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L i s t e  cles a b r é v i a t i o n s  

C e l l u l e s  o u  s u b s t a n c e s  ce l lu l a i r e s  

CD ........ .déterminants antigéniques présents à la surface des leucocytes, reconnus par 

des anticorps spécifiques 

C 5 a . .  ..... ..Petit fragment issu du clivage du composé C5 du complément 

C F  U ...... .Colony Forming Unit = unité de formation de colonie 

C F U - S. .. .Specialized Colony Fomzing Unit = unité de formation de colonie 

spécialisée, spécifique d'une lignée (CFU-GM, CFU-G, CFU-M, 

CFU-E, CFU-Eo, CFU-Bas, CFU-Meg) 

C R 1 . .  ..... .Récepteur pour le fragment C3b du complément 

C R 3 . .  .... ..Récepteur pour le fragment C3bi du complément 

C S F ....... .Colony Stimulating Factor = facteur de croissance hématopoïétique 

(IL3, GM-CSF, G-CSF, M-CSF, Ep) 

FcyR ...... .Récepteur pour les fragments Fc des immunoglobulines G 

......... IP3 Inositol 1,4,5-triphosphate 

PA F ....... .Platelet Activating Factor = facteur d'activation des plaquettes 

PIP2 ...... .Phosphatidylinosito14,5-diphosphate 

T N F  ...... .Tumor Necrosis Factor 

Mil i eux  d e  c u l t u r e  e t  r éac t i f s  c h i m i q u e s  

DM S O . .  .. .Diméthylsulfoxyde 

D T T ....... .Dithiothréitol 

fMLP.. ... .fomyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine 

H B S S .... .Hank's Balanced Salt Solution 

luminol .. .5 amino-2,3 dihydro-1,4 phtalazinedione 

MEM ..... .Minimum Eagle's Medium 



M e t  . . . . . . . . .bléthionine 

NP-40 ..... Nonidet P-40 

P B  S . .  . .. . . .Tampon phosphate 10 mM (pH 7 3 ,  NaCl 150 mM 

PMA . . . . . . .Phorbol myristate acétate 

PMSF . . . . .Phénylméthanesulfonyle fluorure 

P P O . . . . . . . .2.5-diphényl oxazole 

T CA . . . . . . .Acide trichloroacétique 

C o n s t a n t e s  e t  u n i t é s  de  mesure  

Da, kDa . .Daltons, kilo-Daltons 

E D 50..  . . . ..Concentration d'activateur pour laquelle la réponse cellulaire obtenue est égale 

à la moitié de la réponse cellulaire maximale 

KD . . . . . . . . .Constante de dissociation 



R E S U M E  



R E S U M E  

Le polynucléaire neutrophile constitue l'une des premières défenses de l'organisme face à 

une infection bactérienne. Cette cellule a pour fonction essentielle d'éliminer les micro- 

organismes envahisseurs. Pour accomplir sa mission, le polynucléaire neutrophile est attiré à 

partir de la circulation périphérique, il se déplace à travers les tissus jusqu'au foyer infectieux 

où il phagocyte les bactéries, les tue et les élimine. 

De nombreuses bactéries, d'espèces variées, sont présentes dans la cavité buccale : elles 

constituent la flore buccale. Ces bactéries adhèrent facilement sur les dents et sur la gencive, 

constituant ainsi la plaque dentaire. Ces bactéries et les substances qu'elles libèrent attirent de 

nombreux polynucléaires neutrophiles qui affluent dans les tissus. Ainsi, les tissus gingivaux 

sont le théâtre perpétuel de l'affrontement des polynucléaires neutrophiles et des bactéries de la 

plaque dentaire. 

Dans ce contexte, les maladies parodontales sont des pathologies infectieuses caractérisées 

par une destruction des tissus de soutien de la dent. Si on ne connaît pas la cause exacte de leur 

apparition, on peut toutefois avancer qu'elles sont associées à l'accumulation des bactéries de la 

flore buccale et à une diminution des mécanismes de défense de l'organisme avec, en 

particulier, une altération de la réponse fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles. 

Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés à caractériser l'altération de la réponse 

fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles de patients atteints de maladies parodontales. 

L'abord classique du problème avec l'utilisation des tests cellulaires fonctionnels 

(chimiotactisme, chimioluminescence) confirme la diminution de la capacité de réponse des 

polynucléaires neutrophiles des patients. Dans le but d'identifier le(s) marqueur(s) protéique(s) 

impliqué(s) dans ce défaut fonctionnel, nous avons effectué un marquage métabolique des 

cellules de patients et de témoins, en situation ou non d'activation (activateur précoce : fMLP, 

activateur tardif : Interféron-y), et nous avons analysé par électrophorèse bidimensionnelle les 

produits peptidiques de ce marquage. Nos résultats montrent que les polynucléaires 

neutrophiles des patients sont spontanément plus activés que ceux des témoins, puisqu'ils ont 

un taux basal de marquage métabolique plus élevé. Par contre, la synthèse d'un polypeptide de 



46 kDa est diminuée chez une majorité de patients. Nous nous sommes intéressés 

particulièrement à ce polypeptide parce qu'en outre, son taux d'expression est augmenté dans 

les polynucléaires neutrophiles des témoins stimulés. Le rôle de ce polypeptide dans le 

déclenchement de la réponse cellulaire et son implication éventuelle dans le déficit du 

polynucléaire neutrophile associé à la pathologie des maladies parodontales est discuté. 

Nos résultats suggèrent que la diminution de l'expression du polypeptide P46 pourrait être 

un marqueur spécifique des lésions parodontales actives. 



G E N E R A L I T E S  
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G E N E R A L I T E S  

Après un bref rappel historique introductif, nous nous proposons de décrire successivement 

les processus de formation des polynucléaires neutrophiles matures à partir de leurs précurseurs 

médullaires, les mécanismes intracellulaires mis en œuvre au cours de la réponse fonctionnelle 

et enfin les altérations fonctionnelles du polynucléaire neutrophile en pathologie humaine et en 

particulier dans les maladies parodontales. 

1. HISTORIQUE 

C'est à partir des découvertes faites au cours du lgème siècle, démontrant l'importance des 

micro-organismes infectieux dans les maladies humaines, que l'étude de la réponse de 

l'organisme à l'infection s'est développée. L'observation au microscope des cellules du sang 

permit à Paul Ehrlich dès 1886 d'identifier et de décrire le polynucléaire neutrophile : 

"corpuscule blanc, avec un noyau polymorphe et un cytoplasme neutrophile - qui n'a aucune 

affinité pour un colorant qu'il soit basique (aniline) ou acide (éosine)" [l]. Mais c'est 

incontestablement Elie Metchnikoff (1 845-1916) qui décrivit le premier le rôle fondamental de 

cette cellule dans l'immunité naturelle : 

"The diapedesis of the white corpwcles, their migration through the vesse1 wall into the 

tissues is one of the principal means of defense possessed by the animal. As soon as the 

infective agents have penetrated into the body, a whole army of white corpuscles proceed 

towards the menaced spot, there enrering into a struggle with the microorganisrns ... The 

leukocytes, having arrived ar the spot where the intruders are found, seize them after the 

manner of Amoebae and within their bodies subject them to intracellular digestion ." [2] 

Parallèlement, Ehrlich décrivait le rôle des anticorps et du complément. Ainsi en 1905, 

Metchnikoff et Ehrlich obtiennent conjointement le prix Nobel en reconnaissance de 

l'importance de leurs travaux sur l'immunité naturelle et acquise dans la réponse de l'organisme 

à une agression. 

Très tôt, la présence de granules dans le cytoplasme et les processus d'exocytose de ces 

granules dans la vacuole de phagocytose ont été décrits. Puis les protéases et les lipases 



contenues dans les granules ont été progressivement identifiées et caractérisées. Parallèlement, 

des auteurs ont montré que la phagocytose s'accompagne d'une véritable "respiration" de la 

cellule, avec consommation d'oxygène et libération de gaz carbonique. De plus, la description 

de la réponse fonctionnelle du polynucléaire neutrophile s'est affinée avec la mise en œuvre de 

techniques permettant d'évaluer cette réponse. Notons toutefois que si le système bactéricide du 

polynucléaire neutrophile est très efficace, il peut aussi devenir dangereux pour l'organisme, 

lorsque les produits toxiques du polynucléaire neutrophile sont libérés dans le milieu 

extracellulaire, et agressent les tissus environnants. Par ce biais, le polynucléaire neutrophile 

peut participer à l'installation d'une situation pathologique avec développement d'une 

inflammation chronique. Actuellement, nous connaissons de mieux en mieux la biochimie et la 

physiologie du polynucléaire neutrophile. Toutefois, ces quinze dernières années les progrès les 

plus significatifs ont été accomplis dans le domaine de l'étude du couplage signai d'activation- 

réponse cellulaire. 

La figure 1 schématise les différentes phases de la réponse fonctionnelle du polynucléaire 

neutrophile : activation de la cellule par des facteurs émis sur le lieu de l'invasion bactérienne, 

migration chimiotactique vers ce lieu, phagocytose et bactéricidie. La destruction intracellulaire 

des micro-organismes s'effectue selon un processus indépendant de l'oxygène faisant intervenir 

les enzymes lysosorniales libérées à l'intérieur du phagolysosome après fusion des granules, et 

un processus dépendant de l'oxygène avec production de dérivés toxiques de l'oxygène par le 

système oxydase et lyse des bactéries par la myéloperoxydase. 

Sur le plan clinique, il convient en premier lieu de vérifier si le nombre des polynucléaires 

neutrophiles présents dans le sang circulant est normal, et s'il n'y a pas de transformation 

maligne de leurs précurseurs. L'exploration fonctionnelle de la réponse des polynucléaires 

neutrophiles n'est abordée que chez les enfants et les adultes qui présentent une susceptibilité 

accrue à des infections sévères et récurrentes. De tels patients peuvent légitimement être 

suspectés d'être porteurs d'un déficit congénital grave de la fonction du polynucléaire 

neutrophile. Cependant ces dernières années, un regain d'intérêt s'est manifesté pour l'étude 

clinique du polynucléaire neutrophile avec la découverte de l'implication de cette cellule dans 

des pathologies inflammatoires non-infectieuses beaucoup plus répandues telles que : le 

syndrome de détresse respiratoire de l'adulte, la glomérulonéphrite, la polyarthrite rhumatoïde 
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et l'infarctus du myocarde. Ces pathologies pourraient bien être associées à un déficit du 

polynucléaire neutrophile qui ne bloquerait pas complètement l'une des fonctions de la cellule, 

mais qui en diminuerait l'efficacité ou qui en détournerait la fonction protectrice vers une 

fonction destructrice pour les tissus. Ainsi, les efforts se sont focalisés également sur 

l'éclaircissement des mécanismes effecteurs de la réponse cellulaire. 

I I .  M Y E L O P O I E S E  E T  M A T U R A T I O N  D E S  P O L Y N U -  

C L E A I R E S  N E U T R O P H I L E S  

11-1 .  R é g u l a t i o n  de l a  m y é l o p o ï è s e  

II-lla. Le système myélopoïétique 

Le processus de formation des cellules sanguines s'effectue à partir de quelques cellules 

souches maintenues en nombre constant, les cellules souches hématopoïétiques 

pluripotentes. Outre leur capacité à s'auto-renouveler, ces cellules peuvent aussi donner 

naissance à des cellules plus différenciées : ce sont des cellules précurseurs appelées unités de 

formation de colonies ou CFU (Colony Forming Units). Ces CFU sont capables de 

proliférer et de se différencier pour produire finalement chacune une colonie de cellules matures 

du sang circulant. La maturation représente l'étape finale de la différenciation, et ne commence 

que lorsqu'un caractère morphologique spécifique d'une lignée apparaît. 

In  vivo, la myélopoïèse se déroule essentiellement au niveau de la moëlle osseuse, dans 

laquelle les cellules hématopoïétiques sont intimement liées avec les cellules du stroma (cellules 

endothéliales, adipocytes et cellules réticulées) et des macrophages médullaires. Ces cellules du 

stroma sont indispensables pour le développement du système hématopoïétique in vivo et dans 

des cultures in vitro à long terme de cellules médullaires. En effet, elles forment une matrice 

extra-cellulaire qui constitue un support pour les cellules souches et leur descendance, elles 

synthétisent des facteurs régulateurs, et elles facilitent la réponse des cellules hématopoïétiques 

à ces facteurs et à des facteurs externes tels que l'érythropoïétine. Par contre, dans le cas de 

cultures à court terme de cellules médullaires in vitro, les cellules du stroma ne sont pas 

nécessaires si les facteurs régulateurs sont apportés dans le milieu de culture. 





La croissance et le développement du système hématopoïétique sont régis par des facteurs de 

croissance hormonaux de nature glycoprotéique : ce sont les facteurs de croissance 

hématopoïétiques ou CSF (Colony-Stimulating Factors). La figure 2 représente l'ensemble 

des cellules impliquées dans le système hématopoïétique et les champs d'action des différents 

facteurs CSF. 

II-l/b. Les facteurs de croissance hématopoïétiques 

Les différents facteurs intervenant dans le développement du système myélopoïétique 

humain ont été identifiés et clonés (pour revue, [4]). Le tableau 1 résume les caractéristiques de 

chacun de ces facteurs. Notons que les activités de plusieurs facteurs se recoupent par leurs 

cellules cibles et par leurs actions sur ces cellules. Bien que leurs effets soient difficiles à 

analyser séparément, on peut distinguer deux types de facteurs : i) le multi CSF (ou IL3) et le 

GM-CSF qui agissent sur les cellules souches pluripotentes ou sur des cellules précurseurs 

immatures, et ne sont pas spécifiques d'une lignée ; ii) le G-CSF, le M-CSF et l'érythropoïétine 

qui agissent sur des cellules plus matures, les cellules précurseurs spécialisées, et assurent le 

développement de lignées spécifiques. Quel que soit leur niveau d'action, ces facteurs 

contrôlent la survie, la prolifération et la différenciation de leurs cellules cibles. 

Les récepteurs membranaires des facteurs de croissance présents sur les cellules cibles ont 

été bien caractérisés chez la souris, et sont en cours de caractérisation chez l'homme. La 

distribution des récepteurs est restreinte aux cellules indifférenciées et en cours de maturation de 

la lignée cellulaire cible appropriée. Le nombre de récepteurs par cellule est faible (de l'ordre de 

100 à 5 000, sauf pour le M-CSF où le nombre de récepteurs peut atteindre 15 000) et les 

constantes d'affinité sont élevées (de l'ordre de 109 à 1012 M-l). Ainsi, les cellules cibles sont 

activées en présence de concentrations très faibles de CSF. 

Le contrôle de la synthèse des facteurs de croissance est encore mal connu chez l'homme, 

sauf en ce qui concerne l'érythropoïétine. Plusieurs organes sont capables de synthétiser les 

CSF, et les activités CSF sont décelées dans des cultures cellulaires purifiées de lymphocytes 

T, de monocytes, de cellules endothéliales et de fibroblastes. Les techniques d'hybridation avec 

des sondes oligonucléotidiques ont montré d'une part que les cellules endothéliales, les 

fibroblastes et les monocytes ont des ARN messagers codant pour le GM-CSF, le M-CSF et le 

G-CSF mais pas pour l'IL3, alors que seuls quelques lymphocytes T médullaires sont capables 



Tableau 1 : Les facteurs  de  cro i s sance  hématopoïét iques  

d' après Sieff C . A . ,  1987 141. 

masse 
moléculaire 

gène clont? 

glycosylation 

cibles d'action 

multi-CSF 
IL3 

2 0 - 2 6 0 0 0  

1 gène 

protéine mature = 133 aa 
chromosome 5 

N-gl ycosylé 

CFU-Mix 
BFU-E 

CFU-GM 
CFU-G 
CFU-M 
CFU-EO 

CFU-Meg 

GM-CSF 

23 000 

1 gène 
cDNA = 432 nucléotides 
protéine mature = 127 aa 
chnwnosome $21-$32 

N-glycosylé 

CFU-GM 
(vers G en conc. t l e d e  
vers M en conc. faible) 

BFU-E 
CFU-MM 
CFU-EO 

CFU-Meg 
neutrophiles 
monocytes 

éosinophiles 

G-CSF 

25 000 

1 gène 

protéine mature = 177 aa 

O-gl ycosylé 

CFU-G 
lignée HL-60 

M-CSF 

70 000 
(2 x 35 000) 

1 gène 

protkine mature = 189 aa 

N-glycos ylé 

CFU-M 
monocytes 

érythropoïétine 

34 - 39 O00 

1 gène 

protéine mature = 166 aa 
chromosome 7q 1 1 -q22 

N-glycosylé 
et û-glycosylé 

CFU-E 
(en conc. faible) 

(BFU-E 
en conc. élevée) 



de synthétiser l'IL3. Le taux basal d'hématopoïèse est probablement maintenu par la 

production locale de facteurs de croissance par les cellules fixes du stroma. Durant une infection 

bactérienne, l'endotoxine stimule les monocytes qui libèrent de l'interleukine 1 (ILI) et/ou du 

TNF (Tumor Necrosis Factor), cytokines qui augmentent la libération de GM-CSF et de 

G-CSF par les cellules du stroma, et la libération d'IL3 et de GM-CSF par les lymphocytes T. 

II-l/c. Intervention d'interleukines 

Notons enfin que d'autres molécules qui n'ont pas à elles seules une activité de facteur de 

croissance hématopoïétique, peuvent toutefois agir en synergie avec un ou plusieurs des CSF 

décrits plus haut. C'est le cas de l'interleukine 6 (IL6) qui peut participer à la formation de 

colonies granulocytes-macrophages ou de mégacaryocytes en association avec le G-CSF ou 

l'IL3 respectivement, l'interleukine 5 (IL5) qui peut participer à la formation de colonies 

éosinophiles en association avec l'IL3 et l'ILI, et l'interleukine 4 (IL4) qui peut participer à la 

formation de colonies d'érythrocytes en association avec l'IL6 et l'érythropoïétine [ 5 ] .  

11-2.  Régulation de la  l ignée  neutrophile 

Les polynucléaires neutrophiles et les monocytes dérivent d'un précurseur commun, le GM- 

CFU, qui est spécialisé car il ne peut pas donner naissance à des cellules d'un autre type. 

La survie de ce GM-CFU est contrôlée par le GM-CSF. Une culture in vitro de cellules 

souches de la moëlle réalisée en présence de GM-CSF donne naissance à des colonies très 

nombreuses de polynucléaires neutrophiles et de monocytes. Si la même expérience est réalisée 

à partir d'une cellule unique, le clone cellulaire qui en dérive est constitué préférentiellement de 

polynucléaires neutrophiles si la concentration en GM-CSF est élevée, ou de monocytes si la 

concentration en GM-CSF est faible. Ceci suggère qu'il existe une étape dans le développement 

du précurseur GM-CFU où celui-ci se trouve engagé dans l'une ou l'autre des deux voies, et 

que le choix est déterminé par la concentration de GM-CSF présente dans l'environnement. Le 

G-CSF participe également au développement de la lignée des polynucléaires neutrophiles. 

N'oublions pas que in vivo les différents CSF sont présents et il est probable qu'ils agissent en 

synergie [6].  



Au cours d'une infection bactérienne, les concentrations sériques de GM-CSF et de G-CSF 

sont augmentées, par le biais de la libération d'IL1 et de TNF par les monocytes. Un tel 

processus (que nous avons déjà décrit), permet à l'organisme de réguler en permanence les 

besoins en cellules effectrices matures. Des travaux récents ont montré que le GM-CSF agit 

également sur les polynucléaires neutrophiles matures, induisant la synthèse d'IL1 [7], et de 

TNF, de G-CSF et de M-CSF [8]. Ces observations laissent supposer que le polynucléaire 

neutrophile pourrait lui aussi jouer un rôle dans la régulation de la granulopoïèse. 

11-3 .  Maturat ion e t  appar i t ion  des  granules  

Le processus de maturation est marqué par l'apparition des granules et des enzymes qu'ils 

renferment. La figure 3 représente les différentes étapes et les différents types cellulaires 

impliqués. 

II-3la. Nature des granules 

Les granules "primaires" (appelés ainsi car ils apparaissent en premier) sont décelables 

au stade myéloblaste. Ce sont de gros granules colorés en bleu (d'où leur autre appellation de 

granules "azurophiles"), qui cct~tiennent la myéloperoxydase cellulaire, des protéines 

cationiques de faible poids moléculaire, des hydrolases acides (fi-glucuronidase, phosphatase 

acide, a-mannosidase, N-acétyl-P-glucosaminidase), et des protéases neutres (élastase, 

cathepsine G et cathepsine D). 

Les granules "secondaires" apparaissent à partir du stade promyélocyte. Ils sont 

également appelés "spécifiques" car ils sont spécifiques de la lignée neutrophile par rapport aux 

lignées éosinophile et basophile. Ils contiennent du lysozyme (que l'on retrouve également dans 

les granules primaires), de la phosphatase alcaline chez certaines espèces animales (lapin et 

cobaye), de la collagénase, de la protéine ayant une affinité pour la vitamine BI2 et de la 

lactoferrine. 

Un troisième type de granules contenant de la gélatinase a été décrit : ce sont les granules 

" tertiaires" appelés par certains auteurs granules de sécrétion, car ils peuvent être 

exocytés vers le milieu extracellulaire dès que la cellule est stimulée [IO]. On ne sait pas encore 

à quel stade de la maturation ils apparaissent. 
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Récemment, plusieurs ûuteurs ont identifié un compartiment intracellulaire contenant de la 

phosphatase alcaline qu'ils appellent phosphasome [Il],  mais il semble prématuré de dire s'il 

s'agit d'un nouveau type de granules. 

