors de I’analyse de la quantité d’ADN intracellulaire, telle que déterminée par
le marquage a I'IP, les cellules apparaissant sur I’histogramme du nombre de cellules
en fonction de la quantité de I'IP, autour de 10° en échelle logarythmique, ont été
considérées comme des cellules normales, c’est-a-dire contenant 2n chromosomes,
tandis que cellules ayant perdu des fragments d’ADN, donc contenant moins d’ADN
que les cellules normales et se situant avant 10° sur I’axe des x, représentaient des
cellules dites en apoptose. Par contre, celles qui présentaient une quantité supérieure
d’ADN 4 celle des cellules normales ont été classées comme des cellules en division
ayant 4n chromosomes car elles retenait plus d’IP. Des histogrammes similaires ont
été réalisés afin de déterminer le pourcentage de cellules positives au test TUNEL.
Tous les doubles marquages ont été analysés en rapport avec une matrice de
distribution des intensités des deux marqueurs, permettant de séparer les cellules
sélectionnées en quatre quadrants. Les nombres absolus et les pourcentages de

cellules dans chacun de ces quadrants ont ét€ notes.

2.7 Analyses statistiques

Les résultats ont été analysés statistiquement par le test de "t" de Student pour
les différents groupes de cellules traitées et analysées en cytofluorométrie, alors que
I’analyse de variance (ANOVA) a été effectuée sur les mesures d’activité métabolique

des cellules en culture soumises a différents traitements (Scherrer, 1984). Les effets



de différentes doses de MeHgCl ont été comparés a ceux des cellules contréles
n’ayant pas été mis en contact avec le MeHgCl. Le rapport R1/R2 a ét¢ calcul€ pour
mettre en évidence le changement dans le pourcentage de cellules normales qui
deviennent apoptotiques. Le seuil de signification a €té fixé a un p < 0.05 et les

résultats sont exprimés en pourcentage ou nombre de cellules + écart type.



CHAPITRE TROISIEME

RESULTATS
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3.1 Détermination des populations cellulaires morphologiquement normales et

apoptotiques chez les thymocytes et splénocytes de souris CS7BL/6 et SJL

Des concentrations faibles de métaux lourds, tel le MeHgCl, peuvent altérer
des mécanismes biochimiques de la cellule sans nécessairement entrainer la mort par
nécrose. Le processus d’apoptose pourrait étre déclenché dans une telle situation.
Les cellules en apoptose sont principalement caractérisées par des modifications
morphologiques au niveau de leur membrane plasmique et des clivages de leur ADN
par des endonucléases. Ces modifications cellulaires reliées a I’apoptose peuvent €tre

détectées par différentes techniques.

3.1.1 Détermination des lymphocytes morphologiquement normaux et

apoptotiques par la différence de taille et de réfringence

Les cellules qui sont en apoptose voient leur granulosité intra-cellulaire et leur
taille diminuer par la perte du contenu de leurs organites cellulaires sous forme de
corps apoptotiques (Feldmann, 1995). Ces caractéristiques morphologiques de
I’apoptose peuvent étre détectées en cytofluorométrie par I’analyse de la taille (FSC)

et du degré de réfringence (SSC) des événements cellulaires.

Afin de différencier, in vitro, les lymphocytes qui sont morphologiquement
normaux de ceux en processus d’apoptose, des lymphocytes de rate et de thymus de
souris C57BL6 et SIL ont été enrichis par passage sur un gradient de Lympholyte®,
incubés pendant deux jours a 37 °C puis analysés en cytofluorométrie. La population
dite morphologiquement normale a été différenciée de celle dite apoptotique par la
taille (FSC) et la réfringence (SSC) cellulaire (Fig. 1). Les cellules apoptotiques, qui
présentent une taille plus petite et une réfringence plus grande que celle d’une cellule
normale, se retrouvent dans la région (R2) montrant un SSC plus grand et un FSC

plus petit qu’une cellule morphologiquement normale (R1) et ce, autant chez les
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Figure 1 : Analyse cytofluorométrique des populations cellulaires du thymus (A, C)
et de la rate (B, D) des souris C57BL/6 (A, B) et SIL (C, D) selon les paramétres FSC
et SSC. La région R1 correspond a des cellules lymphoides normales et la région R2 a
une population cellulaire exprimant un plus faible FSC et un plus fort SSC.
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lymphocytes de rate ou de thymus des deux lignées murines. Afin de confirmer que
les cellules de la région R2 sont en processus d’apoptose, les cellules ont été traitées
avec de la dexaméthasone connue comme étant un excellent inducteur d’apoptose chez
les lymphocytes. La figure 2 montre que la présence de dexaméthasone a réduit le
niveau de cellules normales dans la région R1 et augmenté le nombre de cellules dans
la region R2 correspondant donc a des structures apoptotiques. Ces résultats suggeérent
la possibilité d’utiliser ces criteres morphologiques comme premier indicateur de la

presence de cellules apoptotiques dans les expériences subséquentes avec le MeHgCl.

3.1.2 Détermination des lymphocytes morphologiquement normaux et
apoptotiques par la présence de cassures d’ADN détectées par le test

TUNEL

Afin de confirmer la présence de fragments d’ADN dans les cellules classifiées
dans la région R2, un test TUNEL a été effectué. Ce test permet d’identifier les
cellules apoptotiques par la présence d’extrémités libres d’ADN, suite a I’action de
I’endonucléase. Le tableau I montre que dans la région R1, il n’y a qu’un faible
pourcentage de lymphocytes qui sont positifs au test TUNEL et ce, chez les deux
lignées de souris. Par contre, les lymphocytes retrouvés dans la région R2 sont
pratiquement tous positifs au test TUNEL. Ces résultats montrent que la majorité des
lymphocytes de la rate et du thymus ayant une taille plus petite et une densité plus

forte montrent des bris d’ ADN spécifiques a ’apoptose.
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Figure 2 : Analyse cytofluorométrique des populations cellulaires du thymus (A, C)
et de la rate (B, D) des souris C57BL/6 (A, B) et SIL (C, D), traitées avec la
dexaméthasone, selon les paramétres FSC et SSC. La région R1 cormrespond a des
cellules lymphoides normales et la région R2 a une population cellulaire exprimant un
plus faible FSC et un plus fort SSC.



Tableau I : Pourcentages de cellules dans les régions R1 et R2 de I’analyse
cytofluorométrique, tels que déterminés par le test TUNEL chez des
lymphocytes de rate de souris C57BL/6 et SJL aprés différents temps de

culture.
Lignée murine Temps post- ‘R1 “R2
culture (h) (%) (%)
C57BL/6 24 10008 958+1.0
72 12.0x0.7 74.4+39.1
SIL 24 69+09 993+0.1
72 73+£21 97.1x1.1

*R1 : FSC/SSC normaux
*“R2 : FSC bas / SSC haut
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3.2 Evaluation des populations cellulaires morphologiquement normales et
apoptotiques chez les splénocytes et les thymocytes, de souris CS7BL/6 et
SJL, traitées avec différentes concentrations de MeHgCl en présence ou en

absence de concanavalin A ou de dexaméthasone

3.2.1 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement normaux et
apoptotiques, de souris C57BL/6 et SJL, traités avec différentes
concentrations de MeHgCl

Afin de déterminer si des doses subtoxiques sont capables d’induire un
processus apoptotique, des lymphocytes de rate et du thymus en provenance des deux
lignées de souris ont été incubés pendant 48h avec différentes concentrations de
MeHgCl. Les nombres relatifs de lymphocytes morphologiquement normaux (région
R1) et apoptotiques (région R2) ont été déterminés en cytofluorométrie (Tableau II).
Lorsque le nombre de cellules dans chacune des régions est analysé en fonction de la
concentration de MeHgCl, aucune différence significative n’est mise en évidence dans
les splénocytes en provenance de la souris C57BL/6. Par contre, chez la souris SJL
les nombres de cellules apoptotiques (région R2) sont augmentés en fonction de la
dose de MeHgCl, a partir d’une concentration de 0.01 uM (p<0.05 et 0.01), alors que

ceux de la région R1 (cellules normales) diminuent & des concentrations de 0.1 uM et

plus (p<0.05). L’analyse des rapports R1/R2 montrent, chez la souris C57BL/6, que
le nombre de splénocytes morphologiquement normaux augmente par rapport a celui
des cellules apoptotiques a la concentration la plus faible de MeHgCl mais diminuent
graduellement a des concentrations plus élevées de MeHgCl (p<0.05). Ce rapport est

abaissé, chez la souris SJL, qu’avec des concentrations de 0.5 et 1 pM de MeHgCl

(p<0.05).

Chez les thymocytes de souris C57BL/6, seules les concentrations plus fortes

de MeHgCl (0.5 et 1.0 uM) peuvent réduire significativement le nombre de
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Tableau II : Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et apoptotiques (R2),
chez des lymphocytes de rate de souris C57BL/6 et SIL, traités in vitro avec différentes

concentrations de MeHgCl.

Ligr_lée MeHgCl Populations cellulaires Rapport
murine
(uM) ‘R1 “R2 R1/R2
C57BL/6 Contrdle 3231£750 23881503 1.35+0.04
0.001 4002495 23391487 1.71£0.10%
0.01 3586+11 2723496 1.32+0.05
0.1 3420+191 2882436 1.20+0.06*
0.5 3102+£159 30454238 1.00+0.14*
1 29061272 3128+192*  0.90+0.15*
SJL Controle 35634208 2424155 1.4710.12
0.001 3576189 2467+93 1.454+0.13
0.01 35771211 2629+68* 1.3610.10
0.1 3119+56* 2715+157*  1.2040.18
0.5 3129+56* 2865+89%*  1.10£0.05**
1 3230+201 3294475%*%  1.00£0.04**

*R1 : FSC/SSC normaux
**R2 : FSC bas / SSC haut
* p<0.05:%* p<0.01
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thymocytes normaux en comparaison avec ceux qui sont apoptotiques (p=<0.05)
(Tableau IIT). Chez les cellules de souris SJL, les thymocytes sont trés peu affectés

par le MeHgCl puisque seule la concentration la plus forte de MeHgCl entraine une

diminution du rapport R1/R2 (p<0.05).

Ces résultats suggerent qu’a partir d’une concentration de 0.01 uM, le
MeHgCl entraine les lymphocytes spléniques a entrer en apoptose. Les splénocytes de
souris SJL sont, par contre, plus sensibles aux effets apoptotiques du MeHgCl puisque
la concentration minimale d’induction de ’apoptose se situe a 0.01 pM alors que les
cellules de la souris C57BL/6 sont affectées par des concentrations égales ou
supérieures 4 0.1 uM. Par contre, les thymocytes de SJL sont légerement plus

résistants a I’apoptose induite par le MeHgCl que ceux des souris C57BL/6.

3.2.2 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement normaux
et apoptotiques, des souris C57BL/6 et SJL, traités avec différentes

concentrations de MeHgCl et en présence de concanavalin A

Il est proposé que I’apoptose induite par le MeHgCl pourrait alors étre
contrecarrée par la stimulation antigénique. D’autre part, une atteinte plus géneralisée
des effets du MeHgCl sur des voies métaboliques ou des structures mitotiques (ex.
microtubules) pourrait, au contraire, augmenter le niveau d’apoptose chez les cellules
en division. Afin de vérifier ces hypothéses, des splénocytes et des thymocytes en
provenance de souris C57BL/6 et SIL ont été mis en contact avec différentes
concentrations de MeHgCl concurramment & une stimulation par la Con A durant 48
h. Le tableau IV montre que les splénocytes stimulés de souris C57BL/6 diminuent en

nombre dans la région R1 et augmentent dans la région R2 en fonction de la
concentration du MeHgCl (p<0.05 4 0.001). Les rapports R1/R2 diminuent fortement

dés une concentration de 0.01 uM de MeHgCl (p<0.05 a 0.001). Cependant, chez les



Tableau III: Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes du thymus de souris C57BL/6 et SJL,
traités in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl.

Ligr.lée MeHgCl Populations cellulaires Rapport
murine
(pM) ‘R1 “R2 R1/R2
C57BL/6 Controle 2220+194 5052+156 0.443:0.03
0.001 2119+£165 4990+122 0.42+0.03
0.01 2055126 50294103 0.41+0.03
0.1 22014304 5047+104 0.40£0.07
0.5 1902+70 5078499 0.40+0.01*
1 1731£104* 53844327 0.30+0.04*
SJL Controle 1126+132 33194443 0.34+0.01
0.001 11012210 2800+190 0.39+0.08
0.01 0871228 27021727 0.37+0.08
0.1 1136257 24794+266* 0.47+0.16
0.5 1227142 31404£310 0.39+0.04
1 1019170 3476+505 0.29+0.02*

*R1 : FSC/SSC normaux

**R2 : FSC bas / SSC haut

* p<0.05
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splénocytes de SJL, les résultats montrent trées peu de variations significatives du

nombre de splénocytes morphologiquement apoptotiques et normaux (Tableau IV).