II-3/b. Mécanismes de formation des granules 

Les granules se forment à partir du système de synthèse des protéines, par accumulation des 

enzymes dans des saccules d'ergastoplasme et il est tout à fait remarquable de noter que les 

deux types de granules sont formés à partir de zones différentes de l'ergastoplasme. Au fur et à 

mesure que la maturation s'avance, l'appareil de synthèse des protéines régresse : ribosomes, 

corps de Golgi et ergastoplasme. De même, les mitochondries deviennent petites et peu 

nombreuses. Le noyau large au début (pour faciliter les échanges à travers la membrane 

nucléaire au cours de la synthèse protéique), se réduit en même temps que la chromatine se 

condense. Au stade du polynucléaire neutrophile mature, le noyau apparaît segmenté en 

plusieurs lobes (généralement 3 à 5), reliés par un filament de chromatine. 



I I I .  R E P O N S E  F O N C T I O N N E L L E  D U  P O L Y N U -  

C L E A I R E  N E U T R O P H I L E  

Le rôle essentiel du polynucléaire neutrophile est incontestablement d'éliminer les micro- 

organismes envahisseurs. Traditionnellement, l'accomplissement de cette fonction est divisée 

en plusieurs phases : sensibilisation et orientation, déplacement vers le foyer inflammatoire, 

phagocytose et bacténcidie (figure 1). Ainsi, le polynucléaire neutrophile mature qui arrive dans 

le sang circulant ne semble pas être engagé dans des interactions significatives avec les autres 

cellules du système immunitaire. Toutefois, des observations récentes ont mis en évidence une 

synthèse protéique de novo du polynucléaire neutrophile dans certaines conditions d'activation. 

Alors, le polynucléaire neutrophile pourrait être capable lui aussi de synthétiser et de sécréter 

des messages à l'intention d'autres cellules du système immunitaire, et de moduler la réponse 

de ces cellules, comme nous l'avons déjà signalé dans le cas du GM-CSF. Toutefois aucune 

évidence physiologique significative d'un tel rôle du polynucléaire neutrophile n'a encore pu 

être établie avec certitude. 

Au cours de cet exposé, nous avons choisi de présenter la réponse cellulaire sous forme 

d'étapes successives, dans l'ordre chronologique de leur déroulement, et de décrire les 

différentes molécules impliquées à chacune de ces étapes. 

111-1. Act ivat ion du polynucléaire  neutrophile : rôle des  

marqueurs membranaires 

III-lia. Mise en évidence des récepteurs 

Récevteurs pour le fMLP 

Le tripeptide synthétique N-formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine ( fMLP),  au 

même titre que toute une famille d'oligopeptides ayant une extrémité N-formyl-Met, est un 

puissant activateur des fonctions du polynucléaire neutrophile. L'activité biologique du fMLP et 

sa capacité de liaison à la surface de la cellule se manifestent pour des concentrations analogues, 

ce qui indique l'existence de récepteurs spécifiques pour cette substance à la surface de la 

cellule. L'existence de tels récepteurs a été confirmée par des études de fixation à l'équilibre de 

fMLP radiomarqué sur la cellule (technique deUbinding" ) [12]. Ce n'est qu'ultérie~irement que 



ces oligopeptides ayant une extrémité N-formyl-iMet se sont avérés être des substances 

naturelles produites par les bactéries porteuses d'une activité chimiotactique pour différentes 

cellules sanguines : polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, monocytes et macrophages 

[13]. Ainsi, ces oligopeptides semblent jouer un rôle physiologique dans l'activation des 

polynucléaires neutrophiles. 

Ii existe environ 55 700 1 4  800 récepteurs pour le fMLP par cellule ; 10 à 30% d'entre eux 

sont des récepteurs d'affinité plus élevée (KD = 0,53 -+ 0,01 nM), par rapport aux autres qui 

sont des récepteurs de faible affinité (KD = 24,4 t; 1,2 nM) [Id]. Ainsi, la liaison du fMLP sur 

ses récepteurs peut initier des réponses cellulaires différentes : les fonctions liées à la mobilité 

cellulaire interviennent à des doses faibles de stimulus et font donc appel aux récepteurs de forte 

affinité, alors que les fonctions liées à la bactéricidie et à la cytotoxicité interviennent pour des 

doses 10 à 50 fois supérieures par l'intermédiaire des récepteurs de faible affinité. 

Ces récepteurs sont partiellement interconvertibles d'un état d'affinité à l'autre par 

l'intermédiaire d'une protéine régulatrice appelée protéine G car elle est capable de fixer le 

GTP. Un modèle du fonctionnement de cette protéine G a été proposé par Koo et al. [15]. Ces 

différences d'affinité et la possibilité d'interconversion pour une partie de ces récepteurs d 'un  

état d'affinité à l'autre sont des processus qui jouent probablement un rôle dans les mécanismes 

de transmission intra-membranaire du signal d'activation. En effet, le blocage de l'activité de la 

protéine G par la toxine de Bordetella pertussis inhibe fortement la chémotaxie, le métabolisme 

de l'oxygène et la dégranulation des granules spécifiques, alors qu'il inhibe faiblement la 

phagocytose et la dégranulation des granules primaires. 

D'autre part, Gallin et al. ont émis l'hypothèse de l'existence d'un pool intracellulaire 

de réserve de récepteurs ; en effet, lors d'une préincubation en présence du phorbol ester 

PMA stimulant la dégranulation des granules spécifiques, la capacité de liaison du fMLP est 

multipliée par 2 [16]. Des récepteurs de faible affinité sont présents dans la membrane des 

granules spécifiques et viennent s'exprimer à la surface de la cellule par fusion de la membrane 

des granules avec la membrane cytoplasmique au cours d'un processus d'exocytose des 

granules spécifiques (pour revue [l?]). 

Le récepteur pour le fMLP a été purifié : il s'agit d'une glycoprotéine de masse apparente 50 

à 70 kDa, et de point isoélectrique compris entre 6,O et 6,5 [18]. 



Réceuteurs vozcr le C5a 

Le facteur chimiotactique identifié le premier pour le polynucléaire neutrophile a été le Csa. 

11 s'agit du produit du clivage de l'extrémité N-terminale de la chaîne cx du composé C5 du 

système du complément par la CS-convertase. Le C5a est une glycoprotéine formée d'une 

chaîne de 74 acides aminés avec une arginine en position C-terminale et un groupement 

oligosaccharidique de 3000 Da. L'activité biologique de cette anaphylatoxine est étendue : elle 

stimule plusieurs fonctions du polynucléaire neutrophile (margination et migration 

chimiotactique, stimulation du métabolisme oxydatif et libération de leukotriknes), elle 

augmente la perméabilité vasculaire, induit la dégranulation des mastocytes et provoque une 

contraction des muscles lisses. La présence de récepteurs spécifiques pour le C5a sur le 

polynucléaire neutrophile a été démontrée ; le nombre de récepteurs par cellule est compris entre 

100 000 et 300 000, et la concentration qui déclenche une réponse cellulaire égale à la moitié de 

la réponse maximale est ED50 = 3 à 7 nM [19]. 

Réceoteurs porrr le leukotriène B4 

Le polynucléaire neutrophile est capable non seulement de synthétiser des substances 

chimiotactiques pour lui-même mais aussi de métaboliser ces mêmes substances, processus qui 

peut avoir une importance capitale dans le déroulement de la réaction inflammatoire ; c'est le cas 

du leukotriène Bq (LTB4) et du facteur d'activation des plaquettes (PAF). 

Les leukotriènes sont des médiateurs puissants induits lors des épisodes inflammatoires et de 

réactions allergiques. Le leukotriène Bq (LTB4) est chimiotactique pour les polynucléaires 

neutrophiles et éosinophiles, il induit la dégranulation et une augmentation de la perméabilité 

vasculaire. Le LTB4 (ou acide 5(S),12(R)-dihydroxy-éïcosa-6,14cis-8,10trans-tétraénoique) 

est synthétisé à partir de l'acide arachidonique par la voie de la 5-lipoxygénase, dans plusieurs 

types cellulaires dont le polynucléaire neutrophile. Le LTB4 est un facteur chirniotactique pour 

le polynucléaire neutrophile ; il stimule également l'adhérence, l'agrégation inter-cellulaire et la 

libération d'enzymes lysosomiales en présence de cytochalasine B. Des récepteurs spécifiques 

pour le LTB4 sont présents sur le polynucléaire neutrophile [20], et sont de deux types : 

récepteurs de forte affinité (4 400 sites de liaison par cellules avec KD = 0,4 nM) et récepteurs 

de faible affinité (270 000 sites de liaison par cellule avec KD = 61 nM) [ 2  11. La liaison du 



LTB4 sur les récepteurs de forte affinité déclenche la migration chimiotactique, alors que la 

liaison sur les récepteurs de faible affinité déclenche la libération des enzymes lysosomiales. 

Les récepteurs de faible affinité sont composés d'une protéine de 60 kDa, qui renferme le site 

de liaison pour le LTB4 ; les récepteurs de forte affinité sont composés de la même unité de 

liaison en association avec une protéine de 40 kDa capable de lier le GTP [22] ; de même que 

pour les récepteurs du fMLP, l'état d'affinité des récepteurs est déterminé par les interactions 

entre ces deux protéines et par la concentration en GTP : il existe 3 états d'affinité 

interconvertibles suivant un modèle proposé par Goldman et al. [32]. Ces différents états 

d'affinité sont bien réels puisqu'ils ne sont pas reconnus de façon identique par des anticorps 

monoclonaux, et puisqu'ils ne déclenchent pas les mêmes réponses cellulaires. 

Réceptertrs pour le facteiir d'activation plaqrrettaire 

Notons également la présence de récepteurs pour le facteur d'activation plaquettaire (PAF) 

s u  le polynucléaire neutrophile. Le PAF est un phospholipide de structure générale 1-O-Alkyl- 

2-O-Acéthyl-sn-Glycéryl-3-Phosphorylcholine. En réponse à différents stimuli, il peut être 

synthétisé in vitro par les monocytes et macrophages, les neutrophiles, les plaquettes, les 

basophiles et les cellules endothéliales. Le PAF induit une augmentation de la réponse 

chirniotactique et stimule la dégranulation du polynucléaire neutrophile ; ces effets sont transmis 

par des récepteurs spécifiques qui sont de deux types : des récepteurs de forte affinité qui 

induisent une perméabilité au calcium et des récepteurs de faible affinité qui sont associés à une 

protéine G et qui stimulent la phospholipase C [23]. Le PAF peut également avoir un effet de 

"priming" c'est-à-dire qu'il est capable de produire une pré-activation du polynucléaire 

neutrophile telle que la capacité de réponse 8 un deuxième stimulus est augmentée. Ainsi le PAF 

est capable d'amplifier le métabolisme oxydatif induit par le fMLP ou par le PMA [24]. 

Pécevteurs vozrr des cytokines 

Des cytokines ont aussi une activité chimiotactique pour le polynucléaire neutrophile, qui 

passe par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. 

Des auteurs ont montré récemment l'existence de récepteurs spécifiques de l'Interleukine 

1 (ILI) sur le polynucléaire neutrophile (900 récepteurs par cellule et KD estimé à 

3,O x 10-lO M) [26]. Cette observation confirme le rôle de l'IL1 comme activateur du 



polynucléaire neutrophile, alors que les effets de l'IL1 sur la réponse cellulaire ne sont pas 

décrits unanimement par les différents auteurs. 

Le facteur hématopoïétique GM-CSF agit également sur les polynucléaires neutrophiles 

matures et manifeste des effets très variés. Il stimule l'expression d'antigènes de surface 

(récepteurs pour le fragment C3bi du complément [27]), il induit la synthèse d'ARNm pour 

différentes cytokines (l'IL1 [7] et TNF, G-CSF et M-CSF [8]) et il induit une synthèse 

protéique [27]. Au point de vue fonctionnel, le GM-CSF seul stimule faiblement le 

polynucléaire neutrophile. Par contre, il manifeste un effet notable de "priming" ; ainsi, la 

préincubation en présence de GM-CSF augmente la production d'anions superoxydes [28], la 

phagocytose et la cytotoxicité dépendante d'anticorps [29], en réponse à des facteurs 

chimiotactiques comme le fMLP et le PAF. Des récepteurs pour le GM-CSF sont présents en 

nombre réduit sur la membrane des neutrophiles (70 à 350/cellule), avec une constante 

d'affinité comprise entre 109 et 1012 M-l [30]. 

Glvcovrotéines d'adltésion 

11 s'agit d'une famille de glycoprotéines, les intégrines, présentes dans la membrane des 

polynucléaires neutrophiles, des lymphocytes et des monocytes. Elles sont constituées de deux 

sous-unités liées de façon non-covalente, la sous-unité P qui est commune et la sous-unité a qui 

diffère [31]. La sous-unité /3 a un poids moléculaire de 95 kDa et correspond au marqueur 

CD 18. Les trois sous-unités cc des trois glycoprotéines d'adhésion présentes dans la 

membrane du polynucléaire neutrophile sont le LFA-1 ou CD l l a  (PM 177 kDa), le Mac-1 

ou CD l l b  (PM 165 kDa) et le CD l l c  du p150-95 (PM 150 kDa). Le marqueur 

prédominant du polynucléaire neutrophile est le Mac- 1 qui correspond au récepteur CR3 pour 

le fragment C3bi du complément. Ces molécules ont été clonées et séquencées [32]. 

Ces glycoprotéines sont impliquées dans les fonctions d'adhésion, agrégation, de 

chirniotactisme et de phagocytose. Le rôle particulier de chacune des glycoprotéines d'adhésion 

est étudié à l'aide d'anticorps monoclonaux dirigés contre différents déterminants antigéniques 

de ces molécules. Les polynucléaires neutrophiles non activés sont capables d'adhérer sur une 

monocouche de cellules endothéliales en culture par l'intermédiaire de LFA-1, alors que 

lorsqu'ils sont stimulés par un facteur chimiotactique, l'adhésion se fait par l'intermédiaire des 

Mac-1 [33]. De plus, la stimulation des polynucléaires neutrophiles par les facteurs 



chimiotactiques entraîne une augmentation du nombre de CR3 exprimés sur la membrane, 

consécutive à la mobilisation d'un pool intracellulaire de réserve de ces récepteurs, localisé au 

niveau de la membrane des granules spécifiques [34]. Les CR3 interviennent également dans 

les processus de liaison et de phagocytose des particules opsonisées, en relation avec les Fcy 

récepteurs [35]. 

Le syndrome de déficience de l'adhésion des leucocytes correspond à un défaut 

de synthèse de la sous-unité B, qui entraîne la non-fonctionnalité de toutes les glycoprotéines de 

la famille [36]. Du point de vue clinique, les infections des muqueuses, de la peau et des 

poumons sont fréquentes. Il n'y a pas de formation de pus, alors que !$ nombre de 

polynucléaires neutrophiles circulants est élevé. Ce fait traduit l'incapacité des cellules à adhérer 

à la paroi de l'endothélium et à migrer au travers de cette paroi par diapédèse vers les tissus 

inflammatoires (pour revue, [37]). 

Récevteiirs voilr les f rn~ment s  Fc des immrino~lobirlines G : F C Y R I ~ I  = CD 16 - 

Plusieurs types de récepteurs pour les fragments Fc des immunoglobulines G ont été 

décrits : le Fcy RI est celui qui présente l'affinité la plus élevée, le Fcy RII (CD 32) et le Fcy 

RIII (CD 16) qui ont une affinité plus faible. Seuls les Fcy RII et les Fcy RIII sont présents sur 

le polynucléaire neutrophile au repos [38], et l'expression du Fcy RI est induite par 

l'Interféron-y [39]. Notons également qu'il y a 3 à 6 fois plus de Fcy RIII que de Fcy R11 

exprimés à la surface de la cellule [40]. Les polynucléaires neutrophiles ne sont pas capables de 

fixer les IgG monomériques, mais ils fixent les complexes d'IgG renfermant des IgGl ou des 

IgG3. La liaison s'établit préférentiellement sur les Fcy RIII ; entre 100 000 et 300 000 Fcy RIII 

sont présents sur le polynucléaire neutrophile ; l'affinité pour les dimères IgGl est voisine de 

11 x 1 0 - ~  M et l'affinité pour les dimères IgG3 de 20 à 60 x M. Le Fcy RIII représente une 

bande de 50 à 73 kDa sur des gels d'électrophorèse monodimensionnels, et il a été purifié ; il 

s'agit d'une sialoglycoprotéine, avec une longue chaîne de type mannoside extra membranaire 

qui facilite l'engagement de 1'IgG dans le site de liaison [41] et une partie protéique qui montre 

l'existence de deux allèles (NA1 et NA2) [42]. La fonction du Fcy RIII présent sur les 

polynucléaires neutrophiles consiste d'une part à éliminer les complexes immuns, et d'autre part 

à fixer et déclencher la phagocytose des bactéries opsonisées. Le clonage du gène 

correspondant par plusieurs équipes [43, 44 et 451 confirme qu'il existe deux gènes très 



proches localisés sur le chromosome 1, et que la protéine est ancrée dans la membrane 

cytoplasmique par un lien de type phosphatidyl inositol qui lui confère une grande mobilité 

latérale au sein de la membrane. Cette mobilité permet l'établissement d'interactions avec le 

Fcy RII qui déclenche les processus de phagocytose et d'activation du métabolisme oxydatif. 

Réceutenrs uorir le fraernerzt C3b / C4b drr Comvlémerit : CR1 

Le récepteur pour le complément de type 1, CRI, lie les fragments C3b du complément. 

C'est une glycoprotéine membranaire composée d'une chaîne simple polypeptidique de poids 

moléculaire égal à 250 kDa [46]. Le CR1 est capable de lier et d'internaliser des complexes 

immuns et des particules opsonisées par les fragments C3b et C4b du complément [47]. 

Toutefois, la phagocytose par l'intermédiaire des CR1 nécessite une CO-stimulation des 

polynucléaires neutrophiles par le fMLP ou le PMA, dans des conditions telles que le CR1 soit 

phosphorylé [48]. Le PMA étant capable de moduler l'expression et le recyclage des récepteurs 

CR1 à la surface de la cellules [49]. 

Récepteurs porir le ficteirr cltimiotactinrie des po~r t i i c l én i re s  neritrovlziles 

procliiit par les rnonocvtes oir IL8 

Un nouveau facteur chimiotactique spécifique du polynucléaire neutrophile a été récemment 

mis en évidence dans les surnageants de culture de monocytes stimulés par de l'endotoxine [50 

et 511. Le cDNA correspondant a été cloné et la séquence en acides aminés en a été déduite : la 

forme mature comporte 72 acides aminés [52]. Ce Monocyte-Derived Neutropttil Chemoractic 

Factor (MDNCF)  ou IL8 est chirniotactique pour les polynucléaires neutrophiles, et il stimule 

la dégranulation et l'activation du métabolisme oxydatif [53]. Le mode d'action de ce facteur fait 

intervenir des récepteurs spécifiques présents sur la membrane des polynucléaires neutrophiles : 

la technique de binding révèle la présence de 20 000 sites récepteurs par cellule, tous de forte 

affinité (KD = 80 x 1om9 M) [54]. L'analyse électrophorétique des peptides qui lient l'IL8 

radiomarquée met en évidence deux bandes à 67 et à 59 kDa [54]. 

III-l/b. Fonction des récepteurs 

Les différents activateurs des fonctions du polynucléaire neutrophile que nous venons de 

passer en revue, agissent tous par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. Ces récepteurs sont 

capables d'induire trois grandes catégories de réponse cellulaire : déclenchement de l'adhésion 



et de la migration, déclenchement des fonctions de la bactéricidie (phagocytose, libération du 

contenu des granules et métabolisme de l'oxygène) et effet de "priming" ou de pré-activation 

cellulaire. L'analyse globale de la réponse fonctionnelle du polynucléaire neutrophile peut 

paraître complexe car chaque signal et chaque molécule réceptrice peut induire plusieurs des 

catégories de réponse cellulaire définies plus haut. L'orientation de la réponse vers une 

catégorie plutôt qu'une autre va être réalisée au cours des processus de la transmission 

intracellulaire du signal d'activation. 

Outre leur position clé dans l'initiation de ces processus, l'expression de ces récepteurs à la 

surface de la cellule obéit à une dynamique particulière liée aux mouvements des structures 

membranaires. Par exemple, au cours d'une première stimulation par le fMLP, la liaison 

s'établit préférentiellement sur les récepteurs de forte affinité. Alors la membrane cellulaire se 

plisse, la cellule change de forme et devient polarisée (avec un large front membranaire antérieur 

et un uropode postérieur étiré). Les complexes ligand-récepteur sont rapidement rassemblés à 

l'uropode et internalisés [55 ] ,  de sorte que l'on enregistre une diminution rapide du nombre de 

récepteurs exprimés à la surface de la cellule (processus de "dé-activation" de la réponse 

cellulaire ou de "down-regulation" c'est-à-dire de répression de l'expression des récepteurs). 

Toutefois, cette diminution est transitoire, et dans un deuxième temps, si la stimulation persiste, 

on observe une augmentation du nombre de récepteurs exprimés en surface. En effet, c'est à ce 

moment qu'intervient la mobilisation du pool intracellulaire de réserve en récepteurs, par fusion 

de la membrane des granules spécifiques avec la membrane cytoplasmique. 

Ainsi, une gène dans la dynamique des récepteurs pourrait se traduire par une diminution de 

la capacité de réponse fonctionnelle de la cellule. Une bonne démonstration clinique d'un tel 

processus est étayée par le déficit congénital en granules spécifiques. 

Toutefois, la diminution de l'expression en surface des récepteurs n'est observée que très 

rarement. Ceci tendrait à prouver l'importance des processus de transduction du signal 

d'activation. 



111-2. Transmission intracellulaire du signal d'activation 

La figure 4 représente schématiquement les processus connus impliqués dans la transduction 

trans-membranaire du signal d'activation cellulaire. 

III-2/a. Protéines G 

La liaison d'un ligand sur son récepteur spécifique déclenche l'activation d'une protéine G 

qui présente la double caractéristique d'être associée au récepteur et de pouvoir fixer le GTP. 

Des protéines G ont été décrites dans plusieurs types cellulaires et elles manifestent une activité 

régulatrice dans de nombreux processus de transduction du signal de l'organisme [57]. La 

protéine G présente dans la membrane plasmique des polynucléaires neutrophiles a été purifiée : 

la sous unité a a une masse de 40 kDa et elle diffère des autre sous unités a déjà connues [58 et 

591. 

Il s'agit d'une famille de protéines constituées de 3 sous-unités : a, P et y. Seule la sous- 

unité a diffère et c'est elle qui porte l'activité de la protéine G. Lorsqu'elle lie le GTP, elle se 

dissocie du complexe ligand-récepteur-protéine G et active la phospholipase C membranaire 

[60]. La toxine de Bordetella pertussis provoque une ADP rybosylation de la sous-unité a qui 

ne peut plus se dissocier et devient inactive [61]. Ce processus bloque les effets du fMLP, du 

LTB4 et du Csa. 

III-2/b. La Phospholipase C 

Lorsqu'elle est activée par la sous-unité a de la protéine G, la phospholipase C hydrolyse le 

phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DG) qui reste dans la 

membrane et en inositol 1,4,5 triphosphate (IP3) qui est soluble dans le cytosol. Le DG et l'IP3 

sont des seconds messagers et ils vont activer respectivement la protéine kinase C et la 

mobilisation du calcium intracellulaire. Notons que l'activation de la phospholipase C par la 

sous-unité a de la protéine G dépend de la concentration en calcium [62]. 

III-2/c. Rôle du diacylglycérol 

L'incubation du polynucléaire neutrophile en présence de fMLP déclenche la production 

rapide de diacylglycérol dès les 10 premières secondes, suivie d'une augmentation progressive 

pendant environ 5 minutes et d'un retour rapide au taux nomal [63]. Le DG est hydrophobe et 
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reste associé à la membrane cytoplasmique. Il induit la translocation de la protéine kinase C vers 

la membrane et provoque l'activation de cette enzyme [64]. 

III-2/d. La protéine kinase C 

Dans les cellules quiescentes, cette enzyme est localisée sous forme inactive sur la face 

cytosolique de la membrane cytoplasmique. Mais la fixation du DG provoque un changement 

de conformation et une translocation dans la membrane cytoplasmique sous une forme activée 

[64]. Cette translocation dépend également des phospholipides membranaires et du calcium 

[64]. Les molécules de phorbol ester ont une conformation proche de celle des phospholipides 

membranaires, ce qui leur permet de se fixer sur le site de liaison des phospholipides 

membranaires de la Protéine kinase C : c'est pourquoi la protéine kinase C est considérée 

comme le récepteur des phorbols esters [65]. 

Plusieurs substrats éventuels de la protéine kinase C ont été suspectés, mais on ne connaît 

pas encore complètement le rôle de cette enzyme. Toutefois, son implication dans l'activation 

du métabolisme oxydatif a d'abord été fortement suspectée : les doses de PMA sont les mêmes 

pour l'activation maximale de la protéine kinase C et du métabolisme oxydatif [66] ; cette 

implication a été récemment confirmée (voir les processus d'activation de la NADPH oxydase). 

III-2/e. Rôle de 1'1P3 

Lorsque les polynucléaires neutrophiles sont activés par le fMLP, la quantité d'IP3 formée 

augmente très rapidement dès les 5 premières secondes, atteint un maximum à 20-30 secondes, 

puis décroît sur 2 minutes. En effet, l'IP3 est très rapidement métabolisé en IP4, 

particulièrement en présence de calcium. Ce mécanisme instaure la possibilité d'un feed-back 

négatif [67 et 681. 

III-2lf. Rôle du calcium 

Le calcium est un élément clé de la propagation du signal d'activation vers la mise en oeuvre 

de la réponse cellulaire (pour revue, voir [69]). L'IP3 induit une augmentation de la 

concentration intra-cytoplasmique en calcium par la mobilisation de pools calciques intra- 

cellulaires. 

Le calcium régule de nombreuses activités enzymatiques (phospholipase C et protéine kinase 

C, en particulier) et il contrôle les modifications du cytosquelette. 



Sous son action, les mouvements cellulaires actifs redeviennent possibles : redistribution des 

récepteurs dans la membrane, capping et internalisation des complexes ligand-récepteur, 

changements de forme et orientation de la cellule. Le calcium influence également l'exocytose 

des granules de sécrétion qui dépend de la transformation gel/solution du cytosol ; ce 

processus, qui peut se produire au cours de la diapédèse, permet la translocation des récepteurs 

à la membrane plasmique et la libération de gélatinase, de collagénase, d'héparinase et de petites 

quantités de radicaux oxygène qui perméabilisent les vaisseaux et entretiennent le 

développement de la réaction inflammatoire. 

111-3. Chimiotact isme 

Dans les vaisseaux sanguins le polynucléaire neuuophile mature peut se répartir de façon 

réversible entre deux populations distinctes : certains polynucléaires neutrophiles sont portés 

par le flot sanguin et font partie du pool circulant, alors que d'autres sont fixés sur la paroi 

endothéliale des capillaires et représentent le pool marginé. Ces derniers sont capables de 

migrer par chémotaxie à travers la paroi des vaisseaux vers les tissus où se développe un foyer 

inflammatoire. Les polynucléaires neutrophiles sont attirés par les produits protéiques et 

lipidiques issus de la dégradation des bactéries, par des produits bactériens du type fMLP, et 

par le C5a et le LTB4 produits sur le lieu de l'inflammation. Le signal d'activation de la plupart 

de ces facteurs chimiotactiques fait intervenir des récepteurs spécifiques, que nous avons déjà 

décrits. 

Dans des expériences in vitro, la locomotion du polynucléaire neuuophile s'effectue à la 

vitesse de 20 pm par minute. Le déclenchement de la migration se réalise par la faculté de la 

cellule à déceler un changement transitoire et localisé de la concentration en agent 

chimiotactique. Si cette concentration est homogène dans l'environnement cellulaire, la 

migration s'effectue au hasard. Pourtant, le polynucléaire neutrophile est capable de déceler des 

différences de concentration entre deux pôles cellulaires et de s'orienter dans un gradient de 

concentration. 

Le mouvement cellulaire est de type amibien, et s'effectue par cycles répétés en continu. La 

cellule émet une large protubérance de matériel membranaire et cytoplasmique vers le front de 



migration : c'est le lamellipodium antérieur. Ce laniellipodium adhère à la surface du 

support de migration. Enfin, la partie postérieure de la cellule, l'uropode, s'étire et se rétracte, 

provoquant ainsi un mouvement du matériel cytoplasmique vers l'avant. Des longs filaments de 

traînée s'étirent à l'uropode, et se détachent progressivement du support, le matériel 

membranaire les constituant étant ensuite recyclé pour reproduire un nouveau cycle. 

In vivo, l'orientation de la cellule se réalise probablement par émission du lamellipodium 

dans l'interstice entre les cellules endothéliales. 

Plusieurs structures cellulaires sont impliquées dans la migration cellulaire. Bien sûr, les 

récepteurs pour les facteurs chimiotactiques sont essentiels. Toutefois, lors de déficits de la 

fonction chimiotactique des polynucléaires neutrophiles, il n'est généralement pas observé de 

diminution du nombre de récepteurs exprimés, ni de modification de la constante d'affinité. 

Ainsi la diminution de la réponse chimiotactique semble être due à des processus qui modulent 

la mobilité etlou l'expression des récepteurs [70]. Par contre, les glycoprotéines d'adhésion 

sont tout à fait indispensables pour le bon déroulement de la migration, puisque ce sont elles qui 

établissent les points d'ancrage de la cellule sur son support. Ainsi dans le syndrome de 

déficience en glycoprotéines d'adhésion, la migration cellulaire est fortement altérée. 

111-4. Phagocytose  

La phagocytose se produit pour des particules sur lesquelles la membrane plasmique du 

polynucléaire neutrophile peut adhérer. Ainsi, le polynucléaire neutrophile est capable de 

phagocyter des particules recouvertes par des fragments du complément ou par des IgG : ces 

particules sont dites "opsonisées". La membrane du polynucléaire neutrophile adhère sur de 

telles particules par l'intermédiaire des récepteurs CR3 et/ou des FcyR. Progressivement, la 

membrane entoure la particule et l'enveloppe complètement dans une vacuole de phagocytose : 

le phagosome. Si l'objet à phagocyter est trop volumineux, la vacuole de phagocytose ne peut 

pas se refermer et on assiste à ce que l'on appelle la phagocytose frustrée. 

Parallèlement, les granules se déplacent à l'intérieur du cytoplasme et viennent fusionner 

avec la membrane du phagosome, libérant ainsi leur contenu enzymatique à l'intérieur du 

phagolysosome : c'est le processus de dégranulation, que nous décrirons plus loin. 



Les mécanismes de contrôle de la phagocytose sont encore mal connus. Il semble toutefois 

que l'augmentation du taux de calcium intracellulaire soit largement impliqué, de même que 

l'activation de la protéine kinase C et la transformation de l'état de gel à l'état de solution du 

cytoplasme. 

Un défaut clinique de la phagocytose et de la dégranulation est le syndrome de Chédiak- 

Higashi. 

111-5. M i c r o b i c i d i e  

Le polynucléaire neutrophile va ensuite devoir tuer la particule qu'il a phagocyté. Pour 

accomplir cette tâche, le polynucléaire neutrophile dispose de plusieurs outils que l'on peut 

regrouper en deux groupes distincts : la bactéricidie dépendante de l'oxygène qui fait appel à la 

machinerie du métabolisme oxydatif, et la bactéricidie indépendante de l'oxygène qui met en jeu 

le contenu lytique des granules. 

III-Sla. Activation du métabolisme oxpdatif 

L'explosion respiratoire ("respiratory burst" ) a été décrite en premier par Baldridge et 

Gérard en 1933 [71] : ils ont observé une augmentation de la consommation d'oxygène et une 

augmentation de la libération de gaz carbonique par les polynucléaires neutrophiles en train de 

phagocyter. 

Les réactions chimiaues du métabolisme oxvdatif 

La première étape du métabolisme oxydatif est une réduction de l'oxygène atmosphérique 0 2  

en anion superoxyde a-. Cette réaction est accomplie par le complexe oxydase qui réalise le 

transfert de 2 électrons à partir du NADPH selon le modèle : 

NADPH + 2 0 2  + NADP+ + 2 0 2 -  

L'anion superoxyde peut participer à la bactéricidie. Toutefois, ce composé instable peut 

subir une dismutation (spontanée ou catalysée par la superoxyde dismutase) en 

hydroperoxyde : 

2 0 2 -  + 2 H+ + H202 + 0 2  
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L'hydroperoxyde est également un composé très toxique. C'est aussi le substrat de la 

myéloperoxydase. Cette enzyme peut combiner l'hydroperoxyde avec un halogène tel que le 

chlore (présent en quantité suffisante pour cette réaction dans les granules du polynucléaire 

neutrophile) pour former de l'hypochlorite HClO : 

H202 + Cl- + H+ + HClO + H20  

Outre sa forte capacité bactéricide, le composé HClO provoque également une alcalinisation 

du phagolysosome qui est favorable à l'atteinte de l'activité maximale des enzymes 

lysosorniales. 

Le NADPH donneur d'électrons provient du shunt des hexoses monophosphates. 

Le déroulement de ces différentes opérations est shématisé sur la figure 5. 

Le comvlexe oxvdase 

L'enzyme NADPH-oxydase responsable de la réduction de l'oxygène moléculaire est 

spécifique des cellules phagocytaires spécialisées : polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, 

monocytes et macrophages. Cette enzyme est un assemblage de plusieurs constituants, dont le 

cytochrome b-245 et une flavoprotéine [72]. Le cytochrome b-245 est composé de 2 chaînes 

polypeptidiques, une glycosylée de 91 kDa et une non glycosylée de 22 kDa [73]. La 

glycoprotéine 91 kDa a été clonée [74] ; son gène n'est pas exprimé normalement dans la forme 

liée au chromosome sexuel X de la granulomatose chronique. La flavoprotéine à FAD n'est pas 

encore caractérisée bien que son appartenance au système oxydase soit tout à fait admise [75]. 

Un déficit d'expression de cette flavoprotéine a pu être décelé dans certains cas de 

granulomatose chronique. 

Aucune activitC du système oxydase n'est décelée dans les cellules non stimulées, les 

éléments du systkme Ctant répartis dans différents compartiments cellulaires. L'association des 

différents éléments conduit à l'apparition de la forme active du système oxydase. Le 

cytochrome b-245 et la flavoprotéine sont localisés dans la membrane des granules spécifiques et 

des granules de sécrétion, et une exocytose de ces granules est nécessaire pour obtenir 

l'assemblage du système dans la membrane plasmique ou plutôt dans la membrane du 

phagolysosome (pour revue, [56]) .  L'assemblage seul des différents éléments n'est pas 

suffisant pour que le système soit actif : il faut qu'une protéine présente dans la membrane 



plasmique de 47 kDa soit phosphorylée [76 et 771. Cette phosphorylation activatrice est 

probablement effectuée par la protéine kinase C [78]. Nous avons déjh expliqué que la protéine 

kinase C est active lorsqu'elle est liée à la membrane plasmique. Ainsi, la protéine kinase C 

active le système oxydase exclusivement au niveau de la membrane plasmique, soit à la surface 

cellulaire, soit à la surface du phagolysosome. 

Le fMLP et le LTB4 provoquent peu d'exocytose des granules primaires et spécifiques, mais 

ils provoquent l'exocytose des granules de sécrétion. Ainsi une partie seulement de l'oxydase 

est assemblée au niveau de la membrane plasmique, et elle ne déclenche qu'un faible taux de 

production des métabolites de l'oxygène. Par contre, le PMA et le calcium ionophore A23 187 

induisent la dégranulation massive des granules primaires et spécifiques. La totalité de 

l'oxydase est ainsi assemblée dans la membrane plasmique, et de plus, ces mêmes agents 

activent la protéine kinase C. La stimulation du métabolisme oxydatif qui en découle est 

maximale. 

La mvéloperoxvdase 

La myéloperoxydase est une métalloenzyme et représente un constituant majeur des granules 

primaires. Elle est composée de deux groupes formés chacun de deux sous-unités : une 

glycoprotéine de 60 kDa qui porte la molécule de fer et une protéine de 12 kDa. La biosynthèse 

et les processus de maturation de cette enzyme sont particuliers, et leur étude pourrait fournir 

des éléments particulièrement intéressants pour la compréhension des phénomènes de 

maturation du polynucléaire neutrophile ; les résultats récents de la litterature ont été compilés 

dans la revue de Nauseef et al. [79]. 

Ddcits du métabolisme o x v d a  

Le déficit congénital de l'expression de la myéloperoxydase existe, mais il n'a pas de 

conséquences trop sévères pour la bactéricidie : en effet, les bactéries phagocytées sont tuées au 

même taux que dans les cellules normales, mais après un temps de latence. Tout se passe 

cornme si les processus dépendant de la fusion des granules avec le phagolysosome prenaient le 

relaie (après un certain temps nécessitant leur mise en place) du système dépendant de la 

myéloperoxydase [80]. 
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Le déficit en NADPH-oxydase se manifeste sous la forme d'une maladie sévère : la 

granulomatose septique chronique. Cette pathologie caractérisée par des infections 

multiples récurrentes sévères, démontre l'importance du système oxydase dans la bactéricidie. 

III-Sla. Dégranulation et action du contenu des granules 

Le tableau 2 récapitule la distribution des différentes enzymes dans les granules du 

polynucléaire neutrophile. 

Les enzvmes bactéricides 

Le lysozyme est retrouvé à la fois dans les granules primaires et dans les granules 

spécifiques. Il hydrolyse les protéoglycanes de la paroi cellulaire de certaines bactéries. 

La myéloperoxydase participe aux réactions du métabolisme oxydatif (voir paragraphe 

précédent). 

La BPI ou protéine bactéricide augmentant la perméabilité bactérienne 

("Bactericidallpemeability-increasing protein" ) a été décrite par Weiss et al. en 1978 [8 11. Il 

s'agit d'une protéine de 59 kDa, présente dans les granules primaires des polynucléaires 

neutrophiles [82]. Cette protéine a la capacité de se fixer sur la membrane externe des bactéries 

gram négatives encapsulées. Cette fixation a pour effet d'augmenter la perméabilité aux 

molécules hydrophobes et d'activer la Phospholipase A bactérienne. Elle permet ainsi de tuer 

plusieurs espèces de bactéries gram négatives. 

Les protéines cationiques de faible poids moléculaire ou défensines sont 

capables d'augmenter la perméabilité vasculaire, de provoquer la libération d'histamine, 

d'augmenter la phagocytose et d'exercer une activité bactéricide. Les défensines représentent 

une famille de molécules de faible poids moléculaire, constituées d'une chaîne polypeptidique 

de 33 à 34 acides aminés riche en cystéines et en arginine [83 et 841. Elles sont présentes dans 

des granules primaires de forte densité, où elles représentent 50% du contenu total. Elles ont 

une activité bactéricide pour un large spectre de micro-organismes : bactéries gram négatives et 

gram positives, mycoses et virus. 4 protéine différentes ont été décrites jusqu'à ce jour (pour 

revue, [85]). 



Les hvdrolases acides et les  rotéa as es neutres 

Les hydrolases acides (B-glucuronidase, phosphatase acide, a-mannosidase, N-acétyl-p- 

glucosaminidase, cathepsine D) et les protéases neutres (élastase, cathepsine G ou 

chymotrypsine-like protéase) ont à la fois une activité bactéricide et la capacité à lyser les tissus 

environnants. Ces enzymes sont stockées dans les granules primaires. 

L'élastase est une sénne protéase, de poids moléculaire égal à 34 kDa, dont le gène a été 

récemment cloné [86 et 871. Elle exerce une action protéolytique sur les fibres de fibrinogène 

des tissus [ B I .  

La cathepsine G a un poids moléculaire de 26 kDa. Elle hydrolyse les protéoglycanes du 

cartilage et le collagène insoluble [89]. 

Çélatinase 

C'est l'enzyme marqueur des granules tertiaires. Il s'agit d'une métalloprotéinase qui 

poursuit la dégradation des fibres de collagène initiée par la coilagénase [go]. 

Çollagénase 

Cette enzyme des granules spécifiques joue un grand rôle dans l'inflammation, puisqu'elle 

est capable en association avec une protéase neutre d'hydrolyser les fibrilles de collagène ; c'est 

une métalloenzyme, de poids moléculaire compris entre 70 et 76 kDa ; elle est aussi capable de 

cliver le Clq. Récemment, 3 collagénases ont été isolées des polynucléaires neutrophiles avec 

des poids moléculaires de 75,57 et 22 kDa [91]. 

La protezne liant la v ,. itamine BI2  

C'est un marqueur des granules spécifiques, mais sa fonction dans le polynucléaire 

neutrophile est peu documentée. 

La lactoferrine 

La lactoferrine est une glycoprotéine de 80 kDa capable de lier le fer nécessaire à la 

croissance des bactéries, ce qui lui confère des propriétés bactériostatiques [92]. 



I V .  A L T E R A T I O N S  D E S  F O N C T I O N S  D U  P O L Y N U -  

C L E A I R E  N E U T R O P H I L E  E N  P A T H O L O G I E  H U -  

M A I N E  

Des anomalies quantitatives (neutropénie) ou qualitatives (troubles fonctionnels) des 

polynucléaires neutrophiles se traduisent par une sensibilité accrue aux infections, les micro- 

organismes envahisseurs n'étant plus éliminés correctement. Les altérations fonctionnelles 

peuvent affecter aussi bien les capacités liées à la migration cellulaire (adhésion, locomotion, 

chirniotactisme) que la bactéricidie (phagocytose, dégranulation, activation du métabolisme 

oxydatif). L'origine de ces anomalies peut être congénitale ou acquise. 

Dans la plupart des cas, les bases moléculaires du déficit sont inconnues, et les relations 

entre ce déficit et les manifestations cliniques ne sont pas toujours clairement établies. 

Toutefois, les personnes ayant une neutropénie marquée ou une anomalie fonctionnelle grave 

du polynucléaire neutrophile peuvent présenter toute une série de manifestations pathologiques 

à localisations diverses (abcès cutanés, angines ulcéro membraneuses, gingivites et 

parodontites, pneumonies récurrentes) ou généralisées (septicémie), associées ou non à des 

infections bactériennes ou fongiques. 

Pour un petit nombre d'anomalies congénitales affectant le polynucléaire neutrophile, un 

déficit biochimique spécifique a pu être décrit. C'est le cas pour le déficit en glycoprotéines 

d'adhésion, la granulomatose septique chronique, le déficit en myéloperoxydase et le déficit en 

granules spécifiques. Ces maladies ont permis de mieux appréhender les bases moléculaires de 

certaines fonctions du polynucléaire neutrophile. 

Bien que la protection antirnicrobienne soit la fonction essentielle du polynucléaire 

neutrophile, certaines de ses propriétés peuvent également jouer un rôle néfaste pour 

l'environnement tissulaire (conmbution des enzymes lysosorniales et des métabolites toxiques 

de l'oxygène). 

Nous ne faisons ici que mentionner différents exemples cliniques où ont été décrits des 

déficits du polynucléaire neutrophile (pour revue [3 et 931). 



I V - 1 .  Neutropénies 

Les déficits affectant les polynucléaires neutrophiles sont le plus souvent liés à un trouble 

quantitatif. Une neutropénie peut être le résultat d'une aplasie générale (trouble central) ou 

bien d'une agranulocytose (trouble périphérique qui ne touche que les éléments de la lignée 

neutrophile), et peut être liée soit à un trouble congénital, soit à un phénomène exogène. 

IV- l/a. Neut ropénies congénitales 

Ce sont des maladies graves qui se révèlent dès les premières semaines de la vie, et qui sont 

le plus souvent mortelles dès la prime enfance. Nous en citons ici deux exemples. 

- La Neutropénie cyclique est une maladie exceptionnelle qui touche essentiellement les 

femmes, caractérisée par une diminution cyclique du nombre des polynucléaires neutrophiles 

[94]. Ces cycles durent en moyenne 21 jours et à chacun est associée une période de 8 à 10 

jours d'expression clinique buccopharyngée (stomatites, gingivites, pharyngites, abcès 

dentaires) ou cutanée. Des infections plus graves peuvent survenir et être mortelles. La 

transmission serait autosomique, récessive et d'expression variable liée à une dysfonction de la 

granulopoïèse. 