Des résultats différents sont observés avec les thymocytes, car en présence de

la Con A, les thymocytes de souris CS7BL/6 augmentent fortement dans les
régions R1 et R2 (Tableau V) (p<0.05 a 0.001). Le rapport R1/R2 confirme cette

hausse relative du nombre de thymocytes normaux de souris C57BL/6 (p<0.001). Par
contre, chez les thymocytes de SJL, tout comme chez les splénocytes, il n’y a aucun
changement significatif autant dans le nombre de splénocytes apoptotiques que de

celui de lymphocytes normaux.

Les résultats observés chez les lymphocytes traités avec différentes
concentrations de MeHgCl et stimulés par la Con A suggérent une sensibilité¢ plus
grande a I’effet apoptotique induit par le MeHgCl chez les splénocytes et les
thymocytes de souris C57BL/6 que chez ceux de la souris SJL, malgré une stimulation

des thymocytes de la souris C57BL/6.

3.2.3 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement normaux et
apoptotiques, de souris C57BL/6 et SJL, traités avec différentes

concentrations de MeHgCl et en présence de dexaméthasone

Dans [organisme, les glucocorticoides sont une famille de substances
endogenes qui peuvent induire la mort cellulaire par apoptose (Wyllie, 1980). La
dexaméthasone, un composé de la famille des glucocorticoides, est connue comme un
indicateur d’apoptose chez les lymphocytes (Compton et al., 1988). Afin de vérifier si
le MeHgCl induit I’apoptose via une voie semblable a celle utilisée par la
dexaméthasone, des spiénocytes et des thymocytes de souris C57BL/6 et SJL ont été
similairement traités, tel que décrit & la section 3.2.1, mais en présence de 10° M de

dexaméthasone. Les résultats présentés dans le tableau VI indiquent une diminution



Tableau IV : Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes de rate de souris C57BL/6 et SJL,
traités in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de
concanavalin A.

Ligr}ée MeHg(Cl Populations cellulaires Rapport
murine
(M) R1 “R2 R1/R2
C57BL/6 Controle 2964+117 31184261 0.9610.11
0.001 2120+403* 3206+609 0.70+0.20
0.01 2053+£387* 3991+111*  0.50+0.11*
0.1 18374323**  3989+134*  0.50£0.10**
0.5 16724272%%  4426+364*%  0.4010.09%**
1 10144£30%* 5085+322**  0.20+0.01%**
SIL Controle 18781586 610+148 3.05+0.34
0.001 1263+154 6231429 2.0010.40*
0.01 13914432 615152 2.2040.61
0.1 1638+157 551141 3.0010.16
0.5 1888+564 7081128 2.60+0.36
1 3070+813 1256+139* 2.40+0.43

‘R1 : FSC/SSC normaux
*R2 : FSC bas / SSC haut
* p<0.05; ** p<0.01
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Tableau V : Nombres

de cellules morphologiquement normales

(R1) et

apoptotiques (R2), chez des lymphocytes du thymus de souris C57BL/6 et SJL,
traités in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de

concanavalin A.

Ligr'xe’e MeHgCl Populations cellulaires Rapport
murine
(M) ‘R1 “R2 R1/R2
CS57BL/6 Controle 284424 2978425 0.096+0.007
0.001 311£78 30544293 0.101+0.016
0.01 11524131*%  43874227**  0.262+0.020**
0.1 1205+71%*  4581+82** 0.2634+0.011%**
0.5 877+47%*  4348+168**  0.20210.013**
1 8961+60%*  4795+187** 0.187+0.016**
SJL Contréle 338+87 2103+160 0.1620.05
0.001 431445 2173142 0.2040.03
0.01 364180 2177£387 0.17+0.01
0.1 443470 2528+212%* 0.17+0.02
0.5 388163 2204+158 0.18+0.02
3 302+41 2315477 0.13+0.02

*R1 : FSC/SSC normaux

**R2 : FSC bas / SSC haut

* p<0.05; ** p<0.001
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Tableau VI : Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et apoptotiques
(R2), chez des lymphocytes de rate de souris CS7BL/6 et SJL, traités in vitro avec
différentes concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone.

Ligr.lée MeHgCl1 Populations cellulaires Rapport
murine
(LM) ‘Rl *R2 R1/R2
C57BL/6 Controle 82+19 3303197 0.030+0.010
0.001 93+5 35114329 0.028+0.001
0.01 5744 3376136 0.017+0.002
0.1 461+2* 30754401 0.015+0.002
0.5 41+5% 28714462 0.014+0.001*
1 31+8* 31614393 0.01040.002*
SIL Controle 204421 44514230 0.050+0.010
0.001 191425 3909+107* 0.050+0.008
0.01 201+£50 39654395 0.050%0.009
0.1 164+8%* 3995+83* 0.041+0.002
0.5 122+]18** 4515+123 0.027+0.003**
1 116+13%* 48074338 0.024+0.004**

‘R1 : FSC/SSC normaux

**R2 : FSC bas / SSC haut

* p<0.05; ** p<0.01
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du nombre de splénocytes morphologiquement normaux (R1) chez les deux lignées de
souris suite a I’action de la dexaméthasone (p<0.05 & 0.01). Par contre, le MeHgCl, a
des concentrations €gales ou supérieures a 0.05 uM entraine une plus forte diminution
des cellules normales, et ce chez les deux lignées de souris, malgré une diminution de
cellules apoptotiques (R2) chez la souris SJL avec des concentrations faibles de
MeHgCl (p<0.05). Le MeHgCl semble donc légerement augmenter I’apoptose de

splénocytes induite par la dexaméthasone.

Au niveau des thymocytes, la présence de dexaméthasone réduit drastiquement
le nombre de thymocytes dans R1 et produit une hausse des lymphocytes dans R2, et
ce, chez les deux lignées de souris, lorsque comparés aux résultats du Tableau III
(Tableau VII). Toutefois, chez les thymocytes traités avec le MeHgCl, aucune
variation significative n’est observée chez les deux lignées, malgré une légere
tendance a 1’augmentation du nombre de thymocytes de la souris SJL dans la région

R2 avec I’augmentation de la concentration de MeHgCl (p<0.05) (Tableau VII).

3.2.4 Nombres de splénocytes et de thymocytes morphologiquement normaux et
apoptotiques, de souris CS57BL/6 et SJL, traités avec différentes
concentrations de MeHgCl, tels que déterminé par le test TUNEL

Afin de confirmer que ’augmentation des cellules dans la région R2 est bien
une conséquence de I'induction d’un processus apoptotique par le MeHgCl, la
présence de cassures spécifiques de I’ADN chez ces cellules a été vérifiée par le test
TUNEL. Tel que montré dans le Tableau VIIL, les splénocytes de souris C57BL/6
incubés pendant 24h avec du MeHgCl montrent une hausse significative (p<0.01) de
cellules avec des bris d’ADN avec 1 uM de MeHgCl, et ce, dans la région R1, alors
que la plupart des cellules de la région R2, considérées comme morphologiquement

apoptotiques, possédent effectivement des cassures de I’ADN (Tableau VIII). Chez



Tableau VII: Nombres de cellules morphologiquement normales (R1) et
apoptotiques (R2), chez des lymphocytes du thymus de souris C57BL/6 et SIL,
traités in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de

dexaméthasone.

Ligr_lée MeHg(Cl Populations cellulaires Rapport
murine
(LM) "Rl “R2 R1/R2
C57BL/6 Controle 1843 64344355  0.005+0.001
0.001 16t6 6161+117  0.003+0.001
0.01 1616 6200+210  0.003+0.001
0.1 26422 63881436 0.00410.004
0.5 34419 6447193 0.005+0.004
1 23£11 6376188 0.00340.001
SJL Controle 82+28 35794320  0.020+0.010
0.001 95425 3567£169  0.026+0.006
0.01 114439 364690 0.030+0.010
0.1 108+14 3620+379  0.030£0.006
0.5 117417 43494415  0.027+0.006
1 95434 4424+234*  0.021+0.007

‘R1 : FSC/SSC normaux

*R2 : FSC bas / SSC haut
* p<0.05



Tableau VIII : Pourcentages de cellules apoptotiques déterminés par le test
TUNEL chez des lymphocytes de rate de souris C57BL/6 et SIL, traités in
vitro avec différentes concentrations de MeHgCl.

Lignée MeHgCl Populations cellulaires Rapport
murine
(o)
(LM) ‘R1 "R2 RI1/R2
C57BL/6 Contrdle 10.0+0.8 95.8£1.0 0.11+0.08
0.001 12.0£1.6 96.3+0.4 0.13+10.02
0.01 12:3%255 95.740.7 0.13£0.03
1 13.6+0.6** 96.4£1.1 0.14+0.01**
SIL Contrdle 6.910.9 99.340.1 0.07+0.01
0.001 6.4+0.8 08.8+0.1%* 0.07+0.01
0.01 82+1.2 99.0+0.1* 0.084+0.01
1 6.240.8 98.9+0.2 0.06+0.01

*R1 : FSC/SSC normaux
“*R2 : FSC bas / SSC haut
* p<0.05; ** p<0.005
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les splénocytes de souris SJL, par contre, aucune variation significative n’est observée

dans la région R1, et trés peu dans la région R2.

Par contre, suite a une stimulation de 72 h avec de la Con A en présence de
différentes concentrations de MeHgCl, la majorité des splénocytes de souris C57BL/6
de la région R2 présente des clivages de leur ADN (Tableau IX). Seule Ila

concentration de 1 pM de MeHgCl entraine une forte augmentation du pourcentage
de cellules positives au test TUNEL dans la région R1 (P<0.05), ce qui a aussi pour

effet d’augmenter le rapport R1/R2 (P<0.05). Chez les lymphocytes de souris SJL, la
présence de MeHgCl a des concentration de 0.01 pM et plus, favorise le clivage de
I’ADN chez les splénocytes stimulés par la Con A qui sont morphologiquement
apoptotiques (région R2) (P<0.05) mais aussi augmente légeérement les cellules

apoptotiques dans la région R1 (P<0.05). En comparant les pourcentages de cellules
positives au test TUNEL chez des lymphocytes stimulés par la Con A par rapport a
ceux de cellules non-stimulées (Tableau VIII), la présence de Con A semble avoir pour
effet d’augmenter le pourcentage des splénocytes positifs au test TUNEL de la région

R1 et de diminuer celui des lymphocytes apoptotiques (R2) chez la souris SJL.

Les expériences réalisées avec le test TUNEL montrent que les pourcentages
de cellules apoptotiques dans les régions R1 et R2 ne sont que peu ou pas affectées
par des concentrations inférieures 2 1 pM de MeHgCl et confirment que les
changements de dimension et de réfringence des cellules de la région R2 reflétent bien

un processus apoptotique dans ces cellules.



Tableau IX: Pourcentages de cellules apoptotiques déterminés par le test
TUNEL chez des lymphocytes de rate de souris C57BL/6 et SJL, traités in
vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de la

concanavalin A.

Lignée MeHgCl Populations cellulaires Rapport
murine
(7o)
(LM) "R1 “R2 RI1/R2
C57BL/6 Contrdle 10.542.9 96.3+2.7 0.11£0.03
0.001 16.3+2.3 97.7+0.4 0.17+0.03
0.01 14.5+2.8 96.210.9 0.15+0.03
1 36.5+1.6%* 08.6+0.6 0.37+0.16%*
SJL Controle 4.4+0.9 85.415.0 0.0540.01
0.001 5.4+0.7 90.543.0 0.06£0.01
0.01 7.312.0* 95.1+£2.6* 0.08+0.02
1 129450 94.0+3.8 0.14+0.07

*R1 : FSC/SSC normaux
*R2 : FSC bas / SSC haut
* p<0.05; ** p<0.01
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3.3 Evaluation des populations cellulaires morphologiquement normales et
apoptotiques, chez les lymphocytes T spléniques et thymiques, de souris

CS7BL/6 et SJL, en présence de différentes concentrations de MeHgCl

Les expériences précédentes ont mis en évidence une augmentation de cellules
apoptotiques dans la rate et le thymus, sans tenir compte du type de lymphocytes. It
est proposé que les lymphocytes T sont spécifiquement sensibles a I’apoptose induite
par le MeHgCl chez la souris C57BL/6 mais non pas chez la souris SJL. Ainsi, les
expériences subséquentes sont basées sur I'identification des lymphocytes T, via le
marqueur Thy+, qui sont morphologiquement normaux ou apoptotiques en tenant
compte de leur contenu en ADN a ['aide d’un marquage a I'IP. Pour réaliser ces
expériences, les cellules ont été préalablement mises en contact avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence ou en absence de Con A et de dexaméthasone.
Apres 48h d’incubation, les lymphocytes ont été doublement marqués par un anticorps
anti-Thyl couplé a la fluorescéine et par I'IP afin de déterminer la quantité d’ADN
présente dans les cellules. Les nombres de lymphocytes T hypoploides, normaux et

hyperploides ont été €valués par cytofluorométrie.