- L'agranulomatose de Kostmann est une maladie congénitale rare, de transmission 

autosornique récessive, caractérisée par une neutropénie constante, dès les premières semaines 

de la vie [95]. 

IV-l/b. Neutropénies acquises 

Des agranulocytoses peuvent être le résultat d'une destruction des polynucléaires 

neutrophiles par des anticorps. Ce sont des maladies autoimmunes telles que le lupus 

érythémateux disséminé et les maladies autoimmunes. 

Des agents toxiques (benzène) et des médicaments (cas des cytopénies  

médicamenteuses) peuvent aussi entraîner une agranulocytose. En particulier, les 

chimiothérapies anticancéreuses sont basées sur l'utilisation de drogues antimitotiques qui 

agissent sur des cellules à index mitotique élevé dont font partie les cellules souches 

hématopoïétiques. 



IV-2 .  Déf ic i t s  de I'adhérence 

La fonction d'adhésion joue un rôle déterminant dans la réponse du polynucléaire 

neutrophile, puisqu'elle est impliquée dans la margination, la locomotion et la phagocytose. 

Des agents pharmacologiques comme les corticostéroides et les salicylates affectent la 

fonction d'adhésion des polynucléaires neutrophiles (les corticostéroides entraînent une 

augmentation du pool circulant). 

Un défaut congénital de la fonction d'adhésion a été décrit : c'est le déficit en 

glycoprotéines d'adhésion. Cette maladie congénitale est relativement rare et elle est 

transmise de façon autosomale récessive à partir du chromosome 21 [96]. Les polynucléaires 

neutrophiles, les lymphocytes et les monocytes des patients sont dépourvus de toutes les 

glycoprotéines d'adhésion, en raison d'un défaut d'expression de la sous-unité commune p 

[95]. Du point de vue clinique, les patients ont une réponse inflammatoire diminuée, une chute 

du cordon retardée, des infections cutanées, muqueuses et des otites fréquentes pendant 

l'enfance, ainsi que des gingivites et des parodontites. 

I V - 3 .  Défauts de la migrat ion 

La fonction de migration conditionne l'afflux des polynucléaires neutrophiles au site 

inflammatoire. Ainsi, un retard de migration de ces cellules sur le lieu de l'invasion bactérienne 

peut se traduire par des infections récurrentes et le développement d'abcès dans les tissus mous. 

L'association de ces symptômes est caractéristique du syndrome du leucocyte 

" paresseux" [98, 991. 

IV-4 .  Défauts du chimiotactisme 

Une altération de la migration chimiotactique peut être due à un déficit intrinsèque du 

polynucléaire neutrophile, ou à un facteur exogène. Les bases moléculaires des déficits 

intrinsèques sont encore assez mal connues. La présence d'inhibiteur sérique du chimiotactisme 

a pu être démontrée dans la maladie de Hodgkin et dans certaines cirrhoses. Certaines 

substances d'origine bactérienne peuvent également inhiber le chimiotactisme ; c'est le cas pour 



une forme de parcdontite, la parodontite juvénile qui est associée à la présence du germe 

fortement pathogène Actinobacillus actinomycetemcomitans. Notons également que certains 

déficits en complément peuvent entraîner une altération du chirniotactisme (rôle du C5a et du 

C5b67). 

IV-4/a. Dermatoses 

Des dermatoses sévères telles que des ichtyoses sont fréquemment associées à une 

chémotaxie réduite des polynucléaires neutrophiles. C'est le cas pour des ichtyoses présentant 

des abcès à Staphylococcus aureus ou à Trichophyton rubrum [100, 1011. 

IV-4/b. Syndrome de Job ou syndrome à hyper-immunoglobulinémie E ou 

maladie de Buckley 

Ces patients ont des dermatites chroniques (candidoses) et des abcès récurrents 

staphylococciques sévères pulmonaires et cutanés [102]. Cette maladie est souvent associée à 

une dysmorphie faciale caractéristique. Le taux sérique d'immunoglobulines E (IgE) est très 

anormalement élevé avec en particulier des IgE anti-candida. La fonction chimiotactique des 

polynucléaires neutrophiles et des monocytes est réduite de façon inconstante [103]. Cette 

maladie est grave et se déclare dès les premières semaines de la vie. Toutefois, elle n'est pas 

toujours mortelle et l'état clinique peut être notablement amélioré par des traitements 

antibiotiques adéquats. La locomotion des polynucléaires neutrophiles n'est pas affectée et la 

diminution de la chémotaxie pourrait être due à la présence d'un inhibiteur sérique [104]. 

IV-41c. Parodontites 

Nous décrirons plus loin le déficit observé dans les maladies parociontales. 

IV-4ld. Autres pathologies 

Des anomalies de la fonction chirniotactique des polynucléaires neutrophiles ont également 

été décrites dans diverses pathologies, telles que le syndrome de Kartagener (fonction cilliaire 

anormale du tractus respiratoire) et le syndrome de Schwachman (insuffisance pancréatique). 



I V - 5 .  Déf i c i t s  de la  bactéricidie 

IV-5la. Granulomatose septique chronique 

La granulomatose septique chronique de l'enfant est la maladie associée au déficit congénital 

en NADPH oxydase (pour revue [105]). Elle se traduit par l'incapacité des polynucléaires 

neutrophiles et éosinophiles et des monocytes à synthétiser des anions superoxydes, défaut qui 

est facilement décelé par la mesure de la chimioluminescence et les tests de réduction du 

nitrobleu de tétrazolium. Sur le plan clinique, cette maladie se caractérise d'une part, par des 

infections fongiques et bactériennes qui affectent la peau, les poumons, le foie et les os, et 

d'autre part, par la formation de granulomes. 

La fréquence de cette maladie est de 1 pour 1 million. Plusieurs formes congénitales ont été 

décrites. 66% des cas sont transmis par le chromosome X et sont associés à un défaut 

d'expression du cytochrome b-245 , et plus précisément à un défaut d'expression de la sous- 

unité glycoprotéique de 91 kDa [106, 741. Pour 35% des cas, la transmission est autosomale 

récessive ; le taux d'expression du cytochrome b-245 est normal, mais la protéine activamce de 

44 kDa du système oxydase n'est pas phosphorylée [76], probablement suite à la non 

expression d'un facteur cytosolique (non encore identifié) qui jouerait un rôle dans cette 

phosphorylation. 

IV-S/b. Syndrome de Chédiak-Higashi 

Le syndrome de Chédiak-Higashi est caractérisé par un albinisme oculocutané, des granules 

géants dans toutes les cellules granuleuses et des infections à pyogènes récidivantes [107]. 

D'autres cellules, telles que les cellules NK, présentent des anomalies fonctionnelles. Cette 

maladie assez rare est grave et souvent mortelle. Les granules géants présents dans le 

cytoplasme des polynucléaires neutrophiles seraient à l'origine d'un défaut de la migration 

chimiotactique de ces cellules. Ces granules sont faiblement exocytés et sont déficients en 

certaines enzymes, telles que la cathepsine G et l'élastase [log]. 

IV-Sic. Déficit en myéloperoxydase 

Le déficit congénital en myéloperoxydase est relativement fréquent, qu'il soit complet 

(114000) ou partiel (112000) [109]. La transmission est autosornique récessive, liée au 

chromosome 17 [110]. Ce déficit est souvent asymptomatique. Les polynucléaires neutrophiles 



de ces patients ont pourtant une capacité bactéricide diminuée, mais ils manifestent en 

compensation une stimulation prolongée du métabolisme oxydatif [ I l  11. 

IV-Sld. Déficit en granules spécifiques 

Les patients porteurs de ce déficit congénital ont une réponse inflammatoire diminuée et 

développent des infections bactériennes récurrentes et sévères de la peau et des tissus profonds 

[112]. Plusieurs marqueurs du polynucléaire neutrophile ne sont pas exprimés : la lactoferrine, 

la protéine liant la vitamine B12, les défensines et la gélatinase. Les pools intracellulaires de 

réserve en CR3 et en récepteurs pour le fMLP sont absents. L'origine de cette maladie 

congénitale, probablement autosornique récessive, repose sur l'absence de synthèse du contenu 

des granules spécifiques et d'autres marqueurs pendant la différenciation et la maturation des 

polynucléaires neutrophiles dans la moëlle osseuse. 

I V - 6 .  Maladies  i n f l a m m a t o i r e s  n o n - i n f e c t i e u s e s  

Dans ces maladies, les dérivés bactéricides produits par le polynucléaire neutrophile agissent 

sur les tissus de l'hôte et contribuent au développement de la pathologie. Un modèle 

expérimental le plus démonstratif de ce rôle néfaste du polynucléaire neutrophile est le 

phénomène d'Artus dans lequel des phénomènes pathogènes sont induits lors des réactions 

d'hypersensibilité à complexes immuns "locaux" (citons par exemple, des alvéolites 

d'hypersensibilité : maladie du poumon de fermier, maladie des éleveurs d'oiseaux ; ou encore 

des glomérulonéphrites [113], ou des vascularites d'origine médicamenteuse : angéite, 

leucocytoclasique et périartérite noueuse [114]). 

L'implication pathogénique du polynucléaire neutrophile est également particulièrement bien 

documentée dans plusieurs affections pulmonaires, telles que le syndrome de détresse 

respiratoire de l'adulte [115], l'emphysème [Il61 et l'asthme [117]. Les produits toxiques pour 

les tissus libérés par le polynucléaire neutrophile sont issus de l'activation du métabolisme 

oxydatif (radicaux libres) et de l'exocytose des granules spécifiques (élastase, collagénase, 

etc...). 



V .  L E S  M A L A D I E S  P A R O D O N T A L E S  

Les parodontites sont des maladies infectieuses du parodonte, c'est-à-dire de l'ensemble 

des tissus de soutien de la dent, et sont caractérisées par une destruction plus ou moins rapide 

de ces tissus. 

Ces maladies sont initiées et entretenues par une accumulation de bactéries qui constituent la 

plaque dentaire. La nature de la flore bactérienne présente dans la cavité buccale a été 

analysée [118] : on peut ainsi dire qu'il existe une flore compatible avec la santé parodontale 

[119], dont la nature diffère de celle associée à la pathologie. Notons également que la 

constitution qualitative et quantitative de la flore prélevée chez les patients atteints de maladies 

parodontales varie d'un individu à l'autre [118]. De plus, des variations sont observées pour un 

même individu selon le site, et pour un même site selon le stade d'évolution de la pathologie 

[120]. 

Toutefois, l'accumulation de la flore n'est pas la seule raison de déclenchement d'une 

maladie parodontale, puisque 5 à 15% des individus seulement développent ce type de 

pathologies [121 et 1221. 

Ainsi, on peut considérer que les maladies parodontales sont des infections locales bénignes 

(puisqu'elles sont sans conséquences graves pour l'état de santé général des patients) qui ne 

peuvent se développer que chez certains sujets pour lesquels les systèmes de défenses sont ou 

sont devenus diminués, les bactéries de la flore buccale devenant alors agressives pour les 

tissus. 

V - 1 .  Pathogénèse de la  l é s ion in f lammato ire  

Différents stades ont été décrits par Page et Schroeder et sont présentés dans le tableau 3 

V-lla. Santé parodontale 

Elle est associée à un état stable des 4 tissus qui soutiennent la dent : la gencive, le 

cément, l'os alvéolaire et le ligament parodontal. Ces tissus sont attachés sur toute la 

surface de la racine. La figure 6 représente schématiquement la structure des tissus qui 

constituent le parodonte. 



Tableau 3 : Pathogénèse  de la l é s i o n  parodontale  

d'après Page R.C. & Schreoder H.E.,  1976 [123] 

r 

Diagnostic 
clinique 

nature in filtrat 
cellulaire 

évolution des 
atteintes 

tissulaires 

I 

initial 

santé ou 
légère gingivite 

polynucléaires 
neutrophiles 

augmentation de 
la perméabilité 
tissulaire aux 

cellules du sang 

I I  

précoce 

gingivite 
modérée 

PN+ 
lymphocytes T 

destruction des 
fibres de 
collagène 

périvasculaires 

III  

établi 

gingivite 
avancée 

PN+LcT+ 
plasmocytes 

prolifération 
apicale de 

l'épithélium 

IV 

avancé 

parodontite 

PN+LcT+ 
plasmocytes 

destruction du 
tissu osseux et 

formation poche 
parodontale 





La gencive (seul tissu visible) est saine lorsqu'elle présente les caractéristiques suivantes : 

elle est fermement attachée aux structures sous-jacentes, son aspect est rose pâle (piqueté en 

peau d'orange), et elle ne saigne ni au brossage, ni à la mastication, ni à l'introduction d'une 

sonde dans le sillon gingival (Figure 7-A). Du point de vue cytologique, les tissus ne 

présentent pas d'inflammation, mais des infiltrats de polynucléaires neutrophiles et de 

lymphocytes T sont observés. La flore est constituée de cocci et de filaments gram positifs 

aérobis en nombre peu important. Le nettoyage mécanique régulier de la surface des dents 

d'une part, la desquamation et le renouvellement rapide du tissu gingival d'autre part, évitent un 

dépôt bactérien trop important qui pourrait évoluer vers l'accumulation de plaque dentaire et de 

tartre. Enfin, les réactions immunologiques de défense de l'hôte évitent l'invasion des tissus par 

les bactéries. Cette défense est assurée par l'intermédiaire de la salive et du fluide gingival 

qui est exsudé en continu du sillon gingival. Ces fluides renferment les mêmes types de 

substances bactéricides que le sérum (opsonines et immunoglobulines, en particulier des IgA 

sécrétoires, [124]), des lymphocytes et de nombreux polynucléaires neutrophiles attirés par les 

facteurs chimiotactiques libérés par les bactéries [125]. Ainsi, la santé parodontale résulte d'un 

équilibre établi entre la flore bactérienne et les mécanismes de défense de l'hôte. 

V-l/b.  Inflammation gingivale 

Une variation des conditions de l'environnement bucco-dentaire peut faire basculer 

l'équilibre des interactions hôte-bactéries en faveur des bactéries. Soit qu'il se produit une 

accumulation de plaque dentaire et/ou une variation de la composition de la microflore, soit que 

les défenses de l'organisme sont affaiblies. Alors une réaction inflammatoire se développe, avec 

afflux de polynucléaires neutrophiles et destruction concomitante des fibres de collagène 

périvasculaire. La gencive devient rouge, gonflée et saigne lorsqu'on introduit une sonde dans 

le sillon gingival (figure 7-B). Ce processus inflammatoire n'affecte cependant que le parodonte 

superficiel : épithélium gingival et conjonctif. Une telle évolution représente peut-être une 

réponse normale défensive des tissus du parodonte à l'accumulation massive des bactéries 

(plaque dentaire et tartre). 



Figure 7 : Vues frontales  de  parodontes super f i c i e l s  

A : Parodonte sain 

B : Parodonte inflammatoire d '  une gingivite 

C : Parodonte d 'un patient atteint de parodontite à progression rapide 





Les manifestations cliniques de la gingivitz sont des phénomènes épisodiqaes caractérisés 

par des poussées interrompues d'inflammation aiguë, la plupart des lésions étant passagères et 

réversibles ou persistant sans être évolutives [126]. Notons que les gingivites sont des 

affections très répandues. 

Les gingivites n'évoluent pas toutes en parodontites. Toutefois, le passage de lésions 

gingivales à des lésions parodontales peut se produire et se produit dans un certain nombre de 

cas. Mais les gingivites et les parodontites sont des pathologies différentes, associées à des 

espèces bactériennes différentes et les phénomènes responsables de la conversion de la gingivite 

en parodontite sont hélas inconnus. 

V-l/c. Lésions de type parodontal 

La lésion devient de type parodontal lorsque la totalité des tissus parodontaux est atteinte : 

gencive, ligament, os et cément. Ces lésions sont caractérisées par des pertes d'attaches plus 

ou moins importantes, facilement décelables, entre la racine de la dent et la gencive. Il est 

difficile toutefois de détecter et/ou de prévoir les lésions qui sont ou vont devenir actives avec 

une bonne sensibilité et une bonne spécificité. Du point de vue histo-pathologique, le passage 

de la gingivite à la parodontite est une conversion d'une lésion de type III à une lésion de 

type IV selon Page et Schroeder. Bien que les causes de cette conversion ne soient pas 

connues, on peut dire qu'il y a altération de la réponse de l'hôte et/ou colonisation massive des 

tissus par des agents pathogènes. Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer le 

phénomène du développement d'une lésion de type parodontal : i) les bactéries ou des 

substances qu'elles libèrent provoquent la destruction des tissus ; ii) une hyperréactivité du 

système immunitaire peut participer au développement pathologique de la réaction 

inflammatoire ; iii) une déficience des polynucléaires neutrophiles ou de la réponse autologue 

mixte des lymphocytes peut contribuer à la colonisation des tissus par les bactéries. 

Notons également que les transitions d'un type de lésion à l'autre ne se produisent 

généralement pas de façon progressive continue. L'évolution s'effectue par cycles avec des 

périodes de rémission qui peuvent être longues et un retour rapide à la phase active de la 

maladie. De plus, les différents stades de santé et de pathologie peuvent coexister chez un même 

individu et même sur les différentes faces d'une dent. Enfin la susceptibilité individuelle à la 

maladie et au traitement est très variable (pour revue [127]). 



V-2. Etiologie  

Des infections bactériennes de longue durée semblent bien représenter la cause primaire 

des parodontites. Or, environ 300 espèces bactériennes ont pu être identifiées dans la flore 

buccale, et seulement 20% d'entre elles ont pu être associées aux parodontites [128]. Ainsi, il 

ne semble pas que les diverses formes de parodontopathies soient chacune liées à la présence 

d'une bactérie spécifique, mais plutôt à l'action potentialisatrice de plusieurs espèces 

pathogènes [129]. En particulier, certains microorganismes sous-gingivaux sont fréquemment 

retrouvés dans certaines formes de parodontites (Tableau 4). Mais généralement, une 

distribution au hasard de morphotypes variés est observée, suggérant une introduction passive 

ou opportuniste des bactéries [130]. L'étude du statut immunologique des patients montre une 

augmentation du taux d'anticorps dirigés contre plusieurs espèce bactériennes résultant d'une 

activation polyclonale. 

Cette difficulté à établir une relation directe entre une espèce bactérienne et un type de 

pathologie laisse supposer que les agents bactériens ne représentent pas la seule cause de 

développement d'une lésion pathologique. Ainsi d'autres facteurs relatifs à l'hôte peuvent 

participer à l'installation d'une lésion. C'est le cas de variations hormonales et d'anomalies 

fonctionnelles des leucocytes et en particulier des polynucléaires neutrophiles. Cet aspect sera 

développé dans le paragraphe concernant le rôle du polynucléaire neutrophile dans les maladies 

parodontales. 

V - 3 .  Moyens diagnostiques et  traitements 

Les transitions de la santé à la gingivite et à la parodontite sont difficiles à identifier, de 

même qu'il est parfois assez difficile de déterminer si la lésion est en phase active ou en phase 

de rémission. Le clinicien doit évaluer plusieurs paramètres pour déterminer le type de lésion. 

Une description locale de l'état inflammatoire de la gencive comprenant la couleur, le 

gonflement et le saignement, est utile, mais n'est pas spécifique des parodontites, puisque les 

mêmes types de modifications sont observés dans les gingivites. 



parodontite juvénile Actinobacillus actinomycetemcomitans 
Bacteroides gingivalis 
Eikenella corrodens 

parodontite a progression rapide Bacteroides gingivalis 
Bactéries fusifornes 
Spirochètes 

parodontite de l'adulte Actinobacillus actinomycetemcomitans 
Bacteroides gingivalis 
Bacteroides intermedius 

gingivite (parodontite) ulcéro-nécrotique Treponema 
Bacteroides intermedius 
Fusobacterium 
Selenomona 

Tableau 4 : Maladies parodontales e t  bactéries pathogènes as soc iées  

d' après Huynh  C .  e t  al. 1987 [131] 



L'importance de la perte d'attache peut être mesurée sur des radiographies, et 

représente un élément diagnostic indispensable qui caractérise la sévérité de la lésion ; toutefois, 

outre les erreurs d'interprétation possibles [132], les destructions osseuses décelables à la 

radiographie présentent un retard de 4 à 6 mois par rapport aux pertes d'attache mesurées par 

sondage [133]. Le sondage consiste à introduire une sonde dans la poche parodontale et 

permet d'évaluer la profondeur des poches parodontales, le niveau clinique de l'attache et les 

saignements associés. Bien que l'évaluation de ces paramètres soit tout à fait essentielle en 

parodontologie, leur interprétation est délicate et de nombreuses contradictions sont décrites 

dans la littérature [131]. 

Enfin, l'examen microscopique de la plaque prélevée sur la lésion et la mesure 

quantitative du dépôt de plaque (indice de plaque) sont des critères importants pour 

l'évaluation de la maladie. En effet, l'accumulation de plaque dentaire ou de tartre peut être à 

l'origine du développement d'une lésion pathologique. De même, la composition de la flore 

bactérienne évolue parallèlement à la lésion pathologique, et l'examen microscopique, s'il ne 

permet pas de faire d'évaluation quantitative, peut permettre de déceler la présence de certains 

germes pathogènes. 

Par leur nature même, l'évaluation de ces différents paramètres pris chacun séparément est 

peu précise et leur interprétation est sujette à caution. Mais ces paramètres sont les seuls dont 

dispose le clinicien actuellement, et leur utilisation associée reste indispensable. 

La figure 8 présente des radiographies d'un sujet sain et d'un patient. 