3.3.1 Analyse des cellules spléniques Thyl+ normales et hypoploides, de souris
CS7BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de
MeHgCl

La figure 3 concerne les nombres de lymphocytes T hypoploides

(apoptotiques) et normaux de la rate de souris C57BL/6 obtenus aprés un traitement

avec les différentes concentrations de MeHgCl. Cette figure montre une augmentation

du nombre de lymphocytes T hypoploides autant dans les régions R1 (cellules

normales) que dans R2 (cellules apoptotiques) avec des concentrations de 0.001 a
0.01 uM de MeHgCl (p<0.05a 0.01). Les nombres de lymphocytes T normaux en

contenu d’ADN sont aussi augmentés en présence de faibles concentrations de
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Figure 3 : Cellules spléniques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de -
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (C) et dans
la région R2 (FSC bas/SSC haut) (B), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl.

* p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.
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MeHgCl (p<0.01 a 0.001) puis diminués avec des concentrations plus elevées
(p<0.01) (Fig. 3B). Par contre, une légére diminution du nombre de lymphocytes T
hypoploides en provenance de la souris SJL est observée avec des concentrations de
0.01 et 0.1 uM de MeHgCl (p<0.05 4 0.01) (Fig. 4A). Cependant, le MeHgCl a des
concentrations de 0.1 et 0.5 uM cause une augmentation de lymphocytes normaux

dans la région des lymphocytes morphologiquement apoptotiques (R2) (p<0.05) (Fig.
4B), ce qui indique que des lymphocytes T qui présentent une quantité normale
d’ADN peuvent étre déja morphologiquement apoptotiques. Ces résultats montrent
que de faibles concentrations de MeHgCl peuvent induire une apoptose chez les
cellules spléniques de souris C57BL/6 suite a une stimulation de ces cellules alors

qu’elles bloquent, au contraire, ce processus chez la souris SJL.

3.3.2 Analyse des cellules thymiques Thy1+ normales et hypoploides, de souris
C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHg(Cl

Les thymocytes représentent la population de lymphocytes T qui sont en
processus de maturation, donc plus sensibles a l'apoptose lors du processus de
sélection négative mais aussi en forte division cellulaire. Pour vérifier si le MeHgCl
affecte le processus de maturation des thymocytes via une augmentation ou une
diminution de I’apoptose selon les lignées murines, les thymocytes ont été mis en
contact avec différentes concentrations de MeHgCl pendant 48h dans des conditions

normales d’incubation et marqués avec un anticorps anti-Thy1 et de I'P.

L’analyse cytofluorométrique ne montre aucune variation significative dans le
nombre de thymocytes normaux et apoptotiques en provenance de la souris C57BL/6,
que ce soit dans les régions R1 ou R2 (Fig. 5 A et B). Chez les thymocytes de SJL,

seules les concentrations fortes de MeHgCl augmentent le nombre de lymphocyte T

apoptotiques (région R2) (p<0.05) (Fig. 6 A et B). Donc, le MeHgCl n’affecte pas le
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Figure 4 : Cellules spléniques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) (%), traitées in vifro avec dlﬁ‘erenteS
concentrations de MeHgCl.

* p<0.05; ** p<0.01.
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la région R2 (FSC bas/SSC haut) ( B), traitées in vitro avec différentes

concentrations de MeHgCl.
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Figure 6 : Cellules thymiques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normmaux) (O ) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) ( W), traitées in vifro avec différentes

concentrations de MeHgCl.
* p<0.05
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nombre de thymocytes de souris C57BL/6 et n’augmente légeérement |’apoptose chez

les thymocytes de souris SJL que seulement aux plus fortes concentrations.

3.3.3 Analyse des cellules spléniques Thyl+ normales et hypoploides, de souris
C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHgCl et stimulées par la Con A

Les lymphocytes matures périphériques entrent en apoptose suite a une
stimulation par un antigéne ou par un mitogéne (Russell ez al., 1993). Pour vérifier si
le MeHgCl, a différentes concentrations, peut induire la mort par apoptose des
lymphocytes T ainsi stimulés, les lymphocytes matures présents dans la rate des deux
lignées de souris ont été incubés avec le MeHgCl et stimulés par la Con A pendant
deux jours. Les cellules ont été marquées a 1’aide d’un anticorps anti-Thyl et de I'TP

et analysées par cytofluorométrie.

Tel que montrée dans la figure 7A, une hausse du nombre de lymphocytes T
hypoploides de souris C57BL/6 est remarquée autant dans les régions des lymﬁhocytes
morphologiquement apoptotiques (R2) que normaux (R1) (p<0.05 a 0.001), et ce,
avec de faibles concentrations de MeHgCl. Par contre, a fortes dose, la plupart des
cellules hypoploides se retrouvent dans la région R2 (p<0.05 4 0.001). Parallelement,
les lymphocytes T normaux en contenu d’ADN et morphologiquement normaux, sont
fortement diminués avec des fortes concentrations de MeHgCl (p<0.001) alors que les
nombres de cellules normales mais morphologiquement apoptotiques augmentent
légérement (p<0.01) (Fig. 7B). Chez les lymphocytes T de la souris SJL, les plus
fortes concentrations de MeHgCl réduisent les nombres de lymphocytes T hypoploides
et normaux dans les régions de R1 et R2 (p<0.05 4 0.001) (Fig. 8 A et B) alors que les
lymphocytes traitées avec des concentrations plus faibles se retrouvent en nombres
plus élevés dans la région de R1 (p<0.05) (Fig. 8 A et B), suggérant une augmentation

du nombre de cellules morphologiquement normales mais hypoploides suite a 1’action
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Figure 7 : Cellules spléniques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) () et dans
la région R2 (FSC bas/SSC haut) (@), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A.

* p<0.05; ** p<0.001.
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Figure 8 : Cellules spléniques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (0) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) (B), traitées in viro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A.

* p<0.05; ** p<0.001.
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de faibles concentrations de MeHgCl. Cette hypothése est renforcée par le fait que les
cellules spléniques normales présentes dans la région R1 résistent aisément a une
apoptose induite par des doses plus faibles de MeHgCl (Fig. 8B). Donc, la stimulation
des lymphocytes de la souris C57BL/6, par la Con A, les rend plus sensibles a
I’apoptose induite par de faibles concentrations de MeHgCl alors, qu’au contraire, les

lymphocytes T spléniques de la souris SJL sont plus résistants lorsque stimulés.

3.3.4 Analyse des cellules thymiques Thyl+ normales et hypoploides, de souris
C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHg(Cl et stimulées par la Con A

Quoique le MeHgCl n’a induit aucun effet significatif dans le nombre de
thymocytes apoptotiques de souris C57BL/6, nous avons montré que ces cellules
étaient plus sensibles a I’apoptose lorsque stimulées par la Con A (Tableaux II et V).
Nous avons vérifié si le MeHgCl agit sur le contenu en ADN chez des thymocytes de
souris C57BL/6 et SJL, tel que traités comme dans la section précédente. La figure 9
montre que le MeHgCl réduit 1égérement le nombre de thymocytes ayant une quantité
normale ¢’ ADN dans les régions R1 et R2 mais n’entraine pas plus d’apoptose (Fig. 9
A et B). Par contre, les thymocytes normaux de SJL sont sensibles au MeHgCl
seulement aux concentrations les plus fortes, tel que montré par une réduction du
nombre de cellules normales dans les régions R1 en faveur de la région R2 (p<0.05)

(Fig. 10). Cependant, le nombre de thymocytes apoptotiques de souris SJL semble

moindre que ceux de souris C57BL/6, que ce soit dans R1 ou R2.
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Figure 9 : Cellules thymiques Thy1+ hypoploides (A) et normales (B) de souris
C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) (), traitées in vifro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A.
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Figure 10 : Cellules thymiques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) (@), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A.
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3.3.5 Analyse des cellules spléniques Thyl+ normales et hypoploides, de souris
C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHgCl en présence de dexaméthasone

La dexaméthasone est un inducteur d’apoptose chez les lymphocytes T. 1II est
possible que le MeHgCl induise ou bloque 1’apoptose, selon les lignées murines, en
altérant I’action de la dexaméthasone, tel que montré avec le zinc (Berger et Skinner,
1974 ; Caron et al., 1970). Afin de vérifier ces hypothése, les lymphocytes spléniques
de souris C57BL/6 et SJL ont été similairement traités mais en présence de 10° M de

dexaméthasone. Les résultats montrent, chez la souris C57BL/6, une diminution de

lymphocytes T apoptotiques hyploides (p<0.05 a 0.001) (Fig. 11A) et une
augmentation de thymocytes normaux dans la région R1 avec de faibles
concentrations de MeHgCl (Fig. 11B). Egalement chez la souris SJL, une diminution
des nombres de lymphocytes T apoptotiques et normaux est aussi observée dans R1
(p<0.05 a 0.01) (Fig. 12A et B). Ces résultats suggerent que de faibles
concentrations de MeHgCl peuvent altérer légérement le processus apoptotique induit
par la dexaméthasone, chez les lymphocytes T spléniques, en diminuant ou en
augmentant le nombre de cellules normales, chez les souris SJL et CS57BL/6,

respectivement.

3.3.6 Analyse des cellules thymiques Thyl+ normales et hypoploides, de souris
C57BL/6 et SIL, traitées in vitro avec différentes concentrations de

MeHgCl en présence de dexaméthasone

Les cellules thymiques sont particulierement sensibles a I’apoptose induite par
la dexaméthasone (Cohen ef al., 1992). Nous avons aussi vérifi¢ 'effet du MeHgCl
sur ce type d’apoptose. Chez les thymocytes de souris C57BL/6, le MeHgCl n’a pas
produit d’effet significatif sur le nombre de thymocytes Thyl+ morphologiquement

hypoploides en présence de dexaméthasone (Fig. 13 A) mais a fortement augmente le
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Figure 11 : Cellules spléniques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans
la région R2 (FSC bas/SSC haut) (%), traitées in vifro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone.

* p<0.05; ** p<0.001.
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Figure 12 : Cellules spléniques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) (&), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexameéthasone.

* p<0.05; ** p<0.01.
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Figure 13 : Cellules thymiques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans
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* p<0.05; ** p<0.001.
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nombre de cellules morphologiquement apoptotiques mais normales en ADN (p=<0.05
a 0.001). Ces variations n’ont pas été observées chez les thymocytes de SJL (Fig. 14).
La présence de dexaméthasone a donc eu pour effet d’accroitre le niveau de
lymphocytes dans R2 et de les réduire dans R1 chez la souris C57BL/6 sans qu’il y ait

une diminution importante dans le contenu en ADN cellulaire.

3.3.7 Analyse des cellules spléniques Thy1+ hyperploides, de souris CS7BL/6 et
SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en

présence ou en absence de concanavalin A ou de dexaméthasone

La présence de cellules morphologiquement apoptotiques mais ayant un
contenu normal en ADN suggere que les cellules en division seraient aussi plus
sensibles a I'induction d’apoptose ou a son blocage par des concentrations faibles de
MeHgCl, selon les lignées murines. De plus, les cellules en division ont été montrées
comme €tant plus sensibles a I’effet toxique du MeHgCl (10 uM) par une atteinte au
niveau des microtubules ( Miura ef al., 1978). Afin de vérifier si des concentrations
subtoxiques de MeHgCl peuvent encore altérer la division mitotique, des lymphocytes
spléniques des souris C57BL/6 et SIL ont été traitées avec différentes concentrations
de MeHgCI en présence ou non de Con A ou de dexaméthasone et marqués avec un
anticorps anti-Thyl et de 'IP. Lors de I’analyse cytofluorométrique de ces cellules,
les populations montrant un taux d’ADN plus élevé que des cellules normales
(hyperploides) ont été comptabilisées. Les résultats obtenus suite au traitement avec
les différentes concentrations de MeHgCl montrent que les nombres de lymphocytes
hyperploides de souris C57BL/6 diminuent dans la région R1 en présence des
concentrations les plus fortes de mercure (p<0.05 4 0.001) (Fig. 15 A). La présence
de Con A, entraine une hausse du niveau de lymphocytes hyperploides de souris
C57BL/6 dans la région R2 (Fig. 15B). La figure 15C montre une augmentation des
lymphocytes hyperploides apoptotiques dans la région R2 en présence de

dexaméthasone, chez la souris C57BL/6, surtout avec des concentrations fortes de
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Figure 14 : Cellules thymiques Thyl+ hypoploides (A) et normales (B) de
souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et dans la
région R2 (FSC bas/SSC haut) (g), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone.

* p<0.05
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Figure 15 : Cellules spléniques hyperploides de souris C57BL/6, présentes dans la
région R1 (FSC/SSC normaux) (0) et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) (),
traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl (A) en présence de
concanavalin A (B) et de dexaméthasone (C).

* p=<0.05; ** p<0.001.
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MeHgCl (p<0.05 a4 0.001). Par contre, chez la souris SJL, le MeHgCl ne cause aucun
effet significatif sur le nombre de lymphocytes dans R1 et R2 (Fig. 16 A). Chez SJL
cependant, en présence de Con A, une légére augmentation de cellules en division dans
la région R1 est remarquée avec de faibles concentrations de MeHgCl suivie d’une
diminution de ces cellules & des concentrations plus fortes MeHgCl (Fig. 16B). En

meéme temps, le nombre de lymphocytes hyperploides est diminué dans la région R2.

Ces résultats suggerent une sensibilité plus grande des lymphocytes T en
division, en provenance de souris C57BL/6, aux effets apoptotiques du MeHgCl alors
que les lymphocytes T en division, de souris SJL, résistent au MeHgCl lorsque

stimulés par la Con A.

3.3.8 Analyse des cellules thymiques Thyl+ hyperploides, de souris CS7BL/6 et
SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en

présence ou en absence de concanavalin A ou de dexaméthasone

Comme le thymus est ’organe de maturation des lymphocytes T et que les
processus de division cellulaire y sont importants, il est possible que le MeHgCl, a des
concentrations subtoxiques, puisse altérer la division cellulaire. Ainsi, I’analyse
cytofluorométrique de thymocytes hyperploides, de souris C57BL/6, en présence de
différentes concentrations de MeHgCl montre que ces cellules ne répondent pas de
fagon significativement différente de celle des cellules non-traitées (Fig. 17A). D’autre
part, la stimulation de la division cellulaire par la Con A n’a pas rendu les thymocytes
hyperploides plus sensibles a I’apoptose (Fig. 17B). Ceci est également observé chez
les lymphocytes de souris SJL (Fig. 18A) sauf chez les thymocytes hyperploides mis
en contact avec la dexaméthasone et le MeHgCl ou une légére augmentation
significative (p<0.05) est observée dans la région R2 (Fig. 18C). Donc, les

thymocytes en division cellulaire semblent plus résistants aux déréglements pouvant

étre induits par le MeHgClL.
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Figure 16 : Cellules spléniques hyperploides de souris SJL, présentes dans la
région R1 (FSC/SSC normaux) (0J) et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut)
(&), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl (A) en présence
de concanavalin A (B) et de dexaméthasone (C).

* p<0.05; ** p<0.001.
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Figure 17 : Cellules thymiques hyperploides de souris C57BL/6, présentes dans
la région R1 (FSC/SSC normaux) () et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut)
@), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl (A) en présence

de concanavalin A (B) et de dexaméthasone (C).
* p<0.05; ** p<0.001.
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Figure 18 : Cellules thymiques hyperploides de souris SJL, présentes dans la
région R1 (FSC/SSC normaux) (00) et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut)
(%), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl (A) en présence
de concanavalin A (B) et de dexaméthasone (C).

* p<0.05; ** p<0.001.
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3.4 Analyse des sous-populations de lymphocytes spléniques et thymiques, de
souris CS7BL/6 et SJL, traitées in vitro avec des concentrations

subtoxiques de MeHgCl

Les lymphocytes T se composent de plusieurs sous-populations qui se
différencient les unes des autres par des marqueurs a leur surface membranaire.
L’intégrité du fonctionnement du systéme immunitaire dépend de I’équilibre entre ces
sous-populations de lymphocytes. Les problémes d’immunodéficience ou d’auto-
immunité sont souvent reliés a de tels déséquilibres observés chez I’humain (Hickel et
al., 1991) et les rongeurs (Jiang et Moller, 1995). Afin de vérifier si le MeHgCl peut
provoquer un déséquilibre entre les sous-populations de lymphocytes T, via un
processus d’apoptose, ces cellules en provenance de souris C57BL/6 et SJL ont été
mises en culture avec différentes concentrations de MeHgC(Cl en présence ou en
absence de Con A ou de dexaméthasone. Par la suite, les sous-populations de
lymphocytes ont été marquées avec des anticorps anti-CD4 et anti-CD$ couplés a des
fluorochromes et les nombres relatifs de chacune des sous-populations ont été

déterminés par cytofluorométrie.

3.4.1 Sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques, de souris C57BL/6

et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl

Les figures 19A et 20A montrent les nombres de lymphocytes spléniques
matures CD4+ et CD8+ aprés un traitement avec les différentes concentrations de
MeHgCl. Ainsi, les nombres de lymphocytes CD4+ apoptotiques augmentent chez les
deux lignées de souris. Par contre, chez les lymphocytes de SJL, cette augmentation
devient significative a partir d’une concentration de 0.01 uM (p=<0.05 a 0.001) (Fig.
20A) tandis que chez la souris C57BL/6, les CD4+ sont augmentés a partir d’une

concentration de 0.5 uM de MeHgCl (p<0.05 i p<0.001) (Fig. 19A). Les
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Figure 19 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et CD8+
(B) de souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (OJ)
et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) (g), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl.

* p<0.05; ** p<0.01
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Figure 20 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et CD8+
(B) de souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et
dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) (g ), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl.

* p<0.05; ** p<0.001.
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lymphocytes CD8+, par rapport aux lymphocytes contréles, ne sont pas fortement

affectés par le MeHgCl et ce, chez les deux lignées de souris (Fig. 19B et 20B).

Ces résultats montrent que les lymphocytes spléniques CD4+ seraient plus
sensibles a une apoptose induite par le MeHgCl que les cellules CD8+ et ce, chez les

deux lignées murines.

3.4.2 Sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques, de souris CS7BL/6
et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl et

stimulées par la concanavalin A

Lors d’une réponse antigénique, les lymphocytes T sont appelés a entrer en
division cellulaire, les rendantsoit plus sensibles ou plus résistants a I’apoptose induite
par le MeHgCl. Des expériences similaires a celles décrites dans la section précédente
mais aprés une stimulation avec la Con A ont été effectuées et montrent que les
lymphocytes CD4+ et CD8+ de souris C57BL/6 se retrouvent graduellement en plus
grand nombre dans la région R2 en fonction de la concentration de MeHgCl (Fig. 21A
et B). Outre cela, les concentrations de 0.5 et 1 uM de MeHgC! induisent une
¢lévation du nombre de lymphocytes CD8+ dans R1 (Fig. 21B). Par contre, le
MeHgCl ne produit aucun effet significatif sur les sous-populations lymphocytaires

CD4+ et CD8+ de la souris SIL (Fig. 22).

Encore une fois, les lymphocytes CD4 surtout et secondairement, les CD8+ de
la souris C57BL/6, lorsque stimulés, sont plus sensibles a 1’apoptose induite par le

MeHgCl alors que les cellules de la souris SJL résistent a cet effet du MeHgCl.
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Figure 21 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et CD8+
(B) de souris CS7BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (0)
et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) (@), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A.

* p<0.05; ** p<0.001..
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Figure 22 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et CD8+
(B) de souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (0) et
dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) ( B), traitées in vifro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence de concanavalin A.

* p<0.05
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3.4.3 Sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques, de souris CS7BL/6
et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en

présence de dexaméthasone

Nous avons observé, dans la section 3.3.5, que des faibles concentrations de
MeHgCl pouvaient diminuer 1’apoptose induite par la dexaméthasone. Afin de vérifier
si cette diminution se fait au dépend de I'une ou l'autre des sous-populations
lymphocytaires, des expériences similaires ont été effectuées en présence de
dexaméthasone. Chez les deux lignées de souris, la dexaméthasone réduit presque
totalement le nombre de lymphocytes CD4+ et CD8+ dans la région R1 (Fig. 23 et
24). Seuls, les lymphocytes CD4+ dans la région R1 et CD8+ dans la région R2, de la
souris SJL, sont augmentés en fonction de la concentration du MeHgCl (Fig. 24B)
alors que les autres variations demeurent a des niveaux trés faibles. Donc, le MeHgCl
peut augmenter, a de faibles doses, ’apoptose induite par des glucocorticoides chez

les lymphocytes CD4+ de la souris SIL seulement.

3.4.4 Sous-populations lymphocytaires de cellules thymiques, de souris CS7BL/6

et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl

Malgré le fait que le MeHgCl ne semble pas affecter significativement
I’apoptose chez les thymocytes en général, des déficits dans le processus de
maturation pourraient favoriser un déséquilibre dans les sous-populations de
thymocytes. Afin de vérifier cette hypothese, des thymocytes de souris C57BL/6 et
SJL ont été tr'flite's avec du MeHgCl et les sous-populations lymphocytaires ont été
identifiées en cytofluorométrie par un double marquage avec des anticorps anti-CD4 et
CD8 couplés a des fluorochromes. Tel que montré dans les figures 25 et 26, les
traitements avec les plus fortes concentrations de MeHgCl (0.5 et 1 uM) haussent les
nombres de thymocytes simples positifs (SP) CD4+ apoptotiques (région R2) (p
<0.01) chez la souris C57BL/6 (Fig. 25A). Par contre, le MeHgCl n’a que trés peu
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Figure 23 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et CD8+
(B) de souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (0)
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concentrations de MeHgCl en présence de dexaméthasone.

* p=<0.05; ** p<0.001.
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d’effet sur les sous-populations CD4+ de SJL ainsi que sur les sous-populations CD8+
(SP), doubles positifs (DP) CD4+CD8+ et doubles négatifs (DN) CD4-CD8- chez les
deux lignées de souris (Fig. 25B, C et D et 26A et D) a I’exception d’une légére baisse

des cellules DP apoptotiques de la souris SJL lorsque traitées avec de faibles

concentrations de MeHgCl (p<0.05) (Fig. 26C).

3.4.5 Sous-populations lymphocytaires de cellules thymiques, de souris CS7BL/6
et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl et

stimulées par la Con A

Par contre, suite a une stimulation par la Con A, le MeHgCl induit a la fois une
hausse dans les nombres de toutes les sous-populations de thymocytes chez la souris
CS7BL/6 (p<0.05 a p<0.001) et ce, autant dans les régions R1 que R2 (Fig. 27).
Toutefois, le MeHgCl favorise I’accroissement du nombre de thymocytes CD8+ dans
la région R1 de facon plus importante que celui des thymocytes CD4+ (Fig. 27A et B).
Par contre, chez les thymocytes de SJL en présence de Con A, seulement une légére
augmentation du nombre de thymocytes CD8+ et des cellules CD4-CDS- est observée
dans la région R2 (p<0.05 a 0.01) (Fig. 28B et D). Ainsi, il est donc possible que le
MeHgCl agisse en stimulant les différentes sous-populations thymiques a se diviser
chez les deux lignées murines mais que seules les cellules thymiques de la souris

C57BL/6 entreraient subséquemment en apoptose.