Le traitement idéal serait celui qui répondrait aux exigences suivantes : i) induction d'un 

gain d'attache au niveau des sites atteints, ii) arrêt de la progression de la maladie au niveau des 

sites actifs, iii) prévention des épisodes de destruction ultérieurs, iv) non induction d'effets 

délétères au niveau des sites sains. Dans la plupart des cas, le traitement le plus efficace consiste 

sans aucun doute à contrôler la composition de la plaque dentaire et la manifestation du tartre 

déposés sur les dents et dans les poches parodontales. Souvent, en ce qui concerne les formes 

adultes de parodontites, ce contrôle est réalisé avec l'utilisation d'agents antibactériens locaux 

appliqués directement dans les poches parodontales [134, 1351. Pour les parodontites juvéniles 



Fipure 8 : Radiographies  d 'un  parodonte s a i n  ( A )  e t  d ' u n  

parodonte présentant  des  pertes d 'at tache  importantes  ( B )  





et à progression rapide, une antibiothérapie dirigée contre les germes pathogènes 

(Actinobacillus actinomycetemcomitans et Bacteroides gingivalis) est souvent nécessaire, 

l'élimination locale de ces germes n'étant généralement pas complète [136]. Un autre aspect 

pourrait consister à rétablir par l'usage de drogues appropriées les défenses immunologiques de 

l'organisme. 

V - 4 .  Class i f i cat ion  

Une première classification ancienne était basée sur une description des facteurs locaux. 

Mais la compréhension progressive de la pathogénèse de la maladie a permis d'établir un 

classement plus en rapport avec les causes de la maladie, par types de pathologies : 

parodontites chroniques de l'aduite 

parodontites à début précoce : 

parodontites à progression rapide de type A 

parodontites à progression rapide de type B 

parodontites juvéniles 

parodontites juvéniles localisées 

parodontites post juvéniles 

parodon tites prépubertaires 

Le tableau 5 résume les caractéristiques de chacune des pathologies (pour revue, [137]). 

Globalement, on peut distinguer la parodontite chronique de l'adulte des autres formes de 

parodontites ; la première évolue relativement lentement, elle est associée à des dépôts de plaque 

importants sans prédominance d'un germe pathogène particulier, et une diminution éventuelle 

des mécanismes de défense de l'hôte n'est pas observée ; par contre, dans les autres 

pathologies, l'évolution est rapide et sévère, la présence de germes pathogènes est fréquemment 

décelée, et des altérations de caractère héréditaire du système de défense de l'hôte semblent être 

impliquées. 





V I .  R O L E  D U  P O L Y N U C L E A I R E  N E U T R O P H I L E  

D A N S  L E S  M A L A D I E S  P A R O D O N T A L E S  

Si1 n'est généralement pas encore possible de dire avec certitude quelle est la cause du 

développement d'une lésion de type parodontal, une diminution des mécanismes de défense de 

l'organisme apparaît cependant être un facteur déterminant de la rupture de l'équilibre, 

compatible avec la santé parodontale. Parmi les mécanismes de défense de l'organisme, 

plusieurs observations laissent supposer que le rôle du polynucléaire neutrophile est 

déterminant : 

1. les polynucléaires neutrophiles sont présent en nombre élevé dans la cavité buccale 

2. ces polynucléaires neutrophiles buccaux sont fonctionnels 

3. les patients porteurs d'un déficit fonctionnel grave du polynucléaire neutrophile 

présentent des lésions parodontales associées 

4. certaines fonctions du polynucléaire neutrophile sont altérées chez les patients atteints 

de maladies parodontales. 

Reprenons chacune de ces observations et voyons qu'elle approche d'étude nous avons 

choisie. 

V I - 1 .  Présence de polynucléaires  neutrophiles dans la  

cavité buccale 

Quelle que soit la phase clinique de n'importe quel site de la cavité buccale, des infiltrats 

riches en polynucléaires neutrophiles sont observés dans les tissus gingivaux [123]. La 

présence de ces infiltrats peut s'expliquer par l'attraction continue des polynucléaires 

neutrophiles par les substances chirniotactiques libérées directement ou indirectement par les 

bactéries de la plaque dentaire [138]. Ces polynucléaires neutrophiles poursuivent leur 

progression vers la cavité buccale et sont exsudés des tissus dans le fluide gingival, au niveau 

du sillon gingivo-dentaire [125]. De même, de nombreux polynucléaires neutrophiles sont 

également retrouvés dans la salive. Ainsi, des millions de polynucléaires neutrophiles affluent 

régulièrement dans la cavité buccale. Il ne serait donc pas surprenant d'observer qu'une 

diminution de la capacité fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles faciliterait l'invasion des 



tissus par les bactéries de la plaque dentaire. Des prélèvements de salive ou de fluide gingival 

permettent de recueillir un nombre suffisant de polynucléaires neutrophiles buccaux et d'en 

analyser la réponse fonctionnelle. 

V I - 2 .  Réponse fonct ionnel le  des polynucléaires  neutro- 

phi les  buccaux 

Des études préliminaires [125 et 1391 ont montré que les polynucléaires neutrophiles isolés 

de la cavité buccale d'individus en bonne santé sont capables de développer une réponse 

fonctionnelle normale en ce qui concerne l'activation du métabolisme oxydatif, mais légèrement 

diminuée en ce qui concerne la migration chimiotactique et la phagocytose. 

V I - 3 .  Statut parodontal des patients porteurs de déf ic i ts  

fonct ionnels  graves  du polynucléaire neutrophile 

Une prévalence accrue au développement de lésions des tissus gingivaux est observée chez 

des patients qui ont un déficit congénital sévère du polynucléaire neutrophile. C'est le cas pour 

le syndrome de Chédiak-Higashi associé à des inflammations gingivales et à des pertes 

d'attache importantes [140]. Le Lazy leucocyte Syndrome est caractérisé par des stomatites, des 

gingivites et l'apparition d'ulcères récurrents [141 et 1421. La granulomatose septique 

chronique est associée à des infections orale sévères et à des parodontites à progression rapide 

[143]. 

Notons également que les patients qui soufrent de neutropénies congénitales (neutropénies 

cycliques [144]) ou acquises (agranulomatoses médicamenteuses [145]) présentent des 

destmctions sévères des tissus parodontaux. 



V I - 4 .  Altération de certaines fonct ions  des polynucléaires 

neutrophiles dans certaines parodontopathies 

Un défaut de la fonction chirniotactique des polynucléaires neutrophiles a pu être mis en 

évidence chez 75% de patients atteints de parodontites juvéniles localisées [146]. Ce déficit du 

polynucléaire neutrophile est intrinsèque et héréditaire. Le défaut de la migration chirniotactique 

semble être lié à une diminution de la capacité de liaison du fMLP sur la cellule, consécutive à 

une diminution du nombre de récepteurs exprimés [147]. Les fonctions de phagocytose et de 

bactéricidie sont également altérées dans les parodontites juvéniles [148 et 1491. 

Une diminution de la réponse chimiotactique des polynucléaires neutrophiles est également 

observée dans certains cas de parodontite à progression rapide [150], et de parodontite pré- 

pubertaire [151]. Notons enfin que la production de radicaux oxygènes par les polynucléaires 

gingivaux est diminuée chez les patients atteints de parodontites à progression rapide [152]. 
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O b j e c t i f s  d e  n o t r e  t r a v a i l  

Le rôle déterminant du polynucléaire neutrophile dans le maintien de la santé des tissus 

parodontaux est fortement suggéré par diverses observations. Si l'existence d'un déficit du 

polynucléaire neutrophile n'a pas pu être démontrée dans tous les cas de parodontites, par 

contre, lorsque la capacité fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles est altérée, des lésions 

parodontales se développent. Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés à caractériser 

la réponse fonctionnelle du polynucléaire neutrophile dans la pathologie des maladies 

parodontales. 

Dans un premier temps, nous avons étudié les caractéristiques d'une réponse fonctionnelle 

(l'activation du métabolisme oxydatif) des polynucléaires neutrophiles présents dans la cavité 

buccale d'individus sains, à l'état spontané ou en réponse à l'agent stimulant local : la plaque 

dentaire. Puis, conformément aux résultats de la littérature, nous avons confirmé que la réponse 

fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles est altérée chez les patients. 

Nous avons déjà signalé que l'évolution des maladies parodontales s'effectue par paliers 

successifs. Si le développement de lésions pathologiques découle d'un déficit du polynucléaire 

neutrophile, il est possible que ce déficit ne soit décelable que de façon transitoire. C'est 

pourquoi nous avons choisi d'analyser des patients en phase active de la maladie, n'ayant subi 

aucun traitement préalable. D'autre part, sans négliger ou minimiser le désagrément causé par la 

perte des dents, les maladies parodontales ne mettent pas en jeu la vie des patients atteints. 

Aussi, le déficit du polynucléaire neutrophile impliqué dans ces pathologies ne touche 

probablement pas une fonction cellulaire majeure, mais on peut imaginer qu'il affecte, par 

exemple, les processus de transduction du signal d'activation. 

Dans le but de caractériser le déficit des polynucléaires neutrophiles des patients, nous avons 

étudié la capacité de marquage métabolique des polynucléaires neutrophiles de témoins et de 

patients, et nous avons analysé les profils électrophorètiques des produits du marquage 

métabolique. Nous avons alors mis en évidence un défaut de synthèse d'un polypeptide de 

46 kDa chez les neutrophiles des patients. 

Enfin, nous avons essayé de caractériser ce polypeptide 46 kDa. 



R E S U L T A T S  
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R E S U L T A T S  

1. R E P O N S E  F O N C T I O N N E L L E  D U  P O L Y N U C L E A I R E  

N E U T R O P H I L E  D A N S  L A  C A V I T E  B U C C A L E  

1-l/a. Principe 

La chimioluminescence représente la lumière émise par les dérivés actifs de l'oxygène 

produits lors de l'"explosion respiratoire" des polynucléaires neutrophiles stimulés. La quantité 

de chimioluminescence émise étant relativement faible et difficile à mesurer directement, une 

substance chimique non toxique est ajoutée dans le milieu d'incubation pour amplifier le signal 

de chimioluminescence. Nous avons utilisé le luminoi (5-amino-2,3-dihydro-1,4- 

phthalazinedione), parce que cette molécule semble être l'une des plus représentatives pour 

amplifier les signaux émis par la totalité des dérivés actifs de l'oxygène. En effet, le luminol 

peut être oxydé aussi bien par H 2 0 2  que par OH. ou 02- .  La réaction d'oxydation par H z 0 2  est 

la suivante : 

Ki:: 2  H 2 0  
e" O -  + N ~  + l m a x  pho ton  4 3 0 n m  

H 2 N  O  H 2 N  O H2N O 

L U M l N O L  A M I N O P H T H A L I C  

A C  I D  

Ainsi, si la concentration de luminol est constante et en excès, la quantité de lumière émise est 

proportionnelle à la quantité de H2@ présente dans le milieu. 

1-l/b. Définition des conditions de mesure : 

Le luminomètre que nous avons utilisé mesure la quantité de lumière émise à 425 nm. Nous 

avons choisi le mode de mesure en intégration sur 30 secondes, pour lequel l'appareil 

calcule l'intégrale de la somme des coups émis pendant 30 secondes, à partir du début de la 

mesure. Le résultat est exprimé en coups par minutes (cpm). 



La cinétique de production de chimioluminescence en absence de stimulus (figure 9-A) 

montre qu'il existe un taux basal d'émission de chirnioluminescence, légèrement supérieur au 

bruit de fond de l'appareil, qui varie peu au cours du temps. Par contre, la cinétique en présence 

de l'activateur PMA montre une augmentation rapide de l'émission de chimiolurninescence avec 

un pic précoce à 5 minutes suivi d'un plateau stable pendant 30 minutes et d'une décroissance 

lente et progressive. Ainsi, lorsque la mesure est effectuée après 15 minutes 

d ' incubat ion ,  les cellules sont proches de l'état maximum d'émission de 

chirnioluminescence. 

De plus, dans ces conditions de mesure, l'émission de chirnioluminescence est 

proportionnelle au nombre de cellules présentes dans le tube (figure 9-B). Nous avons retenu le 

nombre de 150 000 polynucléaires neutrophilesltest qui correspond à une concentration initiale 

de la suspension cellulaire égale à 1,s x 106 cellules/ml. Ainsi, la chimioluminescence 

émise est suffisamment élevée pour un nombre de cellules relativement faible. 

Notons également que l'émission de chimioluminescence varie en fonction de la 

concentration en activateur. En présence de concentrations croissantes de PMA, l'émission de 

chirnioluminescence augmente régulièrement (figure 9-C). Par contre, en présence de 

concentrations croissantes de fMLP, l'émission de chimioluminescence augmente 

progressivement jusqu'à un plateau pour la concentration de 10 PM (figure 9-D). La forme 

différente des courbes dose-réponse traduit probablement un processus d'activation différent 

pour les deux activateurs, le fMLP faisant intervenir des récepteurs membranaires spécifiques et 

saturables. 

Rappelons enfin que l'émission de chimiolurninescence est fonction de la température. 

En résumé, la mesure est effectuée à la température stabilisée à 37OC, après une incubation de 

15 minutes à 37OC des cellules avec l'activateur et le luminol. Dans ces conditions, la 

chimioluminescence mesurée est proportionnelle au nombre de cellules et au taux d'activation 

de ces cellules. 



ure 9 : Caractéristiques de la  chimioluminescence  émise  

par l e s  polynucléaires  neutrophiles  sanguins  

Figure 9-A : cinétique 

Figure 9-B : augmentation de l'émission de chimioluminescence induite par le 

PMA en fonction du nombre de polynucléaires neutrophiles 

Figure 9-C et 9-D : courbes dose-réponse du fMLP et du PMA 
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1-2.  Sous-populations des polynucléaires  neutrophiles 

buccaux 

Deux populations différentes de polynucléaires neutrophiles ont été recueillies par deux 

techniques différentes. La première consiste à rincer le sillon gingivo-dentaire par une goutte de 

tampon phosphate (pH 7 3 )  à l'aide d'une seringue Hamilton@ et de réaspirer cette goutte 

enrichie en fluide gingival et en polynucléaires neutrophiles créviculaires. Les cellules 

ainsi recueillies viennent tout juste d'être exudées des tissus gingivaux [Charon et al. 19821. La 

deuxième méthode consiste à demander au donneur de se rincer la bouche avec du tampon 

phosphate. La solution recueillie est riche en salive, en cellules épithéliales et en 

polynucléaires neutrophiles salivaires. Les cellules recueillies par cette deuxième 

technique ont déjà séjourné plus ou moins longtemps dans la cavité buccale, et leur état de 

maturité est généralement plus avancé que celui des polynucléaires neutrophiles créviculaires. 

Pour chacune de ces deux populations de polynucléaires neutrophiles buccaux, nous avons 

mesuré le taux de base d'émission de chimioluminescence d'une part, et d'autre part le taux 

émis en réponse à divers activateurs (tableau 6). 

1-2la. Taux basal 

Les deux populations de polynucléaires neutrophiles buccaux ont un taux basal d'émission 

de chirniolurninescence beaucoup plus élevé que celui des polynucléaires neutrophiles sanguins 

(tableau a. Ainsi, si l'on admet que le taux basal d'émission de chimioluminescence traduit 

l'état d'activation de la cellule, les polynucléaires neutrophiles buccaux sont activés par rapport 

aux polynucléaires neutrophiles sanguins. Les méthodes de préparation des polynucléaires 

neutrophiles buccaux sont bien moins longues et bien plus douces que la méthode de 

préparation des polynucléaires neutrophiles sanguins. Il est donc peu probable que la différence 

d'état d'activation soit dû à la méthode de préparation. Par contre, les polynucléaires 

neutrophiles buccaux ont quitté la circulation sanguine et ont migré vers les tissus gingivaux en 

réponse à des facteurs chirniotactiques. Ainsi, la migration chimiotactique à travers les tissus se 

traduirait par une activation de la cellule, qui persiste et qui est décelable par la mesure de la 

c himiolurninescence. 



neutrophiles neutrophiles neutrophiles 

sanguins créviculaires salivaires 

tampon 

PMA 31 111 f 5 529 29 176k1469 30168f3012 

zymosan opsonisé 133 729 f 10 050 54 625 + 3 165 66546f7 114 

Tableau 6 : Chimioluminescence émise  par l e s  sous-populat ions  de 

polynucléaires  neutrophiles  buccaux 

Les résultats sont exprimés en cpm et représentent la moyenne f l'écart type des différentes 

mesures effectuées pour une expérience type. 



1-2/b. Capacité de réponse à des activateurs 

Les polynucléaires neutrophiles buccaux répondent de façon analogue aux polynucléaires 

neutrophiles sanguins à une stimulation par le PMA (tableau 6). Par contre, leur capacité de 

réponse au zymosan opsonisé est diminuée de moitié par rapport aux polynucléaires 

neutrophiles sanguins (tableau 6). Deux critères peuvent différencier le zymosan opsonisé du 

PMA : non seulement le zymosan est un activateur particulaire qui déclenche le processus de 

phagocytose, mais encore, il déclenche le processus d'activation cellulaire via des récepteurs 

membranaires spécifiques. Ainsi, on peut considérer que les polynucléaires neutrophiles 

buccaux présentent soit un défaut de la phagocytose, soit un déficit des processus de 

transmission membranaire du signal. 

1-3. Effe t  de la  plaque dentaire sur l ' émiss ion  de 

chimioluminescence par l e s  polynucléaires  neutrophiles 

du sang circulant 

1-3/a. Effet de la plaque dentaire sur les polynucléaires neutrophiles sanguins 

La plaque dentaire est prélevée sur les dents d'un sujet n'ayant pas subi de traitement 

parodontal et présentant une banale gingivite en relation avec des accumulations de plaque 

dentaire. Elle est maintenue à 4OC, et après détermination de sa concentration en protéines, elle 

est remise en suspension dans du tampon. 

La plaque dentaire se comporte comme un véritable activateur des polynucléaires 

neutrophiles sanguins, et induit une augmentation de l'émission de chimioluminescence. Cette 

augmentation est progressive pendant 30 minutes (fiyure 10-A). De plus, l'effet de la plaque 

dentaire est dose-dépendant avec un maximum pour la concentration de 80 pg protéineslm1 

(figure 10-B). 



Fiyure 10 : Induction par la  plaque dentaire de  l ' é m i s s i o n  

de chimioluminescence  des  polynucléaires  neutrophiles  

sanguins  

Figure 10-A : cinétique 

Figure 10-B : courbe dose-réponse 
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1-3/b. Influence de divers traitements de la plaque dentaire (tableau 7) 

Des traitements physiques forts tels que le chauffage (15 minutes à 60 OC), la sonication (20 

secondes à 20 kHz) et des traitements par un acide (TCA 25 9%) ou une base (NaOH IN) 

concentrés diminuent fortement la capacité activatrice de la plaque dentaire (plus de 80% 

d'inhibition). De tels traitements tuent les bactéries de la plaque et provoquent une dénaturation 

de leurs constituants moléculaires. 

Par contre, l'irradiation (1 100 radslminute pendant 15 minutes) affecte peu la capacité 

activatrice de la plaque (inhibition 19%), probablement parce qu'un tel traitement tue les 

bactéries mais ne modifie presque pas la nature de leurs constituants. 

Ainsi, l'activation des polynucléaires neutrophiles semble dépendre essentiellement de 

l'intégrité des constituants de la plaque dentaire, plus que de la survie des bactéries. 

1-3/c. Effet de la cytochalasine B (tableau 8) 

La cytochalasine B est une substance d'origine fongique qui affecte l'assemblage des 

microfilaments d'actine, gênant ainsi les processus cellulaires liés à la phagocytose. Lorsque 

cette substance est ajoutée au milieu d'incubation (10 pglml), elle diminue fortement (85 à 90%) 

l'effet inducteur de la plaque dentaire. Cette observation laisse supposer que l'effet inducteur de 

la plaque dentaire passe en grande partie par une induction de la phagocytose. 



traitement CL avant CL après % d'inhibition 

Chauffage 251 986 I 65 961 5 2 9 9 1 f 8  207 79 % 

Sonication 287 552 f 16 012 41 252 f 8 207 85,6 % 

TCA 471 446 f 83 625 71 797 f 19 118 84,8 % 

NaOH 370116f46312 146836f15344 60,3 % 

Irradiation 406 277 f 41 946 329 181 11 38 216 19 9% 

Tableau 7 : Inhibi t ion  par d i f férents  traitements de l ' e f f e t  de la  

plaque dentaire sur  l ' é m i s s i o n  de chimioluminescence  par les  

po lynucléa ires  neutrophi les  sanguins  

CL sans Cyt.B C L  avec Cyt.B % d'inhibition 

PMA 136238I7237 72641f2413  47 % 

zymosan opsonisé 367 005 f 43 326 165716f49724 54 % 

plaque dentaire 150 730 + 17 345 12549I3994 90 % 

Tableau 8 : Inhibi t ion  par la  cy tocha las ine  B de l ' e f f e t  de l a  plaque 

dentaire s u r  l ' é m i s s i o n  de chimioluminescence  par l e s  

po lynucléa ires  neutrophi les  sanguins  

Les résultats sont exprimés en cpm et représentent la moyenne f l'écart type des différentes 

mesures éffectuées pour une expérience type. 



1-4 .  Effe t  de la  plaque dentaire sur l ' émiss ion  de 

chimioluminescence par l e s  polynucléaires  neutrophiles 

buccaux 

In vivo, la plaque dentaire agit sur les polynucléaires neutrophiles présents dans la cavité 

buccale. Nous avons donc mesuré l'émission de chimioluminescence par les deux sous- 

populations de polynucléaires neutrophiles buccaux induite par la plaque dentaire. 

L'effet de la plaque dentaire n'est pas identique pour les deux sous-populations de 

polynucléaires neutrophiles buccaux : elle active légèrement les polynucléaires neutrophiles 

créviculaires, mais elle n'active plus les polynucléaires neutrophiles salivaires (tableau 9). Ces 

observations ne dépendent ni du temps d'incubation (figure Il), ni de la dose de plaque 

dentaire (figure 11). 