3.4.6 Sous-populations lymphocytaires de cellules thymiques, de souris CS7BL/6
et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en

présence de dexaméthasone

11 a été observé, a la section 3.3.6, que le MeHgCI potentialisait 1’induction

d’apoptose par la dexaméthasone chez les thymocytes de la souris C57BL/6 mais pas
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chez ceux de la lignée SJIL. Afin d’identifier laquelle des sous-populations est affectee
par cet effet du MeHgCl, des expériences similaires ont été réalisées avec des
thymocytes des deux lignées murines en présence de dexaméthasone. Tel que montre
dans les figures 29C et 30C, la présence de dexaméthasone, réduit presque
complétement le nombre de lymphocytes DP dans la région R1 et augmente,
parallélement, ceux de la région R2 chez les deux lignées de souris. Par contre, une
augmentation des lymphocytes SP CD4+ et CD8+ apoptotiques est observée chez les
cellules de la souris C57BL/6 (Fig. 29A et B) avec la plus forte concentration de
MeHgCl, tandis que chez la souris SJL, seul le nombre de lymphocytes SP CD4+
apoptotiques est augmenté. Par contre, les lymphocytes CD8+ de la souris SJL sont
trés sensibles a une augmentation d’apoptose en présence de dexaméthasone (p<0.05
a 0.001) (Fig. 30B). Ainsi, il apparait que les thymocytes SP de la souris C57BL/6
sont légérement plus sensibles aux effets apoptotiques du MeHgCl que ceux de la
souris SJL mais que les cellules SP CD8+ de la souris SIL sont plus sensibles que

celles de la souris C57BL/6.

3.5 Ktude de lactivité métabolique de cellules spléniques et thymiques de

souris CS7BL/6 et SJL

Les expériences précédentes ont mis en lumiere le fait que les lymphocytes
spléniques et thymiques de la souris C57BL/6 étaient généralement plus sensibles aux
effets apoptotiques du MeHgCl que ceux de la lignée SIL. Il est postulé que des
concentrations subtotoxiques de MeHgCl, pouvant induire un processus apoptotique,
sont aussi capables de rendre anergiques les lymphocytes de la souris C57BL/6, et a
un moindre degré, ceux de la souris plus résistante, SJL. Pour vérifier cette hypothese,
des expériences sur I’évaluation de la capacité des enzymes mitochondriales des
lymphocytes a métaboliser les sels de tétrazolium ont été réalisées. Les cellules ont éte
d’abord incubées pendant 24h avec différentes concentrations de MeHgCl en présence

ou en absence de Con A. Les niveaux d’activité de la deshydrogénase mitochondriale
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ont été évalués par I’ajout de MTS et de MSP et des lectures en colorimétrie & 490 nm

ont été effectué a différents temps aprés le traitement.

3.5.1 Etude de Pactivité métabolique de cellules spléniques et thymiques de

souris C57BL/6 et SJL, en contact avec différentes concentrations de MeHgCl

Tel que montré dans la figure 31, le traitement des cellules spléniques de souris
C57BL/6 avec des concentrations subtoxiques de MeHgCl a pour effet de réduire
I’activité des splénocytes de souris C57BL/6 pour toutes les concentrations utilisées.
Par contre, chez les splénocytes de souris SJL, seules les concentrations de 0.5 et 1

1M de MeHgCl diminuent significativement I’activité métabolique de ces splénocytes

(p<0.01) (Fig. 31B). Chez les thymocytes de souris C57BL/6, aucun effet significatif
n’est observé quel que soit les concentrations du MeHgCl utilisées (Fig. 32A). Par
contre, la figure 32B montre que les thymocytes de SIL sont stimulés par le MeHgCl a
des concentrations égales ou supérieures a 0.01 pM (p=<0.05). Ces résultats mettent
en lumiére la différence de réactivité des lymphocytes aux concentrations subtoxiques
de MeHgCl entre les deux lignées murines mais surtout 1’anergie induite par des

concentrations subtoxiques de MeHgCl chez la souris C57BL/6.

3.5.2 Etude de activité métabolique de cellules spléniques et thymiques de
souris C57BL/6 et SJL, en contact avec différentes concentrations de

MeHgCl et en présence de Con A

Il a été préalablement observé que la stimulation des lymphocytes T spléniques
par la Con A les rendaient plus sensibles aux effets apoptotiques induits par le
MeHgCl chez les sburis C57BL/6 mais plus résistantes, chez les cellules des souris
SJL (sections 3.2.2, 3.3.3, 3.3.4 et 3.3.5). L’analyse de I’activité métabolique de ces

cellules lorsque stimulées par la Con A réveéle que les splénocytes de souris C57BL/6
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Figure 31 : Activité métabolique des cellules spléniques de souris C57BL/6 (A) et SJL
(B), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl.

(m) contréle, (x) 0.001, (x) 0.01, (¢) 0.1, (+) 0.5, (=) 1 uM.

* p<0.01
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Figure 32 : Activité métabolique des cellules thymiques de souris C57BL/6 (A) et
SIL, (B), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl.

(w) contrdle, (x) 0.001, (x) 0.01, () 0.1, (+) 0.5, (=) 1 uM.

* p=<0.05
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métabolisent plus les sels de tétrazolium en présence des faibles concentrations de
MeHgCl alors que cette activité est réduite aux deux concentrations les plus fortes
(p=<0.05 4 0.01) (Fig. 33A). Par contre, la figure 33B montre que seule la plus forte
concentration de MeHgCl inhibe significativement [l'activité métabolique des
splénocytes de SJL (p<0.01). Similairement, les thymocytes stimulés a la Con A et
traités avec le MeHgCl montrent une activité métabolique plus élevée, surtout avec
des concentrations les plus fortes de MeHgCl utilisées, chez les souris C57BL/6
(p<0.05 a 0.01) (Fig. 34A). Au contraire, les thymocytes de la souris SJL stimulés par
la Con A en présence des concentrations les plus fortes de MeHgCl, perdent une partie

de leur capacité a métaboliser les sels de tétrazolium alors que les concentrations plus

faibles augmentent cette activité (p<0.01) (Fig. 34B).

Ainsi, la stimulation de I’activité métabolique induite par la Con A est
maintenue en présence de concentrations subtoxiques de MeHgCl chez les
lymphocytes T spléniques de la souris C57BL/6 et SJL mais non pas aux plus fortes
concentrations. Au contraire, les thymocytes de la souris SIL en présence de faibles
concentrations de MeHgCl montrent une augmentation de I’activité métabolique, alors

que cette activité est plus forte chez la souris CS7BL/6.

3.6 Ktude de Pactivité métabolique et de I'identification des sous-populations de
cellules spléniques et thymiques, de souris CS7BL/6 SJL, en présence

d’anticorps anti-Fas

Le systéme Fas-FasL joue un rdle important dans ’activation des lymphocytes
a entrer en apoptose. Les lymphocytes matures, dans leur état normal, expriment peu
le récepteur Fas, mais les thymocytes DP sont connus pour avoir plus de récepteurs
Fas a la surface de leur membrane cellulaire (Nishimura er al, 1995). Les
lymphocytes T matures entrent en apoptose en passant par ce systéme apres avoir €té

stimulés par un antigéne, tandis que chez les lymphocytes T immatures, le systéme Fas
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Figure 33 : Activité métabolique des cellules spléniques de souris CS7BL/6 (A) et STL
(B), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de

concanavalin A. (w) controle, (x) 0.001, (x) 0.01, (¢) 0.1, (+) 0.5, (=) 1 pM.
* p<0.05 ; ** p<0.01
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Figure 34 : Activité métabolique des cellules thymiques de souris C57BL/6 (A) et SIL
(B), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de
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permet de faire la sélection positive et négative durant le processus de maturation
intra-thymique. Afin de vérifier si I’apoptose induite par le MeHgCl résulte d’une
activation du récepteur Fas chez les sous-populations de lymphocytes T, des
splénocytes et des thymocytes provenant de souris C57BL/6 et SJL ont été incubées
avec différentes concentrations de MeHgCl en présence de I’anticorps anti-Fas. Les
sous-populations ont ensuite été identifiées par un double marquage avec les anticorps
anti-CD4 et anti-CD8 avant d’étre analysées en cytofluorométrie. Leurs niveaux

d’activité métabolique ont été ainsi évalués tel que décrit dans la section précédente.

3.6.1 L’activité métabolique de cellules spléniques et thymiques, de souris
C57BL/6 et SJL, en contact avec différentes concentrations de MeHgCl et

en présence d’anticorps anti-Fas

L’ajout d’un anticorps anti-Fas permet de vérifier si la stimulation induite par
le MeHgCl entraine une augmentation de sensibilit¢ a I’apoptose via le systeme Fas
car un anticorps anti-Fas agit comme un signal d’apoptose pour des cellules exprimant
adéquatement la molécule Fas & sa surface (Itoh ez al, 1991). Ainsi, la figure 35
montre que ’ajout d’un anticorps anti-Fas n’a pas modifié¢ de fagon significative
I’activité métabolique mitochondriale induite par les différentes concentrations de
MeHgCl chez des lymphocytes de la rate provenant des deux lignées murines, sauf a
la plus forte concentration ou une inhibition significative de I’activité métabolique est
encore observée (p<0.05) (Figs. 35A et B). Par contre, le MeHgCl altére de maniére
évidente celle des thymocytes de souris C57BL/6 (p<0.05 a 0.001) (Fig. 36A) pour
toutes les concentrations utilisées. Tandis que chez la souris SJL, le MeHgCl altére
I’activité mitochondriale a un degré moindre et ce, seulement avec des concentrations
fortes (p<0.001) (Fig. 36B), lorsque ces résultats sont comparés a [activite

mitochondriale des thymocytes traités avec le MeHgCl seulement (Figs. 32A et B).
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Figure 35 : Activité métabolique des cellules spléniques de souris C57BL/6 (A) et SJL
(B), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence

d’anticorps anti-Fas. (w) contréle, (x) 0.001, (x) 0.01, (+) 0.1, (+) 0.5, (=) 1 uM.
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(B), traitées in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl en présence
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3.6.2 Les sous-populations lymphocytaires de cellules spléniques et thymiques,
de souris C57BL/6 et SJL, traitées in vitro avec différentes concentrations

de MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas

L’analyse des sous-populations spléniques lorsque traitées avec le MeHgCl en
présence d’anticorps anti-Fas ne montre que de faibles variations peu significatives des
nombres relatifs de lymphocytes spléniques CD4+ et CD8+ de souris C57BL/6 et SJL
(Figs. 37 et 38). Par contre, lorsque les thymocytes de souris C57BL/6 sont traités au
MeHgCl et mis en contact avec I’anticorps anti-Fas, les lymphocytes DP et CD8+
apoptotiques de souris C57BL/6 (région R2) diminuent en nombre méme avec de
faibles concentrations de MeHgCl (p<0.05 a 0.001) (Fig. 39C). Les lymphocytes SP
CD4+ non apoptotiques et les SP CD8+ apoptotiques augmentent avec de faibles
concentrations de MeHgCl (p<0.05) (Fig. 39A et B). Par contre, les nombres de
lymphocytes SP CD4+ et CD8+ normaux diminuent avec une concentration de 1 uM
de MeHgCl (p<0.05 a 0.001) (Fig. 39A et B). Chez la souris SJL, seule la
concentration de 1 uM de MeHgCl a réduit le nombre des cellules CD4+, CD8+ et DP
dans la région R1 et augmenté ceux dans la région R2 (p<0.05) (Fig. 40). Aussi, des
faibles concentrations de MeHgCl de 0.001 et 0.5 uM de MeHgCl (p=<0.05) (fig. 40B)
stimulent légérement les lymphocytes CD8+. Donc,les expériences utilisant I’anticorps
anti-Fas mettent en lumiére le fait que les cellules sensibles aux effets des
concentrations faibles de MeHgCl sont éliminées par I’ajout de cet Ac suggérant que

le MeHgCl puisse induire I’apoptose seulement chez des cellules exprimant la protéine

Fas.

3.7 Les sous-populations V6, VB8 et V@14 des lymphocytes CD4+, de souris

C57BL/6 et SJL, traités, in vitro, avec différentes concentrations de MeHgCl

Les lymphocytes peuvent aussi étre stimulés a entrer en anergie et en apoptose

suite a un signal via la chaine 8 du TCR. Ce phénomeéne est surtout connu comme le
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Figure 37 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et
CD8+ (B) de souris C57BL/6, présentes dans la région R1 (FSC/SSC
normaux) (0) et dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) (@), traitées in vitro
avec différentes concentrations de MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas.

* p<0.05; ** p<0.01
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Figure 38 : Sous-populations de lymphocytes T spléniques CD4+ (A) et CD8+
(B) de souris SJL, présentes dans la région R1 (FSC/SSC normaux) (O) et
dans la région R2 (FSC bas/SSC haut) (2 ), traitées in vitro avec différentes
concentrations de MeHgCl en présence d’anticorps anti-Fas.

* p<0.05
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mécanisme d’action des superantigénes (Herman er a/, 1991). 1l est proposé que
I"induction d’apoptose par le MeHgCl pourrait résulter d’une altération de la chaine
VB du TCR chez certaines familles de lymphocytes T entrainant leur disparition. Pour
vérifier cette hypothése, des lymphocytes spléniques de souris C57BL/6 et SIL ont été
traités avec différentes concentrations de MeHgCl et les pourcentages de trois familles
de VB (VB6, VB8, VB14) chez les lymphocytes CD4+ ont é€té analysés par
cytofluorométrie suite a un double marquage avec des anticorps anti-CD4 et des
anticorps contre chacune des chaines VB. Les lymphocytes CD4+V[38 représentent la
sous-population la plus importante chez des lymphocytes CD4+. 1l a déja été
démontré que chez les souris de type H-2°, le HgCl, activait les lymphocytes
CD4+VB6, VB8, VB10 et VB14 alors que chez la souris SJIL, qui ne possede pas de
lymphocytes CD4+VB8 (Jouvin-Marche ef al., 1989), le HgCl2 agissait sur les autres
types de lymphocytes CD4+ tels que les V36, VB7 et V14 (Jiang et Moller, 1996).

Le tableau X montre que le MeHgCl réduit préférentiellement le pourcentage
des lymphocytes CD4+V(38 de souris C57BL/6 mais non pas ceux des lymphocytes
CD4+VB6 et VB14. Par contre, chez la souris SJL, les lymphocytes CD4+ V36 et
VB14 ne sont pas modifiés significativement par le MeHgCl quelle que soit la

concentration utilisée.

Ces résultats suggerent que les lymphocytes CD4+ de la famille de VP8 de la
souris C57BL/6 sont plus spécifiquement induits a entrer en apoptose par des
concentrations faibles de MeHgCl, ce qui suggere que la résistance aux effets
apoptotiques du MeHgCl chez la souris SJL pourrait étre reliée a I’absence de V(38

chez les lymphocytes de lignée de souris.



Tableau X: Pourcentages de lymphocytes CD4+VB6+, CD4+V8+ et
CD4+VB14+ en provenance de la rate de souris C57BL/6 et SJL, traités
in vitro avec différentes concentrations de MeHgCl.

Lignée MeHgCl Famille de V3
murine
(M) (%)
CD4+Vp6+ CD4+V[38+ CD4+V{14+
C57BL/6 Controle 4.9+1.1 15.3+2.5 8.4+1.1*
0.001 6.1£0.4 7.6t1.1% 5.3+03
0.01 R.3+£1.5 13.010.6 8.3+1.0
0.1 7.0+0.3 7.1£0.2%* 6.4140.1
0.5 74417 7:2£12% 7.340.3
1 9241.2%* 8.4+1.1* PF.
SJL Controle 8.5+0.3 <1 8.3+0.2
0.001 8.910.7 <1 8.840.2
0.01 8.510.9 <1 8.0+0.5
0.1 85+1.1 <1 9.0+0.3
0.5 9.0+0.7 <1 8.0£1.0
1 8.5+1.1 <1 9.0+0.4
P F. = Pas fait

* p<0.05
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Nous avons montré, au cours de ce travail, que le MeHgCl pouvait induire un
processus d’apoptose chez les lymphocytes T de la rate et du thymus de souris
CS57BL/6 reconnue comme, particuliérement sensible a I'immunodéficience induite par
des concentrations toxiques de MeHgCl. Par contre, les lymphocytes T de la souris
SJL, capable de développer une auto-immunité suite & des concentrations subtoxiques
de MeHgCl, se sont avérés plus résistants a ’apoptose. Un des aspects les plus
importants de ce travail a été de démontrer que des concentrations faibles de MeHgCl,
considérées comme non-toxiques, pouvaient entrainer une stimulation suivie de
I'induction d’un processus apoptotique chez les lymphocytes exprimant I’antigéne Fas,

et plus particuliérement ceux appartenant a la famille des V{38.

4.1 Induction de lymphocytes T morphologiquement apoptotiques par le
MeHgCl

L’analyse cytofluorométique des lymphocytes incubés, soit dans des.conditions
normales ou en présence de MeHgCl, a montré la présence de lymphocytes dans une
région ayant un SSC plus élevé et un FSC plus faible que ceux de la population de
lymphocytes normaux. Le traitement a la dexaméthasone, un inducteur d’apoptose, a
entrainé ’accumulation de cellules dans la région R2 définie comme étant la région
apoptotique et en paralléle, réduit celle dans R1 définie comme étant celle des cellules
morphologiquement normales. Par ailleurs, la majorité des lymphocytes dans la région
R2 avaient leur ADN clivé, tel que détecté a ’aide de la méthode TUNEL. 1l est donc
possible d’affirmer que des cellules présentes dans la région R2 représentent les
cellules morphologiquement apoptotiques, alors que les cellules retrouvées dans la
région R1 sont plutdt normales ou en début d’apoptose, selon les pourcentages de

positivité au test TUNEL.

L’apoptose est définie comme une forme de mort cellulaire programmeée

mettant en action la synthése de nouveaux génes (Teniswood et al., 1994) suivie d’une
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augmentation de la granulosité (Feldmann, 1995) et d’une perte graduelle d’organelles
cellulaires sous forme de corps apoptotiques (Kerr ef al, 1972). De plus, une cellule
en apoptose se différencie morphologiquement d’une cellule normale par le fait
qu’elle possede une plus forte réfringence (ou densité intracellulaire) et une plus petite
taille, tel qu’observé au microscope électronique (Willye et al., 1980). L’ADN des
cellules apoptotiques se caractérise principalement, par électrophorése sur gel
d’agarose, par la présence de plusieurs fragments internucléosomaux, absents chez
une cellule normale (Wyllie, 1980). Ces deux caractéristiques fondamentales de
"apoptose peuvent étre détectées par 'analyse en cytofluorométrie, comme le
montrent les travaux de Chrest ez al. (1995). Toutefois, ces auteurs ont remarqué que
la région de cellules apoptotiques se situait a peu prés au méme niveau, en SSC, que
celle de cellules normales, contrairement a nos observations. Cette différence au
niveau de I’intensité de la réfringence cellulaire entre nos résultats et ceux de Chrest et
al. (1995) pourrait étre expliquée par la durée du temps d’incubation qui est de 20 h au
lieu de 48 h et la méthode d’induction de 1’apoptose utilisée, a I’aide d’anticorps anti-

CD3 a la place de la dexaméthasone ou du MeHgCl.

Nous avons montre que les lymphocytes totaux de la rate des souris C57BL/6
et SIL traités avec différentes concentrations de MeHgCl étaient sensibles a I’apoptose
induite par le MeHgCl. Cependant, les lymphocytes T spléniques de la souris
C57BL/6 se sont avérés étre plus sensibles aux effets de MeHgCl que ceux de la souris
SJL. Les diminutions observées dans les rapports R1/R2 reflétent 1’augmentation du
nombre de cellules apoptotiques (R2) par rapport au nombre de cellules normales (R1)
lorsque traités avec des concentrations faibles de MeHgCl. Ainsi, des concentrations
de 0.1 uM ont été suffisantes pour favoriser le processus d’apoptose autant chez les
lymphocytes T de la rate de souris C57BL/6 que SJL. Par contre, les lymphocytes
thymiques, dont la plupart sont des cellules immatures mais en prolifération, ont
montré une plus grande résistance & I’effet apoptotique induit par le MeHgCl chez les
deux lignées de souris, quoiqu’une légére stimulation des thymocytes de SJL a été

observée.
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Nos travaux ont montré que le MeHgCl, chez les lymphocytes des lignées
murines utilisées, a induit I’apoptose non seulement via la modification morphologique
des lymphocytes mais aussi par le clivage de leur ADN. De plus, les niveaux
d’apoptose variaient selon la concentration du MeHgCl. Trés récemment, Shenker e?
al. (1997) ont montré, chez des lymphocytes T humains, que le MeHgCl, a des
concentrations de 0.6 a 5 puM, induisait des bris d’ADN détectés par des tests
TUNEL. Miura ef al. (1978) et Miura et Imura (1987) avaient montré dans leurs
études que la synthése de ’ADN était plus résistante au MeHg que la prolifération
cellulaire, ce qui indique que la synthése de I’ADN n’apparait pas étre la cible primaire
a la toxicité du MeHg, mais ce qui n’exclut pas la possibilité de bris d’ADN. De trés
rares études rapportent la présence d’apoptose induite par le MeHgCl. A part de
I’étude de Shenker et al. (1997) sur les lymphocytes humains, il avait déja été suggéré
que le MeHgCl pouvait induire un processus apoptotique dans les cellules du systéme

nerveux (Choi et Kim, 1984).

4.2 Effets de la stimulation blastique sur I’apoptose induite par le MeHg Cl sur
les lymphocytes T de souris CS7BL/6 ET SJL

Nous avons montré que la stimulation blastique avec de la Con A rendait les
splénocytes de la souris C57BL/6 plus sensibles a ’apoptose induite par le MeHgCl
que ceux de la souris SJL. Ces observations sur les lymphocytes de souris CS7BL/6,
par contre, vont a I’encontre des résultats de Shenker ef al. (1997) sur I'effet du
MeHg (0.6 & 5 uM) sur les lymphocytes T humains. Ils ont montré que la présence du
mitogéne PHA (1 pg/ml) empéchait les lymphocytes T a entrer en apoptose.
Cependant Nakatsuru ef al. (1985) avaient déja montré une diminution de la synthése
de ’ADN chez les lymphocytes T de souris C57BL/6, lorsque traités in vivo avec 107
M de MeHg, et subséquemment stimulés par la Con A, ce qui nous laisse supposer
une atteinte a la viabilité des lymphocytes plutét qu’une stimulation. Ainsi, Daum et

al. (1993), avaient montré une inhibition de la réponse & un mitogéne chez les
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lymphocytes murins et humains prétraités avec des concentrations faibles de mercure.
De plus, nos résultats sur les splénocytes en division ont montré que les lymphocytes
matures de la souris C57BL/6 étaient plus sensibles & ’apoptose induite par le
MeHgCl que ne I’étaient ceux de la souris SJTL. Nakatsuru et al. (1985) avaient aussi
remarqueé qu’une fois la synthése de I’ADN induite par un mitogéne, elle était
difficilement inhibée par le MeHgCl méme & des concentrations aussi fortes que 10
M. Nous avons observé qu’un certain certain nombre de cellules hyperploides
pouvaient morphologiquement se retrouver dans la région R2, donc étre déja en
processus apoptotique chez la souris CS7BL/6, ce qui pourrait suggérer une apoptose
post-stimulation, alors qu’au contraire, la stimulation par la Con A diminuait le

nombre de cellules en division et apoptotiques dans la rate de la souris SJL.

D’autre part, les thymocytes de la souris C57BL/6 mais non pas ceux de la
lignée SIL ont plut6t été stimulés par des concentrations subtoxiques de MeHgCl en
présence de Con A puisque les nombres de cellules dans la région R1 ont été
augmenté. Le mercure est connu pour induire, in vitro, chez des lymphocytes humains
(Berger et Skinner, 1974 ; Caron et al., 1970) et murins (Reardon et Lucas, 1981),
une prolifération cellulaire suite a sa liaison avec le groupement SH de la p56'*, une
protéine kinase agissant sur le récepteur Thyl, CD3 ou CD4 (Nakashima e al., 1994).
Par contre, le nombre de cellules morphologiquement apoptotiques de la région R2 a
aussi ét¢ fortement augmenté, ce qui suggére encore une fois I'induction d’une
apoptose post-stimulation. L’induction de I’apoptose chez des cellules spléniques et
thymiques a 'aide de la dexaméthasone a été, par contre, légérement diminuée par
I'ajout de MeHgCl suggérant un effet légérement inhibiteur du MeHgCl sur le

processus apoptotique.

Les différences de comportements entre les lymphocytes T matures de la rate et
ceux immatures du thymus indiquent que le MeHgCl agit par des mécanismes
différents chez les deux types de populations de lymphocytes. L’analyse plus détaillée

des splénocytes a I’aide de I’anticorps anti-Thyl a montré que, quoique les splénocytes
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totaux ne semblent pas étre stimulés par des concentrations faibles de MeHgCl, tel
qu’observé chez les thymocytes, les lymphocytes T spléniques normaux étaient
effectivement stimulés (région R1) et devenaient subséquemment apoptotiques, chez la
souris C57BL/6 (Fig. 3 A et B). Par contre, les lymphocytes spléniques de la souris
SJL n’ont pas €té stimulés et le niveau de cellules apoptotiques était méme légérement
en baisse (Fig. 4A). 1l est possible que d’autres cellules spléniques, telles les
lymphocytes B, les cellules NK ou certains macrophages aient été plus sensibles que
les lymphocytes T a I’apoptose induite par le MeHgCl, masquant ainsi la stimulation
des lymphocytes T. Ces résultats sont donc encore en accord avec un mécanisme
d’apoptose post-stimulation des lymphocytes T immatures ou matures de la souris

C57BL/6 mais non chez la souris SJL.