Ainsi, bien que les polynucléaires neutrophiles buccaux soient encore fonctionnels et 

capables de répondre à une stimulation, ils ne sont peu ou plus capables de répondre à une 

stimulation par la plaque dentaire. Ce phénomène peut s'expliquer par le fait qu'ils ont déjà été 

stimulés une première fois par les facteurs de la plaque dentaire (soit au cours de leur migration 

chimiotactique dans les tissus, soit au cours de leur séjour dans la cavité buccale), et ils ne sont 

pas capables de répondre à ces facteurs lors d'une deuxième stimulation. 

- -- - -- 

neutrophiles neutrophiles neutrophiles 

sanguins créviculaires salivaires 

tampon 385 f 60 8 666 f 654 7 620 I 1 024 
- - --- 

plaque dentaire 29 857 f 3 095 25 849 f 3 220 5 413 I945 

Tableau 9 : Chimioluminescence émise  par l e s  sous -popula t ions  de 

polynucléaires  neutrophiles buccaux en réponse à la  plaque dentaire 

Les résultats sont exprimés en cpm et représentent la moyenne +, l'écart type des différentes 

mesures effectuées pour une expérience type. 



u r e l l  : Cinétique d' induct ion par la plaque dentaire de 

l ' é m i s s i o n  de chimioluminescence  des  polynucléaires  

neutrophiles  buccaux 

Figure 1 1-A : polynucléaires neutrophiles sanguins 

Figure 1 1 -B : polynucléaires neutrophiles créviculaires 

Figure 1 1-C : polynucléaires neutrophiles salivaires 
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II .  REPONSE FONCTIONNELLE DES POLYNUCLEAIRES 

NEUTROPHILES D ' U N  PATIENT ATTEINT DE 

GRANULOMATOSE SEPTIQUE CHRONIQUE 

La graulomatose septique chronique est une maladie relativement rare (111 000 000') mais 

elle découle d'un*déficit congénital sévère du polynucléaire neutrophile. Chez ces patients, un 

des constituants de la NADPH-oxydase n'est pas synthétisé normalement et la NADPH- 

oxydase n'est pas fonctionnelle. Ce déficit est décelé par l'absence de synthèse de radicaux 

oxygènes ppar les polynucléaires neutrophiles de ces patients. Cette pathologie constitue un bon 

modèle de l'étude de l'implication des métabolites de l'oxygène en relation avec l'état clinique 

du parodonte. 

11-1.  Données  c l in iques  

Le patient est un garçon de 19 ans, issu d'une famille pour laquelle le diagnostic de 

granulose septique familiale a été établi. Souffrant dès sa jeune enfance de troubles infectieux 

sévères, particulièrement cutanés, le patient a reçu dès l'age de 3 ans et demi jusqu'à ce jour du 

B actrirn@. 

L'examen parodontal révèle une inflammation gingivale importante, ainsi qu'une sensibilité à 

la douleur et des saignements (figure 12). Le bilan radiologique montre qu'il n'y a pas de perte 

d'attache cliniquement décelable. 

11-2.  Chimio luminescence  des po lynuc l éa i re s  neutrophi les  

Le tableau 10 montre clairement que les polynucléaires neutrophiles sanguins et salivaires du 

patient ne sont pas capables de répondre à une stimulation par le PMA, le zymosan ou la plaque 

dentaire. 



re 1 2  : Statut parodontal d ' u n  patient atteint de 

granulomatose septique chronique 

Figure 12-A : Vue frontale du parodonte superficiel montrant l'état 

inflammatoire hyperplasique et les accumdations de plaque gingivale. 

Figure 12-B : Radiographies montrant l'intégrité des structures parociontales 

profondes. 





A-Polynucléaires neutrophiles sanguins 

Patient Témoin 

tampon 

P M A  

zymosan opsonisé 

plaque dentaire 
-- 

B-Polynucléaires neutrophiles salivaires 

Patient Témoin 

tampon 

P M A  

zymosan opsonisé 

plaque dentaire 

Tableau 10 : Chimio luminescence  des  po lynuciea ires  neutrophi les  

d' un patient atteint de granulomatose  s e p t i q u e  chronique  

Les résultats sont exprimés en cpm et représentent la moyenne f l'écart type des différentes 

mesures effectuées pour une expérience. 



III .  REPONSE FONCTIONNELLE DES POLYNUCLEAIRES 

NEUTROPHILES DE PATIENTS ATTEINTS DE 

MALADIES PARODONTALES 

I I I - 1 . T e s t s  f onc t ionne l s  

III-l/a. Chimiotactisme 

Le tableau 11 présente les résultats obtenus pour une expérience type. La réponse 

chimiotactique au fMLP des polynucléaires neutrophiles sanguins des patients apparaît souvent 

diminuée par rapport à la réponse des polynucléaires neutrophiles des témoins (4 cas/6). Cette 

diminution est plus ou moins importante et varie d'un patient à un autre. Toutefois, 

globalement, ce résultat est conforme à ceux décrits dans la littérature. 

III-l/b. Chimioluminescence 

En ce qui concerne l'émission de chimioluminescence,l'interprétation est beaucoup plus 

sujette à caution. En effet, des différences sont observées dans la capacité de réponse à 

différents stimuli, avec des fluctuations importantes d'un sujet à un autre et d'un stimulus à un 

autre. Il apparaît donc délicat de se prononcer sur l'existence de différences spécifiques et 

significatives. 

Ainsi, nous voyons que les résultats obtenus sont disparates en fonction du type de réponse 

fonctionnelle testé, reflétant assez bien les observations contradictoires décrites dans la 

littérature par les différentes équipes. Cette disparité et l'abondance des études déjà publiées 

nous ont amené à aborder le problème suivant une approche plus biochimique, et à analyser les 

profils électrophorétiques des constituants protéiques du polynucléaire neutrophile. 



Patient témoin 

Tampon 21,75 +_ 0,96 21,OO + 0,82 

Tableau 1 1  : Réponse  ch imiotact ique  des  po lynucléa ires  

neutrophi les  sangu ins  d ' u n  pat ient  atteint de maladie parodontale 

Le résultat est exprimé en nombre moyen de polynucléaires neutrophiles par champs f 

l'écart type 



III-? .  Analyse électrophorétique des extraits  ce l lulaires  

totaux 

Afin de mettre en évience d'éventuelles différences d'expression de protéines, nous avons 

comparé les profils protéiques totaux des polynucléaires neutrophiles de patients avec ceux des 

témoins. L'existence d'un éventuel déficit congénital des polynucléaires neutrophiles des 

patients atteints de maladies parodontales n'étant pas à exclure. 

Les cellules sanguines fraichement isolées sont lysées et sont impérativement maintenues à 

4OC pendant toute la procédure de lyse. Une incubation de 10 minutes en présence du détergent 

Nonidet P-40 dilué à 0,5% et d'un inhibiteur de protéases (PMSF 1 mM) provoque la lyse des 

membranes cellulaires tout en préservant la membrane nucléaire. Les noyaux sont sédimentés 

par une cenmfugation de 10 minutes à 1000 x g, le lysat cytosolique est recueilli et préparé pour 

l'analyse électrophorétique. 

Les profils monodimensionnels des témoins (figure 13, pistes A, B et C) et des patients 

(figure 13, pistes D, E et F) sont similaires. Des variations individuelles sont visibles dans la 

zone des hauts poids moléculaires, mais ne sont pas spécifiques d'un groupe. 

La figure 14 représente un profil bidimensionnel typique des constituants protéiques du 

polynucléaire neutrophile. L'analyse comparée des profils des témoins et des patients permet de 

déceler de nombreuses variations individuelles qualitatives et quantitatives. Mais là encore, ces 

différences ne sont pas représentatives d'un groupe clinique de sujets. 

Cette approche de l'analyse électrophorétique des constituants protéiques totaux des 

polynucléaires neutrophiles ne nous a pas permis de mettre en évidence des différences 

significatives entre les témoins et les patients. Ainsi, dans un deuxième temps, nous avons 

décidé d'appliquer cette approche biochimique à l'analyse de la réponse fonctionnelle. 



ure 1 3  : Profils électrophorétiques monodimensionnels 

d'extraits cellulaires totaux de polynucléaires neutrophiles 

Les pistes A, B et C représentent les profils de trois témoins 

les pistes D, E et F les profils de trois patients atteints de parodontites. 

Les extraits cellulaires totaux correspondant à 15 pg de protéines sont séparéss 

par électrophorèse SDS-PAGE sur un gel d'acrylamide IO%, et colorés par le 

nitrate d'argent. 

Des marqueurs de poids moléculaire sont séparés en parallèle ; leur valeurs de 

poids moldculaire sont indiquées en kDa. 





ure 14 : Profi l  électrophorétique bidimensionnel  

d'extrait  cellulaire total de polynucléaire neutrophile 

L'extrait cellulaire total correspondant à 200 pg de protéine est séparé selon la 

technique d'électrophorèse bidimensionnelle en gradient de pH préformé. La 

première migration selon le gradient de pH est réalisée de la gauche vers la droite 

du gel. La deuxième migration SDS-PAGE est réalisée du haut vers le bas du gel. 

Des marqueurs de poids moléculaire sont séparés en parallèle. Les polypeptides 

sont colorés successivement par le Bleu de Coomassie et par le nitrate d'argent. 
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111-3. Approche biochimique de l a  réponse fonct ionnel le  

des polynucléaires  neutrophiles e n  réponse à différents  

st imuli  : Analyse comparée des polynucléaires  neutro- 

philes des témoins et  des patients 

Nous avons réalisé un marquage métabolique des polynucléaires neutrophiles sanguins 

par la méthionine radiomarquée au soufre [35S]. Les cellules sont incubées à 37°C en 

atmosphère humide + 5% de C02, avec de la [ 3 5 ~ ]  Met, en présence ou en absence de 

stimulus. A la fin de l'incubation, le surnageant de culture est recueilli et les cellules sont lysées 

à 4OC par le Nonidet P-40 dilué à 0,5% en présence de PMSF. Le taux d'incorporation de la 

radioactivité est mesuré par précipitation au TCA d'une fraction aliquote du surnageant et du 

lysat cellulaire. Puis les extraits cellulaires sont préparés pour l'analyse électrophorétique mono 

et bidimensionnelle. 

i " 

III -3 /a .  Taux d ' i n c ~ r p o r a t i o n  de méthionine radiomarquée 

Le taux de marquage augmente progressivement au cours du temps à partir de la deuxième 

heure. Environ 0,2 à 1% de la [35S] Met sont incorporés dans le matériel précipitable par le 

TCA ; la majeure partie (80 à 90%) est retrouvée dans le lysat cellulaire et le reste (20 à 10%) 

dans le surnageant de culture. 

p o l y n u c l é a i r e s  n e u t r o p h i l e s  d ' i n d i v i d u s  t é m o i n s  (tableau12) 

Les valeurs mesurées du taux de marquage de base varient entre 100 000 et un 1 000 000 

cpm incorporés pour 4 heures d'incubation, et entre 400 000 et 1 800 000 cpm incorporés pour 

20 heures d'incubation. Ainsi, des variations importantes sont observées d'un individu à 

l'autre, traduisant probablement l'état métabolique et physiologique de chaque sujet le jour du 

prélèvement. Toutefois, dans la majorité des cas (9 cas11 1), le taux de marquage au bout de 4 

heures est inférieur à 600 000 cpm incorporés, la moyenne étant égale à 286 000. Deux témoins 

présentent cependant un taux beaucoup plus élevé, d'environ 1 000 000 cpm incorporés. 



Tableau 1 2  : Taux individuels  de marquage métabolique des 

polynucléaires  neutrophiles sanguins  de témoins 

A 

B 

Les résultats sont exprimés en cpm x 10-3 incorporés dans le matériel précipitable par le TCA 

correspondant à 5 x 106 polynucléaires neutrophiles. 

A: les moyennes (k les écarts types) sont calculés pour l'ensemble des individus. 

B : les moyennes (f les écarts types) sont calculés pour l'ensemble moins les deux individus 

dont le taux est le plus élevé 

N S  

442 

229 

1105 

114 

205 

144 

153 

3 18 

997 

207 

57 1 

480 

457 

( f 3 5 4 )  

286 

( I159)  

N S  

998 

1820 

883 

465 

1266 

600 

836 

302 

880 

( I454)  

680 

(f 269) 

4 heures 

fMLP 

3 69 

337 

812 

235 

287 

259 

173 

425 

569 

256 

77 1 

55 1 

420 

( I211)  

366 

(f 178) 

% 

-16 

+47 

-26 

+IO6 

+40 

+79 

+13 

+33 

-43 

+23 

+35 

+15 

20 heures 

ZFn- y 

1504 

1630 

1746 

654 

816 

590 

924 

438 

1011 

( I 4 8 6 )  

977  

(+531) 

% 

+50 

-10 

+97 

+40 

-35 

- 1 

+10 

+45 



Nous avons analysé la réponse des polynucléaires neutrophiles à deux agents dans des 

conditions d'incubations différentes. Nous avons choisi de tester l'effet du fMLP parce qu'il 

représente la famille des agents chimiotactiques issus des bactéries. Le fMLP active la cellule 

par l'intermédiaire de récepteurs membranaires spécifiques, dès les premiers instants de 

l'incubation. Le fMLP a donc été testé à la concentration de 10-6 M et au bout de 4 heures 

d'incubation. Par contre, l'Interféron-y est un agent d'activation qui a une cinétique d'action 

plus lente. C'est une molécule synthétisée par le système immunitaire au cours d'une infection. 

Il est probable que cette cytokine soit synthétisée dans le cadre des infections chroniques liées à 

l'accculumation de plaque dentaire dans la pathologie des maladies parociontales. l'Interféron-y 

a été testé à la concentration de 500 Ulm1 pour des temps plus longs d'incubation. 

Globalement, quelles que soint les conditions, ni le fMLP ni l'Interféron y n'induisent une 

augmentation significative (p>0,05 selon le test de Student) du taux de marquage des 

polynucléaires neutrophiles (tableau 12). Mais cette observation peut être nuancée si les taux 

sont analysés individu par individu. Ainsi, le fMLP n'induit une diminution importante du taux 

de marquage que pour les deux individus qui ont un taux de base très élevé (> à 800 000 cpm). 

Si les résultats obtenus pour ces deux sujets sont éliminés de nos calculs de moyenne, le fMLP 

semble augmenter le taux de marquage. 

Les mêmes observations peuvent être décrites pour l'Interféron-y (tableau 12). 



p o l y n u c l é a i r e s  n e u t r o p h i l e s  d e  p a t i e n t s  (tableau 13) 

Le taux d'incorporation de [35S] Met est très variable d'un individu à l'autre, reflétant 

probablement le statut métabolique et physiologique de chaque sujet. Les valeurs sont 

comprises entre 100 000 et 1 200 000 cpm incorporés pendant 4 heures et par 5 x 106 

polynucléaires neutrophiles. 

Toutefois, si l'on considère la moyenne du taux de marquage calculée pour chaque groupe 

de patients (tableau 13), il n'y a pas de différence significative entre le groupe des témoins et le 

groupe des gingivites, alors que le taux de marquage moyen du groupe des parodontites est 

significativement plus élevé. 

Lorsque les cellules sont incubées en présence de 10-6 M de fMLP, les mêmes variabilités 

individuelles sont observées, et le calcul de la moyenne du taux de marquage ne permet pas de 

mettre en évidence une différence entre les cellules non-activées et activées (tableau 13). 

Toutefois, l'analyse individuelle des résultats montre que, lorsque le taux de base est inférieur à 

700 000 (6/14), le fMLP induit toujours une augmentation du taux de marquage ; lorsque le 

taux de base est supérieur à 700 000 (8/14), le fMLP induit une diminution du taux de 

marquage pour 5 patients18 et une augmentation pour 3 patients18 (tableau 13). Ainsi, une 

tendance à l'augmentation du taux de marquage semble également se dessiner pour les patients 

du groupe des parodontites. 



Tableau 13  : Taux individuels  de marquage métabolique des 

polynucléaires  neutrophiles  sanguins  des  patients et  des  témoins 

Les résultats sont exprimés en cpm x 10-3 incorporés par 5 x 106 cellules pendant 4 heures 

d'incubation en présence (A) ou en absence (B) de 10-6 M de W. 

Les moyennes et les écart-types sont calculés pour chaque groupe d'individus. 

La significativité des différences entre les moyennes de deux groupes est déterminée par le 

test de Student. Deux moyennes sont significativement différentes lorsque la valeur p calculée 

est inférieure à 0,05. 

témoins 

N S  

114 

1 44 

153 

205 

207 

229 

318 

442 

480 

57 1 

997 

1105 

983 

457I354 
* 

f M L P  

235 

259 

173 

287 

256 

337 

425 

369 

55 1 

77 1 

569 

8 12 

420I211  

gingivites 

N S  

217 

254 

295 

557 

602 

642 

parodontites 

f M L P  

132 

339 

329 

574 

480 

833 

N S  

189 

288 

304 

385 

566 

67 5 

734 

933 

973 

1023 

1150 

888 

1177 

1296 

755I363 

f M L P  

284 

236 

404 

538 

904 

722 

415 

807 

783 

715 

798 

1307 

1849 

1392 

796I454 427I192 447I241  



III -3 /b .  Analyse électrophorétique des produits de 

marquage métabolique 

Afin d'éliminer la variabilité individuelle du taux de marquage métabolique, l'analyse 

électrophorétique été réalisée sur une quantité fixe de radioactivité incorporée : 20 000 cpm pour 

les gels monodimensionnels et 200 000 cpm pour les gels bidimensionnels. 

Lorsque les polynucléaires neutrophiles sont incubés en absence d'activateur, l'analyse 

électrophorétique monodimensionnelle ne permet pas de différencier les polynucléaires 

neutophiles des patients de ceux des témoins. De même, lorsque les polynucléaires neutrophiles 

sont incubés en présence d'activateurs, aucune différence significative n'est observée entre les 

patients et les témoins. 

Par contre, l'analyse électrophorétique bidimensionnelle des produits de marquage 

métabolique s' est avérée plus intéressante 

La figure 15 représente un profil électrophorétique bidimensionnel total des produits de 

marquage métabolique du polynucléaire neutrophile non-activé. Un grand nombre de 

polypeptides apparaissent radiomarqués. De nombreuses variations inter-individuelles sont 

observées traduisant probablement des variations génétiques. 

Comme le montre la figure 16, plusieurs variations quantitatives du taux de synthhe sont 

induites par le fMLP pour différents polypeptides chez les individus témoins. Notons en 

particulier l'induction de la synthèse d'un polypeptide de 46 kDa. 

Lorsqu'on compare les profils des obtenus pour les différents groupes d'individus, 

plusieurs variations sont observées, mais la plupart ne sont pas spécifiques de l'un des trois 

groupes d'individus. 

Toutefois, l'analyse globale des profils par groupe clinique montre que la majorité des 

patients du groupe des parodontites (9 sur 14) manifestent une capacité diminuée à synthétiser 



un polypeptide de masse rr.oléculaire égale à 46 kDa et de point isoélectrique voisin de 7,4, par 

rapport aux patients du groupe des gingivites et aux témoins (figure 17). De plus, chez tous les 

témoins, ce polypeptide P46 semble être l'un des marqueurs les plus abondants. 

Lorsque les cellules sont incubées en présence de fMLP, plusieurs variations inter- 

individuelles sont observées, comme nous l'avons déjà décrit pour les individus témoins. 

Notons toutefois que la synthèse de ce même polypeptide de 46 kDa est accrue, chez les 

individus témoins d'une part (figure 16), mais aussi chez certains patients. 

Signalons également que deux patients qui présentaient une capacité diminuée de synthèse du 

polypeptide de 46 kDa avant tout traitement ont retrouvé un taux normal de synthèse de ce 

polypeptide, alors qu'ils répondaient favorablement au traitement parodontal. 

L'ensemble de ces observations nous a conduit à nous intéresser plus spécialement à ce 

polypeptide de 46 kDa. 

Notons enfin que l'effet de l'incubation en présence d'Interféron-y a été étudié chez certains 

patients. L'analyse bidimensionnelle des produits du marquage métabolique montre des 

différences significatives entre le profil des polynucléaires neutrophiles non stimulés et stimulés 

par l'Interféron-y (figure 18). Une incubation de 20 heures en présence d'Interféron-y induit la 

synthèse d'un triplet de polypeptides qui ont une masse apparente de 54 kDa ; le polypeptide 

majeur est le plus basique ; les deux autres polypeptides, moins importants, sont légèrement 

plus acides. Ces trois polypeptides ont un point isoélectrique sitée dans une zone de pH allant 

de 6,75 à 7,25. Cette observation a été reproduite pour tous les témoins analysés. Une étude 

cinétique a montré que si le triplet est visible à 20 heures, il n'est pas encore induit à 4 heures 

ou à 6 heurres d'incubation. 



I I I -3 / c .  Analyse électrophorétique des produits de 

traduction i n  vi tro 

La figure 19 présente les modifications induites par l'Interféron-y dans le profil 

électrophorétique bidimensionnel des produits de traduction in vitro . Le polypeptide de 46 kDa 

semble être présent dans le profil des polynucléaires neutrophiles. Par contre, le polypeptide de 

54 kDa est difficile à repérer. 



: Prof i l  é lec trophorét ique  b id imens ionnel  d e s  

produits  de  marquage métabol ique  de  po lynucléa ires  

neutrophi les  s a n g u i n s  d 'un  témoin 

L'extrait cellulaire du marquage métabolique de polynucléaires neutrophiles 

incubés 4 heures en absence d'activateur correspondant à 200 000 cpm est séparé 

selon la technique d'électrophorèse bidimensionnelle en gradient de pH préformé. 

La première migration selon le gradient de pH est réalisée de la gauche vers la 

droite du gel. La deuxième migration SDS-PAGE est réalisée du haut vers le bas du 

gel. Des marqueurs de poids moléculaire sont séparés en parallèle. Des valeurs de 

pH, mesurées dans le gel de première dimension, sont indiquées sur le haut du gel. 