Le mécanisme par lequel le MeHgCl induit I’apoptose aprés une stimulation
blastique n’est pas connu mais plusieurs actions du MeHgCl sur le métabolisme
cellulaire ont été décrites. Les études sur les mécanismes d’action du MeHgCl sur des
cellules en culture ont mis en évidence une inhibition de la synthese des
macromolécules (Nakazawa ef al., 1975). Gruenwedel et Cruikshank (1979) ont ausst
montré, que I’exposition des cellules HeLa Ss, & différentes concentrations de MeHgCl
entrainait une diminution des synthéses de I’ADN, de I’ARN et de protéines. De plus,
la viabilité cellulaire était également réduite. De plus, le MeHg pouvait perturber la
structure des microtubules (Durham et al., 1995), altérer le transport des acides

aminés et donc, la synthése des macromolécules (Gruenwedel et Cruikshank, 1979).

4.3 Sensibilité des différentes sous-populations de lymphocytes T spléniques et

thymiques a I’apoptose induite par le MeHgCl

Nous avons montré que le MeHgCl entrainait surtout les lymphocytes
spléniques CD4+ & entrer en apoptose chez les deux lignées de souris. Cette

sensibilité des CD4+ a été exacerbée suite a une stimulation par la Con A chez la
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souris CS7BL/6 seulement, alors que les lymphocytes CD8 normaux étaient plus
fortement stimulés et entraient relativement moins en apoptose. Cependant, les
résultats sur les thymocytes ont montré que les CD4+ de souris C57BL/6 entraient en
apoptose a des concentrations plus fortes de MeHgCl que celles agissant sur les
cellules spléniques. Quant aux thymocytes de la souris SJL, le MeHgCl n’a eu aucun
effet sur les lymphocytes CD4+ malgré une légére hausse de CD8+ avec la
concentration de 0.5 uM. Ces résultats montrent donc que le MeHgCl peut induire
une immunosuppression chez la souris C57BL/6 par une déplétion des lymphocytes
CD4+ via I'induction d’un processus apoptotique et d’une hausse relative de CD8+
pouvant inclure des cellules suppressives. Chez la souris SJL, il ne s’est produit
aucune variation dans les nombres des différentes sous-populations lymphocytaires

suggérant une résistance a I’effet du MeHgCl.

De plus, les observations faites avec les lymphocytes stimulés par la
Con A, confirment que la souris C57BL/6 a tendance a développer une
immunosuppression lorsqu’elle doit répondre a une stimulation antigénique, via la
perte de lymphocytes CD4+ et la production de lymphocytes CD8+. Les études de
Blakley et al. (1979) et de Koller ez al. (1977) ont montré une réduction de la synthése
des anticorps chez les souris traitées au MeHg. Comme les lymphocytes B nécessitent
la stimulation des lymphocytes T matures pour étre entrainer a synthétiser des
anticorps, une diminution de la production d’anticorps pourrait étre la conséquence
d’une atteinte primaire au niveau des lymphocytes T et/ou secondairement & un défaut
des lymphocytes B. Saoudi et al. (1993) ont expliqué que I'immunosuppression était
sutout reliée a une atteinte au niveau des lymphocytes T et des interleukines qu’ils
produisent. Ces différents de mécanismes d’action pourraient expliquer la plus grande
sensibilité des lymphocytes a ’action toxique du MeHgCl lorsqu’ils sont en division ou
stimulés par des mitogénes mais ils n’expliquent pas I'induction d’une apoptose post-

stimulation comme nous I’avons observé chez la souris C57BL/6.
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faibles de MeHgCl. L’inhibition dans I’activité métabolique des thymocytes de la
souris SJL n’est apparue qu’avec les deux concentrations les plus fortes de MeHgCl
Les lymphocytes de SJL semblent étre non pas seulement plus résistants a I'effet
toxique du MeHgCl que ceux de souris C57BL/6 mais ont été stimulés. Ainsi, la
baisse de activité mitochondriale des splénocytes de souris C57BL/6 suite a I’action
du MeHgCl est en accord avec I'induction d’un processus apoptotique tel que montré

dans la section 3 .4.

Il a été démontré que la masse mitochondriale diminuait durant la mort
cellulaire programmée chez les splénocytes de souris BALB/c. La perte d’énergie
potentielle mitochondriale a été observée chez les lymphocytes T CD4+, CD8+ et chez
les thymocytes (Zamzami et al, 1995). Cette perturbation fonctionnelle des
mitochondries pourrait étre due a l'augmentation de la perméabilisation de la
membrane mitochondriale (Bouillaud ef al., 1994). La chaine respiratoire
mitochondriale peut étre inhibée par des inhibiteurs tels que la rotenne et I’antimycin A
tout comme les inhibiteurs de la synthése d’ATP mitochondriale (Wolvetang ef al.,
1994). Le MeHg a été montré comme ayant le potentiel d’altérer cette respiration
nﬁtochondr{alé observée chez les cellules hépatiques (Fowler et Woods, 1977) ce qui
suggére que les mitochondries pourraient étre un site possible d’action des faibles
concentrations de MeHgCl. Des études cinétiques ont montré que les cellules
perdaient d’abord le potentiel de la membrane mitochondriale avant que les processus
d’endonucléolyses, de péroxidation et de cytolyse se déclenchent (Zamzami ef al.,

1995).

D’autre part, le MeHgCl pourrait induire directement une inhibition du niveau
de production d’ATP cellulaire dans les mitochondries (Nakatsuru ef al., 1985) tout
en agissant sur les synthéses d’ARN et de protéines (Gruenwedel et Crukshank,
1979). Ainsi, Ialtération de la synthése protéique ou de I’expression des génes
pourrait alors agir comme déclencheur du processus apoptotique (Schwartzman et

Cidlowski, 1993). La perturbation des mitochondries via I'inhibition de la synthese
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Chez la souris SJL, la sous-population de lymphocytes CD8+ a été légérement
stimulée a entrer en apoptose par le MeHgCl alors que les cellules CD4+ n’ont pas été
affectées. La survie des lymphocytes CD4+ peut alors entrainer une augmentation de
réponse immune, associée a une diminution des lymphocytes CD8+ suppresseurs
favorisant ainsi un processus auto-immunitaire. Certaines lignées de souris et de rats
sont sensibles tandis que d’autres sont résistantes au développement de I’auto-
immunité causée par le mercure (Stiller-Winkler ez al., 1988 ; Pelletier et al., 1987).
Le mercure inorganique a €té surtout montré comme étant un trés bon inducteur de
’auto-immunité (Hultman et Enestrom, 1991), mais quelques études ont également
montré que le mercure inorganique avait le potentiel de produire cet effet (Bernaudin
et al., 1981) quoique le MeHgCl posséde une toxicité de 10 fois superieure a celle du
mercure inorganique, & cause de sa forte liposulubilité et sa capacité a altérer la
synthése des macromolécules (Shenker ef al., 1992). Lors du développement de cette
maladie, des complexes immuns et la prolifération des lymphocytes CD4+,
principalement de type Th-2, associés a une suppression des lymphocytes CD8+ ont
été observées chez les animaux susceptibles (Pelletier ez a/., 1987). De plus, Bigazzi
(1997) avait mentionné que la réponse auto-immune pouvait étre médiée soit par les

sous-populations de lymphocytes CD4+ et/ou par les lymphocytes CD8+.

4.4 Modulation de Pactivité métabolique de lymphocytes spléniques et

thymiques de souris C57BL/6 et SJL en présence de MeHgCl

Nos résultats montrent que !’activité mitochondriale des splénocytes de la
souris C57BL/6 diminuait plus rapidement que celle de la souris SJL, car cette activité
métabolique était plus fortement réduite avec toutes les concentrations de MeHgCl
utilisées chez la souris C57BL/6, mais seulement avec, les concentrations plus fortes
de MeHgCl, chez la souris SJIL. Chez les thymocytes de la souris C57BL/6, ’activité
mitochondriale a été plus basse avec toutes les concentrations de MeHgCl alors que

ces cellules ont été stimulées chez la souris SIL méme avec les concentrations les plus
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protéique est connue pour entrainer une augmentation de la concentration du Ca++
intracellulaire (Trump et Berezesky, 1995), et une diminution de la production d’ ATP
et de NADH (Bernardi et al., 1994), ce qui activent les protéases, désorganisent le
cytosquelette et, ultimement, activent les endonucléases, dont celles responsables de

’apoptose (Kroemer et al., 1995).

Par contre, la stimulation de ’activité mitochondriale observée avec les faibles
concentrations de MeHgClI chez la souris SJL ne peut s’expliquer par des mécanismes
d’activation directe du MeHgCl. 1l est possible que la stimulation via la protéine de
surface Thyl entraine les cellules a se diviser légérement mais qu’elles n’aient pas
encore acquis la capacité d’entrer en apoptose. Il est connu que les lymphocytes T
matures doivent étre activés et faire plusieurs cycles de division cellulaire avant de
devenir sensibles a des signaux inducteurs d’apoptose (Wesselborg et al., 1993).
Ainsi, la stimulation par la Con A a entrainé une augmentation de I’activité
mitochondriale chez les deux lignées de souris, sauf avec les deux concentrations les
plus fortes de MeHgCl. Par contre, chez les thymocytes stimulés de souris C57BL/6,
le MeHgClI n’a eu aucun effet inhibiteur sur I’activité métabolique des cellules pour
toutes les concentrations de MeHgCl utilisées. Cependant, chez la souris SJL, les
deux concentrations les plus fortes ont inhibé cette activité métabolique, tandis que les
autres concentrations de MeHgCl induisaient plut6t une stimulation du métabolisme
mitochondrial. Ainsi, la stimulation blastique avec la Con A a permis de contrecarrer
le processus apoptotique, particuliérement celui induit par de faibles concentrations de

MeHgCl (Shenker ez al., 1997).

4.5 L’activité métabolique et I’effet de I’anticorps anti-Fas sur les sous-

populations de lymphocytes spléniques et thymiques CS7BL/6 et SJL

La molécule Fas est une molécule de surface de la famille des FNT qui

transmet des signaux impliqués dans le déclenchement de I’apoptose. Il a été démontré
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que les thymocytes immatures DN (CD4-CD8-) et matures CD4+CD8- et CD4-CD8+
exprimaient la molécule Fas a leur surface cellulaire, mais qu’elles €taient moins
réactives a I’anticorps anti-Fas. Les thymocytes DP (CD4+CD8+), par contre, sont
plus sensibles a I’apoptose induite par I’anticorps anti-Fas (Nishimura ez al., 1995).
D’autre part, les lymphocytes spléniques peuvent étre sensibles a I’apoptose induite via
le systéme Fas lorsque la cellule a été préalablement activée, il s’agit alors d’une
apoptose post-activation (Klas ez al., 1993). Nos résultats montrent que les cellules
sensibles a I’apoptose induite par le MeHgCl sont aussi sensibles a I'effet de
’anticorps anti-Fas puisque les thymocytes DP ont été fortement diminués chez la
souris C57BL/6, tandis qu’une faible atteinte n’a été observée chez les thymocytes
matures. Aussi, la diminution de I’activité métabolique des splénocytes en présence
d’Ac anti-Fas refléte une perte d’un certain nombre de cellules activées. Nos résultats
suggérent donc que les lymphocytes de la souris SJL possederaient moins de
récepteurs Fas a leur surface par rapport aux lymphocytes de souris C57BL/6,
pouvant alors leur conférer une plus grande résistance a I’induction de ’apoptose par
’anticorps anti-Fas. Il a été démontré que le récepteur Fas n’est pas présent chez
certaines personnes ou chez certaines lignées murines, mais il semble que I’absence du
récepteur pour la molécule Fas ne modifie pas le processus normal de sélection
positive ou négative des thymocytes (Rieux-Laurat ef al., 1995 ; Watanabe-Fukunuga
et al., 1992) car ces processus sont sous la responsabilité du TCR et du CD3 (Odaka
et al, 1990). L’apoptose induite par le systéme Fas differe de celle induite par les
glucocorticoides car elle ne nécessite pas de synthése d’ARN ou de protéines
enzymatiques (Anderson, 1997). Ce processus se produit chez des lymphocytes T
matures préalablement activés par un antigéne ou chez les lymphocytes T mémoires,
de fagon a provoquer I’élimination d’une quantité excessive de cellules immunes
(Miyawaki ef al., 1992). 1l a été récemment montré que les interactions Fas/FasL et
CD40/CD40 ligand entrainaient non seulement 1’auto-destruction des lymphocytes T
mais aussi la destruction subséquente des lymphocytes B activés par ces lymphocytes
T (Scott ef al., 1996), expliquant alors 'immunodéficience. Par contre, la diminution

de Papoptose induite via le systéme Fas/FasL pourrait favoriser la survie de
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lymphocytes T activés ou auto-réactifs entrainant alors la stimulation de lymphocytes

B auto-réactifs.