Les polypeptides sont révélés après autoradiographie. 
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e 1 6  : Modifications induites  par l e  fMLP s u r  le  

profil é lectrophorétique bidimensionnel  des produits du 

marquage métabolique de polynucléaires  neutrophiles  

sanguins  d 'un  indiv idu témoin 

Les encadrés représentent une zone agrandie du profil des produits de marquage 

métabolique de polynucléaires neutrophiles incubés 4 heures en l'absence 

d'activateur (A) ou en présence de N L P  1 pM (B). Les flèches indiquent les 

modifications induites par le fMLP. Les conditions de séparation sont identiques à 

celles décrites pour la figure 10. 
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ure 1 7  : Comparaison des prof i l s  électrophorétiques 

bidimensionnels  des  produits du marquage métabolique de 

polynucléaires  neutrophiles de témoins e t  de patients 

Les encadrés représentent une zone agrandie du profil des produits de marquage 

métabolique de polynucléaires neutrophiles incubé 4 heures en l'absence 

d'activateur isolés d'un témoin (A), d'un patient ayant une gingivite (B) et d'un 

patient ayant une parodontite (C). Les flèches indiquent la position du polypeptide 

de 46 kDa. Les conditions de séparation sont identiques A celles décrites pour la 

figure 10. 
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W r e  18 : M o d i f i c a t i o n s  i n d u i t e  p a r  l ' I n t e r f é r o n  y s u r  l e  

p r o f i l  é l e c t r o p h o r é t i q u e  b i d i m e n s i o n n e l  d e s  p r o d u i t s  d u  

m a r q u a g e  mé tabo l ique  d e  p o l y n u c l é a i r e s  n e u t r o p h i l e s  

s a n g u i n s  d ' u n  i n d i v i d u  t é m o i n  

Le gel A représente le profil des produits de marquage métabolique de 

polynucléaires neutrophiles incubés 20 heures en l'absence d'activateur. 

Le gel B représente le profil des produits de marquage métabolique de 

polynucléaires neutrophiles incubés 20 heures en présence d'Interféron-y à 500 

Ulml. La flèche indique la position des polypeptides de 54 kDa dont la synthèse est 

induite par l'Interféron-y. 

ERRATUM : 

valeurs des poids moléculaires : 100 -+ 67 
68 -+ 42 
42 -+ 28 

25 -+ 18 
18 + 15 



(L "i' 
" 1'" 



re 19 : Modifications induites  par l ' Interféron-y  sur  l e  

profil électrophorétique bidimensionnel  des  produits de 

traduction in vitro de polynucléaires  neutrophiles témoins 

Le gel A représente le profil des produits de traduction in vitro de polynucléaires 

neutrophiles incubés 20 heures en l'absence d'activateur. 

Le gel B représente le profil des produits de traduction d'un polynucléaire 

neutrophile incubé 20 heures en présence dlnterféron-y à 500 Ulml. 

La flèche indique la position des polypeptides de 54 kDa dont la synthèse est 

induite par l'Interféron-y. 
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IV.  D E B U T  D E  CARACTERISATION DU POLYPEPTIDE 

P 4 6  

Dans le but de caractériser ce polypeptide de 46 kDa, nous avons entrepris de préparer des 

sondes anticorps polyclonaies dirigées contre ce polypeptide purifié. 

I V - 1 .  Préparat ion de po lypept ide  P46  pur i f i é  

Dans un premier temps, nous avons vérifié que le polypeptide P46 identifié sur les profils 

des produits de marquage métabolique était visible après coloration du gel au bleu de 

Coomassie. Ainsi, une quantité non négligeable de polypeptide P46 a pu être préparée par 

électroélution des spots correspondant au P46 découpés dans des gels d'électrophorèse 

bidimensionnelle d'extraits totaux de PMN témoins. 

La qualité du matétiel électro-élué a été contrôlée par électrophorèse monodimensionnelle 

(Figure 20). 

a 

?I s 

I V - 2 .  Préparat ion  de  sérum polyc lonal  spéc i f ique  du 

po lypept ide  P46  

Une partie du matériel préparé a été utilisée pour immuniser 4 souris en présence de deux 

adjuvants; 1'Adjuvant Complet de Freund (ACF) ou le BCG, avec une première injection par 

voie intradermique suivie de deux rappels par voie sous-cutanée à 3 semaines et à 8 semaines. 

L'apparition d'anticorps dirigées contre la P46 a Cté suivie au cours du temps par la 

technique d'immunoempreinte (Western-blot) avec des extraits cellulaires totaux ou avec le 

matériel préparé par électroélution (Fipre 21). Des anticorps dirigés contre le polypeptide P46 

apparaissent dans le sérum des souris immunisées en présence d'ACF dès 62me semaines après 

la première injection et la 3ème semaines après le premier rappel (Figure 21, piste C). Le sérum 

des souris imrnmunisées parallélement par I'ACF seul ne contient pas d'anticorps dirigés contre 

le polypeptide P46 purifié. Les animaux immunisés par la P46 en présence de BCG n'ont pas 

développé de réponse anticorps contre ce polypeptide. 



ure 2 0  : Profi l  é lectrophorétique monodimensionnel  de 

préparations du polypeptide de 4 6  kDa 

La piste A représente le profil électrophorétique d'un extrait total de 

polynucléaires neutrophiles 

La piste B représente le profil d'une préparation de polypeptide de 46 kDa. 





Jj'i-ure 2 1  : Reconnaissance  par wes tern-b lo t  du 

polypeptide de 4 6  kDa par l e s  sérums de sour i s  

immunisées  

Le polypeptide de 46 kDa a été déposé sur les pistes A, B et C. L'extrait 

cellulaire total de polynucléaire neutrophile a été déposé sur les pistes D, E et F. 

Les pistes A et D sont colorées par le Bleu de Coomassie, les pistes B et E ont été 

révélées par un sérum de souris immunisée avec 1'ACF seul et les pistes C et F par 

le sérum de souris immunisées par le polypeptide de 46 kDa. 





I V - 3 .  Recherche  de l a  loca l i sa t ion  du po lypept ide  P46  

Des expériences de marquage en cytofluorométrie de flux réalisées sur des cellules en 

suspension n'ont pas permis de montrer une augmentation spécifique de la fluorescence dans le 

sérum des souris immunisées avec le P46 purifié. On peut en déduire que l'antigène 

correspondant au P46 n'est pas exprimé sur la membrane de la cellule. 

De plus, des expériences d'immunofluorescence sur des cellules fixées sur lames n'ont pas 

non plus permis de mettre en évidence une fluorescence spécifique en présence du sérum des 

souris immunisées par le P46. Cette observation peut s'expliquer par le fait que la site 

antigènique du P46 n'est pas accessible directement sur les cellules entières. 



D I S C U S S I O N  . 



D I S C U S S I O N  

Au cours de ce travail, nous nous sommes attachés à caractériser la nature de la réponse 

fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles de patients atteints de maladies parodontales. Pour 

cela, nous avons utilisé la technique de la mesure de la chimiolurninescence produite par les 

polynucléaires neutrophiles, et plus particulièrement dans la cavité buccale. Dans un deuxième 

temps, nous avons cherché à caractériser les constituants cellulaires qui interviennent dans le 

déroulement de la réponse fonctionnelle du polynucléaire neutrophile. Pour cela, nous avons 

réalisé un marquage métabolique des cellules et nous avons analysé les profils 

électrophorétiques bidimensionnels des produits du marquage métabolique. 

1. Réponse fonct ionnel le  de polynucléaires neutrophiles 

témoins dans la  cavité buccale 

Nos résultats montrent que la plaque dentaire induit une augmentation de l'émission de 

chimioluminescence par les polynucléaires neutrophiles sanguins d'individus témoins. D'autres 

études ont montré que des bactéries de la plaque dentaire pouvaient induire l'émission de 

chimiolurninescence d'une part [152], mais également la dégranulation [125] des polynucléaires 

neutrophiles. Nous avons également réalisé des expériences en présence de cytochalasine B et 

en vue de la préparation de coupes en microscopie électronique. Ces expériences montrent que 

l'émission de la chirnioluminescence est associée la phagocytose des bactéries de la plaque 

dentaire. De plus, le traitement de cette plaque dentaire par divers agents chimiques ou 

physiques montre que l'intégxité des constituants de la plaque dentaire est nécessaire pour avoir 

une induction maximale de l'émission de la chirniolurninescence. 

Parallèlement à la réponse fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles sanguins, nous 

avons pu étudier la réponse fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles présents dans la cavité 

buccale. Nous avons purifié les polynucléaires neutrophiles créviculaires et des polynucléaires 

neutrophiles salivaires. 

Des expériences de mesure de l'émission de chimioluminescence montrent que ces deux 

populations de polynucléaires neutrophiles présents dans la cavité buccale sont fonctionnelles. 



Ils sont capables d'émettre spontanément de la chirnioluminescence à un niveau beaucoup plus 

élevé que les polynucléaires neutrophiles sanguins, surtout en ce qui concerne les 

polynucléaires neutrophiles salivaires. Cette observation tend prouver que les polynucléaires 

neutrophiles buccaux sont activés. Cela peut s'expliquer par le fait qu'ils ont migré à travers les 

tissus jusqu'à la cavité buccale en réponse à des activateurs, soit issus de la plaque dentaire, soit 

produits par le système immunitaire. Or, il a déjà été montré que la diapédèse est associée à une 

dégranulation des granules de sécrétion. Ce dernier phénomène, associé à des mouvements 

membranaires, s'accompagne d'une activation partielle de la NADPH-oxydase et de la 

production de radicaux oxygène. 

Ainsi, l'émission spontanée de chimioluminescence que nous observons pour les 

polynucléaires neutrophiles buccaux traduit une activation préalable de ces cellules in vivo. Bien 

que ces polynucléaires neutrophiles soient spontanément activés, ils sont encore capables de 

répondre à une stimulation par divers agents, avec une augmentation de l'émission de 

chimioluminescence tout à fait comparable celle produite pour les polynucléaires neutrophiles 

sanguins. 

Toutefois, ces polynucléaires neutrophiles buccaux ne sont plus capables de répondre à une 

stimulation par la plaque dentaire, particulièrement les polynucléaires neutrophiles salivaires. 

Nous venons de signaler que ces polynucléaires neutrophiles buccaux avaient déjà subi une 

activation in vivo, probablement en réponse au stimulus de la plaque dentaire. Des phénomènes 

de déactivation ont déjà été décrits pour les récepteurs au fLMP, en particulier le fLMP est un 

représentant de cette famille de substances libérées par les bactéries qui activent le 

chirniotactisme des polynucléaires neutrophiles. Dans le cas de la plaque dentaire, on peut très 

bien imaginer que le chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles soit déclenché via des 

substances du type du fLMP. Ainsi une déactivation des cellules par de telles substances 

pourrait être envisageable. Parallèlement à l'analyse de la réponse fonctionnelle des 

polynucléaires neutrophiles de témoins, nous avons cherché à analyser la réponse fonctionnelle 

des polynucléaires neutrophiles isolés de patients. 



II.  Réponse fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles 

des patients 

Nos résultats ne montrent pas de différences significatives entre la chirnioluminescence 

émise par les polynucléaires neutrophiles des patients et celle émise par les polynucléaires 

neutrophiles des témoins. Certains auteurs avancent l'hypothèse que la production de radicaux 

oxygène par les polynucléaires neutrophiles pourrait participer à la destruction des tissus 

parodontaux. Nous avons eu l'opportunité de pouvoir étudier un patient atteint de 

granulomatose septique chronique. Dans cette pathologie, la production de radicaux oxygène 

est absente puisque le système de la NADPH oxydase est complètement déficient. Bien que les 

polynucléaires neutrophiles de ce patient ne produisent pas de chirnioluminescence et présentent 

donc une capacité réduite à éliminer les bactéries de la plaque dentaire, il n'a pas été possible 

cliniquement d'observer une atteinte sévère des tissus parodontaux. Cette observation va en 

faveur de l'hypothèse du rôle néfaste des métabolites de l'oxygène et la destruction des tissus 

parodontaux. Toutefois, nous avons montré que les polynucléaires neutrophiles des témoins 

isolés de la cavité buccale ont un taux basal de production de dérivés de l'oxygène élevé. On 

peut donc penser qu'il existe malgré tout un taux de production de radicaux oxygène compatible 

avec la santé parodontale. Ces premières observations montrent combien il est difficile 

d'analyser les déficits de la réponse fonctionnelle des polynucléaires neutrophiles qui sont 

présents dans la pathologie des maladies parodontales. Nous devons rappeler également que s'il 

existe un déficit des polynucléaires neutrophiles dans la pathologie des maladies parodontales, 

ce déficit n'entraîne pas, dans la très grande majorité des cas, de conséquences graves pour 

l'état de santé général des patients. Ceci tendrait A prouver que ce déficit ne touche pas l'une des 

fonctions essentielles du polynucléaire neutrophile. Afin de vérifier si l'expression de certains 

constituants du polynucléaire neutrophile n'était pas modifiée chez les patients atteints de 

maladies parodontales, nous avons analysé les profils électrophorétiques bidimensionnels 

d'extraits cellulaires totaux de cellules isolées de ces patients. 



III. Déf ic i t  constitutif  des polynucléaires  neutrophiles des 

patients atteints de maladies parodontales 

Bien que plusieurs variations inter-individuelles soient observées dans les profils 

électrophorétiques bidimensionnels des extraits cellulaires des polynucléaires neutrophiles, 

nous n'avons pas pu différencier les polynucléaires neutrophiles des patients par rapport à ceux 

des témoins. Ainsi, s'il existe un déficit congénital ou acquis des polynucléaires neutrophiles 

chez les patients, l'analyse électrophorétique d'extraits protéiques totaux n'est pas suffisante 

pour déceler ce déficit. De plus, nous avons travaillé sur des cellules au repos, et il se pourrait 

que ce déficit se manifeste dans les cellules activées. C'est pourquoi nous avons ensuite réalisé 

des marquages métaboliques de cellules isolées de patients et de témoins. 

I V .  Mesure du taux d' incorporat ion de méthionine 

radiomarquée au [ ~ S S ]  

Nos résultats montrent qu'il est possible de mesurer un taux de synthèse protéique de novo 

dans les polynucléaires neutrophiles, aussi bien lorsque les cellules sont quiescentes que 

lorsqu'elles sont stimulées. Cette observation est en accord avec plusieurs études récentes et 

tend à confirmer le rôle d'une synthèse protéique dans le polynucléaire neutrophile dès les 

premiers instants de la réponse fonctionnelle. En effet, une synthèse protéique de novo a été 

mesurée directement dans le cas d'une stimulation par le fMLP [153], l'Interféron-y [154] et le 

GM-CSF [27]. La synthèse d'ARN messager a pu également être mise en évidence in vitro en 

réponse au GM-CSF [155], et in vivo pour des polynucléaires neutrophiles isolés de sites 

inflarnmatoires[l56]. 

Dans les conditions d'incubation que nous avons retenues, la biosynthèse de protéines 

semble débuter rapidement, et elle devient quantifiable dès la deuxième heure. Le groupe des 

individus témoins que nous avons analysés met en évidence une grande variabilité du taux basal 

de marquage lorsque les cellules sont incubées en absence d'activateur. Le taux de marquage 

peut varier entre 100 000 et 1 000 000 cpm incorporés pour 4 heures d'incubation, et entre 

400 000 et 1 800 000 cpm incorporés pour 20 heures d'incubation. Toutefois, dans la majorité 



des cas (9 cas11 1), le taux de marquage au bout de 4 heures est inférieur à 600 000 cpm 

incorporés, la moyenne étant égale à 286 000. Deux témoins présentent cependant un taux 

beaucoup plus élevé, d'environ 1 000 000 de cpm incorporés (tableau 12). Malgré toutes les 

précautions que nous avons prises pour le choix des témoins, il se peut que ces deux sujets 

n'étaient pas de bons témoins, le jour où nous les avons analysés, peut-être en relation avec le 

développement d'une réaction inflammatoire ou la présence d'une infection autre que de type 

parodontale. L'établissement systématique d'une numération-formule pour tous les individus 

analysés permettrait d'éliminer les faux témoins. 

La même variabilité du taux de base du marquage métabolique est retrouvée pour le groupe 

des gingivites et pour le groupe des parodontites. Toutefois, la moyenne calculée pour le 

groupe des parodontites (755 000 + 363 000) est supérieure à celle calculée pour le groupe des 

gingivites (427 000 +- 192 000) qui est elle même supérieure à celle calculée pour le groupe des 

témoins (286 000 + 159 000) (tableau 13). Notons que 10 patients sur 14 atteints de 

parodontites ont un taux de marquage de base supérieur à 500 000 cpm incorporés. Ainsi, si 

l'on admet que le taux de marquage métabolique représente un critère de l'état d'activation de la 

cellule, les polynucléaires neutrophiles des patients semblent être spontanément plus activés que 

les polynucléaires neutrophiles des témoins. 

Nous savons toutefois que la nature des bactéries qui constitutent la plaque dentaire est très 

variable, à la fois au point de vue quantitatif et qualitatif, d'un individu à l'autre et pour un 

même individu au cours du temps et suivant les sites parociontaux observés. Cette variabilité de 

la plaque dentaire peut également expliquer la variabilité observée dans le taux d'incorporation 

de méthionine radiomarquée. L'état d'activation spontanée des polynucléaires neutrophiles des 

patients pourrait être lié au caractère chronique du développement de la lésion parodontale. La 

stimulation prolongée du système immunitaire liée à une accumulation de plaque dentaire 

pourrait déclencher la libération de cytokines activamces du métabolisme des polynucléaires 

neutrophiles circulants. Ainsi, le taux basal de marquage des polynucléaires neutrophiles des 

patients peut être rapproché de l'augmentation tardive du taux de marquage observée pour les 

polynucléaires neutrophiles des témoins en réponse à l'Interféron-y (tableau 12). 

Dans les différents groupes d'individus que nous avons étudiés, nous n'avons pas pu établir 

de corrélation directe entre le taux de marquage de base et l'importance de l'inflammation 



gingivale ou la sévérité de la lésion parodontale. Le nombre d'individus analysés n'est peut-être 

pas suffisant, particulièrement pour le groupe des gingivites, et il serait intéressant d'affiner ces 

résultats en augmentant le nombre d'individus testés. Un autre paramètre intéressant à analyser 

serait l'évaluation de stade actif ou au repos de l'évolution de la lésion parodontale. 

Globalement, le fMLP ne semble pas modifier le taux de marquage de base pour aucun des 

trois groupes d'individus. Mais cette observation peut être nuancée si les taux sont analysés 

individu par individu. Ainsi, pour le groupe des témoins, le fMLP n'induit une diminution 

importante du taux de marquage que pour les deux individus qui ont un taux de base très élevé 

(> à 800 000 cpm). Si les résultats obtenus pour ces deux sujets sont éliminés de nos calculs de 

moyenne, le fMLP semble augmenter le taux de marquage. 

Pour le groupe des patients, lorsque le taux de base est inférieur à 700 000 (6/14), le fMLP 

induit toujours une augmentation du taux de marquage ; lorsque le taux de base est supérieur à 

700 000 (8/14), le fMLP induit une diminution du taux de marquage pour 5 patients18 et une 

augmentation pour 3 patientsI8. Ainsi, une tendance à l'augmentation du taux de marquage 

semble également se dessiner pour les patients du groupe des parodontites. 

V .  Analyse des prof i l s  électrophorétiques bidimensionnels 

L'analyse électrophorétique bidimensionnelle des polypeptides synthétisés de novo met en 

évidence des variations individuelles entre les différents sujets. Ces variations peuvent refléter 

des diffbrences génétiques inter-individuelles spécifiques, ou bien elles peuvent traduire des 

variations mineures de l'état d'activation des cellules au moment du prélèvement. Cependant, 

les profils observés sont globalement reproductifs. 

Tous les sujets du groupe des témoins synthétisent normalement un polypeptide de 46 kDa 

(P46), qui semble être un des composants majeurs de la cellule. Par contre, 9 patients114 

présentent une capacité diminuée à synthétiser ce polypeptide (figure 17). Si l'on essaie de relier 

la capacité de synthèse du polypeptide P46 au taux de marquage de base des cellules, la 

diminution de la capacité de synthèse de P46 semble être plus fréquente chez les patients qui ont 

un taux de marquage de base élevé. De plus, le fMLP induit une augmentation du taux de 

synthèse de P46 pour les polynucléaires neutrophiles témoins (figure 16). Cette observation 



peut indiquer l'implication du polypeptide P46 dans les processus d'activation cellulaire liés au 

fMLP. 

L'Interféron-y ne semble pas modifier le taux de synthèse de P46 des polynucléaires 

neutrophiles des témoins, ni pour des temps courts d'incubation, ni pour des temps plus longs. 

Par contre, il induit la synthèse d'un mplet polypeptidique de 54 kDa dans les polynucléaires 

neutrophiles des témoins pour des temps longs d'incubation (20 heures, figure 18). Notons 

enfin que ce triplet de polypeptides P54 ne semble pas être synthétisé par les polynucléaires 

neutrophiles des patients. 

VI .  Début de caractérisation du polypeptide P46 

Nous avons préparé un sérum polyclonal spécifique du polypeptide P46 purifié par 

électrophorèse bidimensionnelle. Toutefois, ce sérum ne semble pas être mono-spécifique 

puisqu'il réagit avec plusieurs bandes protéiques d'un extrait cellulaire total séparé par 

électrophorèse monodimensionnelle (figure 21). On peut imaginer que le site antigénique du 

P46 reconnu par le sérum est présent sur d'autres polypeptides de la cellule. 

Les expériences de cytofluoroméme de flux indiquent que le polypeptide P46 n'est pas 

exprimé à la surface du polynucléaire neutrophile. L'absence de fixation des anticorps du sérum 

anti-P46 sur des cellules fixées peut s'expliquer par le fait que le site antigénique de P46 

reconnu n'est pas accessible dans la cellule entière. En effet, le mode de purification du 

polypeptide P46 par électrophorèse est réalisé dans des conditions dénaturantes qui modifient la 

conformation des polypeptides. 