Les expériences utilisant I’anticorps anti-Fas permettent donc de montrer que
les cellules qui sont sensibles a I’apoptose induite par le MeHgCl sont les mémes que
celles qui sont induites a entrer en apoptose via la molécule Fas. Moins de 10 % de
splénocytes normaux totaux de souris BALB/c possedent le récepteur Fas en surface
(Drappa et al.., 1993) et expriment I’ARNm et des protéines Fas intracellulaires
(Andjelic ez al., 1994). Nos résultats montrent qu’en présence de I’anticorps anti-Fas,
le MeHgCl pouvait inhiber 'activité métabolique des splénocytes de souris SJL et
C57BL/6 mais seulement aux deux concentrations les plus fortes, suggérant que les
cellules sensibles & I’apoptose avec les concentrations plus faibles aient été éliminées
par le traitement avec I’anticorps anti-Fas. Par contre, le MeHgCl n’a pas induit
d’augmentation de cellules apoptotiques, en présence d’anticorps anti-Fas, tel que
montré par I’analyse cytofluorométique des populations lymphocytaires CD4+ et
CDS8+ de la rate de souris C57BL/6 et SJL, suggérant encore une fois que les cellules
sensibles a I’effet apoptotique du MeHgCl ont disparu par I’action de I’anticorps anti-
Fas. Par contre, les niveaux métaboliques des lymphocytes de SIJL ont été plus élevés
que ceux de la souris C57BL/6 indiquant un plus grand nombre de cellules résiduelles

fonctionnelles en provenance de la souris SJL apres I’action de I’anticorps anti-Fas.

D’autre part, 'activité métabolique des lymphocytes thymiques de souris
C57BL/6 a été fortement inhibée par toutes les concentrations du MeHgCl en présence
d’anticorps anti-Fas alors que celle des thymocytes de la souris SJL n’a été affectee
que par les plus fortes concentrations de MeHgCl. Ces résultats suggerent que le
MeHgCl peut agir en synergie avec I’anticorps anti-Fas pour provoquer une plus forte
apoptose chez les thymocytes de la souris CS7TBL/6. Cette hypothése est aussi
supportée par le fait que les cellules DP du thymus ont diminu¢ alors que les
lymphocytes matures SP CD4+CD8- ont augmenté et ce, chez les ellules en

provenance de la souris C57BL/6. Par contre, les thymocytes de la souris
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SJL, tout en montrant une anergie lorsque mis en contact avec les concentrations les
plus élevées de MeHgCl, sont demeurés moins sensibles a I’apoptose induite par
I’anticorps anti-Fas. Au contraire, les lymphocytes DP n’ont pas été affectés par ces
traitements, sauf avec la plus forte concentration de MeHgCl ou les cellules normales
SP et DN sont devenus plus apoptotiques. Ainsi, une différence importante dans la
sensibilité 4 1’apoptose induite via le systéme Fas/FasL pourrait expliquer les
comportements différents des deux lignées murines vis-a-vis des concentrations

subtoxiques de MeHgCl.

4.6 Effets du MeHgCl sur les différentes familles de CD4+Vp+ chez les
splénocytes de souris CS7BL/6 et SJL

Nous avons finalement observé que le MeHgCl induisait une diminution
préférentielle des lymphocytes de la famille des CD4+VB8+ tandis que les
lymphocytes CD4+VB6+ n’augmentaient que trés légerement chez la souris C57BL/6
et ce, en fonction de la concentration du MeHgCl. Chez la souris SJL, cependant, le
MeHgCl n’affectait ni les lymphocytes CD4+VB6+ ni les CD4+VB14+ alors que la
famille des CD4+Vp8+ est normalement absente chez cette lignée murine (Shortman
et al., 1988). Ce phénoméne de disparition ou de stimulation spécifique a une famille
de VP est une caractéristique fonctionnelle des superantigénes. L’hypothése du mode
d’action du mercure similaire a celui d’un superantigéne a été récemment proposee par
Jiang et Moller (1996) qui supposaient que le HgClI2, en se liant aux molécules
présentes a la surface des cellules APC, les transformaient en superantigénes pouvant
activer les lymphocytes T ayant des récepteurs VP spécifiques. Il est aussi possible
que le MeHgCl puisse se lier directement au récepteur TCR des lymphocytes VB8 et
donc, de déclencher I’apoptose chez ces cellules via un signal calcique, et ce, chez la
souris C57BL/6. Ainsi, le MeHgCl aurait une plus grande affinité avec le récepteur
TCR de lymphocytes CD4+ de la famille des VP8 chez la souris CS7BL/6. Par

contre, cette affinité serait moindre avec le récepteur TCR des thymocytes immatures
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a cause du faible niveau d’expression de ce récepteur. De plus, la différence de
affinité entre la chaine VB8 et les autres chaines VP du TCR pourrait étre due a la
disponibilité et a la quantité de groupements sulfhydriles des acides aminés ou a la

conformation du récepteur qui permettrait un acces facile a des molécules ligands.

Les superantigénes sont connus comme inducteurs d’apoptose via le TRC par
la région variable de la chaine 3 ou en se liant aux molécules du CMH de classe 11
(White ez al., 1989). 1l est connu que 'intéraction directe du superantigéne SEB avec
le récepteur TCR produit un signal calcique qui ameéne & I’apoptose cellulaire (Kawabe
et Ochi, 1991). Il a été démontré, in vivo, que le HgCl2 inhibait profondément les
lymphocytes VB8 chez les souris BALB/c (Jiang et Moller, 1996). Donc, la
susceptibilité particuliere des lymphocytes CD4+V[38 aux effets apoptotiques induits
par des concentrations subtoxiques de MeHgCl est un autre mécanisme par lequel

cette forme de mercure peut entrainer une immunodéficience chez la souris CS7BL/6.

4.7 Importance de I’apoptose dans la sensibilité génétique aux effets du MeHgCl

En somme, nos résultats sur les faibles concentrations de MeHgCl montrent
que les lymphocytes T spléniques sont plus sensibles aux concentrations subtoxiques
de MeHgCl qui les entrainent a entrer en apoptose suite a une stimulation, chez la
souris C57BL/6. Cette apoptose est davantage induite par le MeHgCl lorsque ces
lymphocytes sont stimulés par la Con A, principalement les lymphocytes CD4+. Ce
meécanisme pourrait expliquer le fait que le MeHgCl affecte la capacité des cellules de
la souris C57BL/6 a répondre a un mitogéne (Nakatsuru ef a/., 1985). Par contre, cet
effet n’est que faiblement observé chez les lymphocytes de la souris SIL, ce qui le
rendrait résistante a une immunodéficience. De plus, la diminution des lymphocytes
CD4+V[38+ de la souris C57BL/6 étant les plus touchés par le MeHgCl, aggraverait

ainsi I'immunodéficience.
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D’une part, les ¢€tudes chez les animaux de laboratoire ont montré que la
preésence du mercure produit une réduction, due a la toxicite, des cellules du systéme
immunitaire comme les cellules NK et les lymphocytes apres un traitement del2
semaines avec du MeHg (Ilback, 1991), et affecte aussi la division cellulaire (Vogel et
al., 1986). Chez I’humain, le MeHgCl est également un toxique sur les cellules du
systéme immunitaire comme, par exemple, chez les monocytes et les lymphocytes
(Shenker ef al., 1992). D’autre part, le mercure peut agir en stimulant le systéme
immunitaire, tel qu’observé chez les animaux de laboratoire (Pietsch er al., 1989) et

chez ’humain (Soleo et al., 1997).

11 a été montré, par Nakatsuru ez al. (1985), que chez les souris de lignées H-
2°, susceptibles au développement de I'immunosuppression, les fonctions
lymphocytaires étaient altérées par le MeHgCl via I’inhibition de la réponse des
lymphocytes T et B aux mitogénes. Une suppression de la population de lymphocytes
CD4+ pourrait avoir comme conséquence de réduire la stimulation des lymphocytes T
responsables de la prolifération des lymphocytes B a produire des anticorps (Castedo
et al., 1993), ce qui rendrait les animaux susceptibles aux agents infectieux ou
résistants a la production d’auto-anticorps. (Koller, 1975 ; Gainer, 1977). Cette
altération fonctionnelle induite par le MeHgCl a été reliée a une atteinte au niveau des
microtubules (Miura et Imura, 1987) et a de la synthése des macromolécules avec des
concentrations de 5 a 1 uM. De plus, le MeHg peut perturber les canaux calciques
(Marty et Atchison, 1997) et les voies métaboliques du glucose (Vallée et Ulmer,
1972) amenant ainsi, un déséquilibre dans le fonctionnement cellulaire. Mais, ces
altérations fonctionnelles n’ont pas été démontrées a des concentrations plus faibles.
De plus, chez cette méme lignée de souris, le MeHgCl affecte préférentiellement les

lymphocytes CD4+Vf8+ qui représentent la population la plus importante des
lymphocytes T « helper » (Moller et Jiang, 1996).

Contrairement aux lymphocytes de souris C57BL/6, nos résultats sur les

lymphocytes de la souris SJL indiquent que ces lymphocytes matures et immatures
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sont plus résistants a I’effet apoptotique du MeHgCl, qu’ils soient stimulés ou non par
la Con A. 1l a été démontré que I’auto-immunité observé chez les souris de lignées H-
2° ¢était due a la présence d’auto-anticorps réactifs contre les molécules du soi
(Bigazzi, 1997). Les études sur le mercure inorganique avaient montré une
prolifération des lymphocytes T CD4+ et CD8+ chez les souris traitées au mercure
(Jiang et Moller, 1995). Bien que nos résuitats ne démontrent pas de fagon évidente
une stimulation des lymphocytes en provenance de la souris SJL, lorsque traités avec
du MeHgCl, ces lymphocytes résistent a I'induction d’une apoptose post-stimulation,
ce qui pourrait expliquer ’absence d’une immunosuppression et le développement

d’une auto-immunité chez ces souris.

4.8 Conclusions

Nous avons démontré que le MeHgCl, a des faibles concentrations, induit
’apoptose chez les cellules spléniques et thymiques de la souris C57BL/6 connue pour
développer de I'immunosuppression en présence de mercure. Tandis que chez les
lymphocytes de la souris SJL, les résultats ont montré une plus grande résistance a
I’apoptose induite par le MeHgCl, ce qui pourrait expliquer la sensibilité de ces souris

au développement de I’ auto-immunité.

L’apoptose induite par le MeHgCl se produirait donc, une étape surtout post-
activation, c’est-a-dire que les lymphocytes seraient d’abord stimulés puis entreraient
en apoptose, a condition d’exprimer la molécule Fas dans un €tat fonctionnel a leur
surface membranaire. Afin de démontrer le role essentiel de la molécule Fas et du
mécanisme d’activation par le MeHgCI chez les lymphocytes de la souris CS7BL/6 et
SIL, 1l faudrait quantifier le récepteur Fas fonctionnel a la surface des lymphocytes T
et analyser 'action du MeHgCl sur le processus de signalisation intracellulaire de

’apoptose. Il est possible que les lymphocytes de la souris C57BL/6 possedent plus
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de récepteur Fas fonctionnel que ceux de la souris SJL ou que le MeHgCl stimule

différemment les messagers intracellulaires.

De plus, la détermination in vifro de la sensibilité génétiquement déterminée
des lymphocytes humains a la stimulation et a ’apoptose subséquente lorsque mis en
contact avec des concentrations subtoxiques de MeHgCl pourrait permettre
d’identifier les individus présentant des risques accrus a une exposition chronique a de
faibles doses. Ainsi, il serait possible de mieux expliquer la relation qui existe entre
I’incidence d’exposition au mercure chez ’humain et les sensibilités individuelles
étant donné que 1’exposition quotidienne a de faibles concentrations de mercure se fait
continuellement comme, par exemple, via les amalgames dentaires ou en provenance
de I’environnement. Il est fort possible que les étudent chez I’humain montrent aussi
une différence  geénétique au développement de [l'auto-immunité ou

I’immunodéficience comme observé chez les animaux de laboratoire.
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