Les expériences de purification de 1'ARN total des polynucléaires neutrophiles et de 

traduction in vitro des peptides correspondants n'ont pas donné de résultats suffisamment 

reproductibles. Toutefois, une analyse électrophorétique bidimensionnelle des produits de 

traduction a pu être réalisée à partir de cellules incubées ou non en présence d'Interféron-y 

(figure 19). Sur les profils obtenus, le polypeptide P46 semble pouvoir être identifié, ce qui 

n'est pas le cas pour le polypeptide P54. Notons que le message du polypeptide P46 semble 

être diminué dans le profil correspondant aux cellules incubées en présence d'Interféron-y. 



C o n c l u s i o n  

L'induction de la synthèse du polypeptide P46 par le fMLP pour les polynucléaires 

neutrophiles des témoins et la diminution transitoire de la capacité de synthèse de ce même 

polypeptide P46 pour les polynucléaires neutrophiles des patients, suggèrent qu'il puisse se 

produire une déactivation in vivo spécifique dans les polynucléaires neutrophiles des patients 

atteints de maladie parodontales. Ce polypeptide P46 pourait également s'avérer être un bon 

marqueur des phases actives de ces maladies. 

Le taux élevé de synthèse de novo pour les polynucléaires neutrophiles des patients indique 

que les polynucléaires neutrophiles des patients sont actifs et activés, mais il se produit une 

modification qualitative de leu. capacité de réponse. 

Le poids moléculaire de ce polypeptide P46 est proche du poids moléculaire de la protéine 

activatrice du système de la NADPH-oxydase. Il serait particulièrement intéressant de vérifier 

s'il ne s'agit pas de la même molécule, par l'utilisation d'anticorps monoclonaux dirigés contre 

la protéine activatrice de la NADPH oxydase, ou si le P46 pourrait être un substrat de la 

protéine kinase C. Si tel était le cas, nous aurions un élément explicatif de la diminution de 

production de radicaux oxygène observée chez certains patients. 

Des études récentes ont par ailleurs mis en évidence une molécule associée à la fonction 

chimiotactique des polynucléaires neutrophiles dans les mêmes zones de poids moléculaire. il 

serait donc également intéressant de vérifier si des anticorps monoclonaux dirigés contre cette 

molécule ne reconnaîtraient pas le polypeptide P46. 

Qu'il intervienne dans la réponse chimiotactique des polynucléaires neutrophiles ou dans 

l'activation du métabolisme oxydatif de ces cellules, le polypeptide P46 pourrait être impliqué 

dans les processus de transduction du signal d'activation et sa caractérisation pourrait fournir un 

élément supplémentaire dans la compréhension de ces processus. 





M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  

1.  P o p u l a t i o n  d e s  i n d i v i d u s  a n a l y s é s  

Les patients proviennent de la clientèle privée d'un parodontologue. Ils ont tous été soumis à 

un interrogatoire médical complet, et à un examen clinique et radiologique. Vingt-et-un patients 

ont été étudiés le jour de leur première consultation, avant tout traitement contre l'inflammation 

ginvivale ou la progression de la perte d'attache parodontale. Aucun d'entre eux n'a suivi 

récemment de traitement antibiotique ou anti-inflammatoire. 

La population étudiée se compose de 12 femmes et 8 hommes, agés de 19 à 60 ans. Cet 

échantillon est représentatif de l'ensemble de la clientèle (tableau 14). 

Au point de vue clinique (tableau 14), 13 pateints souffrent de parodontites infectieuses 

sévères (PPR pour la plupart), 2 souffrent de parodontites modérées (PCA à évolution lente) et 

les 6 patients restant développent une inflammaton des tissus gingivaux mais ne présentent que 

peu de perte d'attache (gingivites). 

En parallèle, des individus ne présentant pas de signes cliniques de perte d'attache ont été 

étudiés comme sujets témoins (tableau 14). 

n age index gingival perte d'attache 
- 

témoins 13 29,77 ( 1  4,77) 0,95 ( f  0,41) 3,05 ( f  0,42) 

gingivites 6 41,OO (I 10,52) 2,73 (+ 0,74) 4,12 (f 1,15) 

parodontites 14 42,47 ( 1  10,22) 2,31 (f 120) 52,30 (f 12,3) 

Tableau 14  : Données  c i in iques  des  patients 

Les résultats représentent la moyenne pour chaque groupe clinique (f l'écart type). 

L'index gingival est attribué selon les critères définis par Loe & Silness, 1964 [157] et 

caractérise l'état inflammatoire de la gencive. 

La perte d'attache est mesurée directement sur les radios avec la règle de Schei. 



1 I . P R E P A R A T I O N  D E S  C E L L U L E S  

11-1. Polynucléaires  neutrophiles sanguins 

Les prélèvements de sang veineux sont effectués en présence de calciparine (20 unités 

calciparine/ml sang). Les polynucléaires neutrophiles sont préparés selon la technique décrite 

par B@yum [158], qui permet de séparer les leucocytes polynucléaires des cellules 

mononucléées par centrifugation en gradient de densité discontinu. Le sang dilué au 112 en 

tampon PBS est déposé sur un coussin de Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Suède) (2 volumes de 

sang dilué pour 1 volume de Ficoll), et le tout est cenmfugé à 400 x g pendant 30 min à 18OC. 

Les cellules mononucléées (lymphocytes et monocytes) forment un anneau au-dessus du Ficoli, 

alors que les hématies et les granuleux sont au-dessous dans le fond du tube (firrure 1). Le culot 

d'hématies et de granuleux est dilué dans du plasma (recueilli dans la partie supérieure du tube) 

et dans du dextran 3% (1 vol de culot cellulaire + 1 vol de plasma + 2 vol de dextran). Les 

hématies sédimentent au fond du tube (20 min à 37OC) et le surnageant contenant les cellules 

polynucléées est recueilli. Les hématies restantes sont éliminées par deux chocs hypotoniques, 

et les cellules sont remises en suspension dans le tampon adéquat. 

Le degré de pureté de la préparation est contrôlé sur une lame de cytocenmfugation colorée 

selon May-Grunvald-Giemsa (RAL 555,  Société chimique Pointet Girard, Clichy, France). 

Toutes les préparations renferment moins de 5% de cellules mononucléées ou d'éosinophiles 

contarninants. 

La viabilité des polynucléaires neutrophiles est estimée par le test de coloration au Bleu 

Trypan, et elie est toujours supérieure à 95%. 

11-2. Polynucléaires  neutrophiles créviculaires  

Les polynucléaires neutrophiles créviculaires sont recueillis selon la technique de Skapski & 

Lehner [159], décrite par Charon et al. 11251. Le sillon gingivo-dentaire est rincé 2 ou 3 fois 

par 50 pl de PBS à l'aide d'une seringue ~arnilton@, permettant ainsi de recueillir les 

polynucléaires neutrophiles exudés du tissu gingival. Plusieurs dents sont ainsi traitées, 

permettant le recueil d'environ 1 x 106 polynucléaires neutrophiles. 



11-3. Polynucléa ires  neutrophi les  sal ivaires  

Le recueil des polynucléaires neutrophiles salivaires est effectué selon la technique décrite 

par Charon & coll. [160]. Le donneur se rince la bouche pendant 1 min à l'aide d'une solution 

de 10 ml de PBS. Le produit de rinçage est centrifugé à 500 x g pendant 5 min à 4°C. Les 

cellules ainsi recueillies (polynucléaires neutrophiles et cellules épithéliales) sont remises en 

suspension dans le tampon adéquat. La viabilité est contrôlée par la coloration au bleu Trypan. 

I I I .  R E C U E I L  D E  P L A Q U E  D E N T A I R E  

La plaque supra-gingivale est prélevée à l'aide d'une curette stérile, sur les dents d'un patient 

n'ayant pas subi de traitement parodontd et présentant une bande gingivite en relation avec des 

accumulations de plaque. La plaque fraichement prélevée est maintenue dans la glace jusqu'à 

son utilisation. La concentration protéique est estimée selon la méthode décnte par Bradford 

[161], en utilisant le microdosage Bio-Rad, et la suspension est ajustée à 80 pg de protéineslmi 

de tampon HB S S. 

I V .  A N A L Y S E  F O N C T I O N N E L L E  

IV-1 .  Chimioluminescence 

La technique utilisée pour mesurer la production de chimioluminescence par les 

polynucléaires neutrophiles est tirée de celie décnte par Descamps-Latsha & coll [162]. 100 pl 

d'une suspension de polynucléaires neutrophiles à 1,5 x 106 cellules/ml en HBSS sont placés 

dans une cuve de comptage en présence de 50 pl de luminol dilué à 0,2 mg/ml en HBSS. Les 

cellules sont incubées 15 min dans un bain marie sec à 37OC après avoir ajouté 10 pl de tampon 

HBSS ou d'une solution activatrice: PMA à 100 nglml final, fMLP à 10-6 M final, zymosan 

opsonisé à 1,25 mg/ml final ou plaque dentaire à 80 pg/ml. La lecture est faite au bout des 15 

min d'incubation sur un chimioluminomètre (Nucléotimètre 107, Interbio, Paris) en mode 

intégration sur 30 sec. L'émission de lumière est exprimée en impulsions par minute (cpm). Le 



PMA, le fMLP et le luminol sont obtenus chez Sigma (Saint-Louis, Missouri, U.S.A.) et sont 

conservés à -20°C en solution mère, solubilisés dans du DMSO à des concentrations de 

1 mglml, 10-2 M et 2 mglm1 respectivement. Le zyrnosan opsonisé est préparé par incubation de 

30 min à 37OC de particules de zymosan A (Sigma) dans un sérum humain sain ; il est utilisé à 

la concentration de 1 mg/ml. 

I V - 2 .  Chimiotactisme 

La technique de mesure in vitro du chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles fut décrite 

par Boyden [163]. Nous avons utilisé une micro-méthode [164], avec l'emploi d'une 

microplaque de 48 puits (Neuro Probe, Cabinjohn, Md, USA) dans laquelle les compartiments 

supérieur et inférieur sont séparés par un filtre polycarbonate dont les pores ont 3 pm de 

diamètre (Nucléopore Corp., Pleasanton, USA). Dans ce dispositif, l'agent chimiotactique est 

placé dans le compartiment inférieur et la suspension de polynucléaires neutrophiles (1 x 106 

cellules/ml) dans le compartiment supérieur. L'ensemble est incubé 30 min à 37OC en 

atmosphère humide + 5% C02. Le dispositif est ensuite démonté, le filtre est raclé du côté du 

compartiment supérieur, fixé et coloré par le colorant de Giemsa. 

Le nombre de polynucléaires neutrophiles ayant migré à travers le filtre est déterminé par 

comptage au microscope de 4 champs par puits. 

V .  A N A L Y S E  D E S  P R O T E I N E S  C E L L U L A I R E S  

V - 1 .  Préparation des extraits  ce l lulaires  

Les cellules sont lavées une fois dans le tampon de lyse (10 rnM Tris-HC1 (pH 7,5),5 rnM 

MgC12, 146 mM NaCl et 1 mM PMSF comme inhibiteur de protéases). Puis les polynucléaires 

neutrophiles sont remis en suspension à 20 x 106 cellules/ml dans ce même tampon de lyse et 

sont incubés 10 min à 4°C en présence de 0,5% (plv) de NP-40. Les fragments de membrane 

cytoplasmique et de noyaux sont culotés par cenmfugation à 1000 x g pendant 10 min à 4OC, et 

le surnageant est recueilli et conservé li -20°C. 

La concentration protéique de chaque extrait est estimée selon la méthode décrite par 

Bradford [161], en utilisant le microdosage Bio-Rad. 



V - 2 .  Electrophorèse  monodimensionnelle 

L'électrophorèse en gel de polyacrylamide-SDS (SD S -PAGE) est effectuée dans les 

conditions décrites par Laemmli [165], en utilisant des gels de 1,5 mm d'épaisseur (14 x 16 

cm). L'échantillon à analyser est dilué au 112 dans le tampon échantillon 1 (125 rnM Tris-HC1 

(pH 6,8), 6% SDS, 20% (ph) sucrose, 10% B-mercaptoéthanol, 0,1% (plv) de bleu de 

bromophénol). Les protéines sont concentrées dans un gel de polyacrylamide à 5%, puis elles 

sont séparées dans un gel homogène à 13%. L'acrylamide et la bis-acrylamide proviennent de 

chez Serva (Heidelberg, R.D.A.) et le SDS de chez Sigma (Saint-Louis, Missouri, U.S.A.). 

V - 3 .  Electrophorèse bidimensionnelle 

La technique de séparation des protéines par électrophorèse bidimensionnelle a été décrite par 

O'Farrell [166]. Au cours de la première dimension, les protéines sont séparées en fonction de 

leur point isoélectrique (Pi) dans un gel d'acrylarnide-urée dans lequel un gradient de pH a éeé 

préformé (focalisation isoélectrique ou IEF), puis au cours de la deuxième dimension, elles 

sont séparées en fonction de leur poids moléculaire (PM) dans un gel de polyacrylamide-SDS. 

Nous avons utilisé ici une méthode modifiée décrite par Garrells [167]. Les échantillons à 

analyser sont traités par la RNAse (0,05 mg/ml) et la DNAse (0,l mglml) dans un tampon Tris 

en présence de 0,3% de SDS et 1% de B-mercaptoéthanol, lyophilisés et remis en solution dans 

le tampon échantillon 2 (10 M urée, 4% (p/v) NP-40, 5% Ampholines, 100 rnM D R ) .  La 

focalisation isoélectrique est réalisée dans des tubes capillaires de diamètre 1,3 mm avec un 

gradient d'ampholines 3.5-10 (LKB-Pharmacia, Suède). Le gel de première dimension est 

déposé directement sur le gel de deuxième dimension d'acrylamide 13%. L'urée ultrapure est 

un produit BRL-Gibco (Angleterre). 

V - 4 .  Colorat ion par le  bleu de Coomassie 

Les gels sont colorés pendant 2 h sous agitation dans une solution de bleu brillant de 

Coomassie (0,85% (p/v) de bleu de Coomassie, 45% (v/v) méthanol, 10% (vlv) acide acétique, 



45% (v/v) eau), puis sont décolorés par bains successifs dans une solution 20% méthanol, 8% 

acide acétique. 

V - 5 .  Co lora t ion  par l e  nitrate d 'argent  

Les gels sont colorés par le nitrate d'argent après fixation par la glutaraldéhyde et réduction 

par le dithiothréitol selon la méthode décrite par Momssey [ 1681. 

V I .  E X T R A C T I O N  D E  L ' A R N  T O T A L  D E  L A  

C E L L U L E  

L'ARN cellulaire total est préparé selon la technique décrite par Chirgwin [169].Les 

polynucléaires neutrophiles fraîchement préparés sont centrifugés et remis en suspension dans 

une solution de guanidium (4 M guanidium thiocyanate,l mM EDTA pH 8, 5 rnM acétate de 

sodium pH 5.5,5% 13 mercapto éthanol, 2% sarkosyl). Le lysat obtenu est homogénéisé avec la 

pipette et l'ADN est fragmenté par sonication. Environ 8 ml de lysat contenant l'équivalent de 

100 x 106 cellules sont déposés sur un coussin de 2,5 ml de chlorure de césium (5,82 M 

chlorure de césium, 10 mM EDTA (pH 8), 2,5 mM acétate de sodium (pH 53)) dans un tube 

Beckman polyallomer. Les tubes sont ultracentrifugés à 28 000 tpm pendant 20 hr à 20°C, avec 

un rotor SW 41 dans une ultracenmfugeuse Beckman L8-M. La pastille d'ARN au fond du 

tube est remise en suspension dans 2 x 100 pl d'eau, et 1'ARN est précipité pendant 18 h à 

-20°C en présence de 75% d'éthanol et de 50 mM d'acétate de sodium (pH 53). L'éthanol est 

évaporé par aspiration sous vide et I'ARN est remis en solution dans de l'eau. La concentration 

en ARN est déterminée par lecture de la DO d'une fraction aliquote de la solution à 260 et 

280 nm de longueur d'onde. L'ARN est conservé dans une solution 70% éthanol B -20°C. Le 

guanidium thiocyanate et le chlorure de césium proviennent de chez BRL-Gibco (Angleterre). 



V I I .  P R E P A R A T I O N  D ' E X T R A I T S  R A D I O M A R Q U E S  

VII -  1 .  Marquage métabolique 

Les polynucléaires neutrophiles sont mis en solution à 5 x 106 cellules/ml en tampon MEM 

déplété en Méthionine. Ils sont incubés 4 hr à 37OC avec 150 pCi 1 ml de [35S] Met (Amersham, 

Grande-Bretagne), en présence ou en absence de fMLP à 10-6 M. Le surnageant de culture est 

recueilli et conservé à -20°C. Les cellules sont lysées par incubation 10 min à 4OC dans le 

tampon de lyse en présence de 0,5% (plv) de NP-40. Les fragments membranaires sont culotés 

par centrifugation à 1 000 x g pendant 5 min, le lysat est prélevé et conservé à -20°C. 

Le taux d'incorporation de [35S] Met est mesuré dans le surnageant et dans le lysat sur une 

fraction aliquote par TCA-précipitation des protéines. 10 pl de lysat ou 100 pl de surnageant 

dilués dans 500 pl d'H20 sont pré-incubés 15 min à 37OC en présence de 0,3 N NaOH et de 

0,068% (vlv) d'H202, avant le traitement 30 min à 4OC par 12,5921 (vlv) de TCA. Le matériel 

précipitable est recueilli par filtration sur papier Watman GFIC. Le filtre est lavé par du TCA 

8% puis par de l'eau; il est ensuite déposé dans une fiole de comptage et recouvert par 4 ml 

d'Aqualyte (Becker Chernicals, Holland). La radioactivité retenue sur le filtre est comptée dans 

un compteur B à scintillation liquide LKB. 

VII -2 .  Synthèse  in  vitro de po lypept ides  e n  lysat  de 

ré t i cu locy te  de  lap in  

Le protocole suivi est celui indiqué par le fournisseur (Amersharn, Grande-Bretagne). 2,6 pl 

d'une solution d'ARN à 3 mglrnl sont incubés 2 h à 30°C en présence de 21 pl de lysat de 

réticulocytes de lapin, de 3,72 pi de [35S] Met, de 1,5 pl de mélange d'acides aminés sans Met 

et de 1 pl d'eau. Les produits synthétisés sont conservés à -20°C. 



VII-3 .  Analyse électrophorétique des produits 

r  adi O mar qués 

Pour l'analyse monodimensionnelle, le volume d'échantillon déposé est déterminé pour 

avoir entre 15 000 et 20 000 cpm incorporés/puits. Pour l'analyse bidimensionnelle, il faut 

déposer entre 150 000 à 200 000 cpm incorporéslgel. Le traitement des échantillons est 

identique à celui décrit précédemment. La radioactivité contenue dans les gels est fixée et 

amplifiée dans une solution à 10% (plp) de PPO dans du DMSO, puis les gels sont séchés et 

exposés en autoradiographie à -70°C pendant 2 à 3 semaines en contact avec des films Kodak 

X-Omat AR. 

V I I I .  F R A C T I O N N E M E N T  D E S  P R O T E I N E S  C E L L U -  

L A I R E S  

2 500 x 106 cellules ont été préparées à partir de prélèvements effectués au C.R.T.S. et 

lysées selon le protocole décrit. Le lysat est dialysé et concentré par passage sur membrane de 

Centricon@, puis préparé pour l'électrophorèse bidimensionnelle (traitement à la RNAse et à la 

DNAse, lyophilisation et dissolution dans le tampon échantillon). L'équivalent de 10 à 20 x 106 

cellules est déposé sur un gel de première dimension. Après la migration en gradient de pH 

préformé, le gel est découpé à 4 cm du côté de la soude (zone dans laquelle se situent les 

polypeptides qui nous intéressent), et trois fragments ainsi découpés sont déposés sur le gel de 

deuxi2me dimension. Après migration, les gels sont colorés au bleu de Coomasie . Les spots 

correspondant aux polypeptides qui nous intéressent sont découpés et conservés à -20°C. 

Les polypeptides sont ensuite électroélués des morceaux d'acrylamide par électrophorèse 

inversée : les morceaux de gels d'acrylamide découpés sont placés dans un puits profond formé 

dans un gel support d'acrylamide 13% et sont recouverts de tampon glycérol(62,5 mM Tns- 

HC1 (pH 6,8), 40% (v/v) glycérol et 0,176 (plv) SDS) jusqu'aux 213 du puits, et d'une solution 

2 M NaCl dans le 113 supérieur du puits. L'élution est réalisée sous un voltage constant de 80 V 

pendant 5 h. Les protéines éluées s'accumulent à l'interface entre le tampon glycérol et la 



solution de NaCl. Elles sont recueillies par aspiration douce à l'aide d'une pipette Pasteur, 

dialysées contre de l'eau bi-distillée puis concentrées. 

La qualité du matériel électroélué est côntrolée par électrophorèse monodimensionnelle. 

I X .  P R O D U C T I O N  D E  S E R U M S  P O L Y C L O N A U X  

Une partie du matériel préparé par électroélution a été utilisée pour l'immunisation de 4 

souris en présence de 2 adjuvants, l'adjuvant complet de Freund (ACF) et le BCG, avec 1 

injection principale par voie intra-dermique et 2 rappels par voie sous-cutanée à 3 semaines et à 

8 semaines. L'apparition d'immunoglobulines dirigées contre les peptides injectées a été suivie 

au cours du temps par immunotransfert ou "western-blot" sur le matériel préparé par 

électroélution et sur des extraits cellulaires totaux. 

X .  " W E S T E R N - B L O T "  O U  T R A N S F E R T  E L E C T R O -  

P H O R E T I Q U E  D E  P R O T E I N E S  S U R  U N E  

F E U I L L E  D E  N I T R O C E L L U L O S E  

Le transfert a été réalisé dans les conditions expérimentales décrites par Towbin & coll. 

[170]. Les protéines sont d'abord séparées par éloectrophorèse sur gel d'acrylamide, puis le gel 

est mis en contact avec une feuille de nitrocellulose et l'ensemble est monté en "sandwich" dans 

la cuve de transfert remplie de tampon de transfert (20 mM Tris, 150 mM glycine, 20% (v/v) 

méthanol). L'électrotransfert est réalisé en appliquant un courant de 100 mA pendant 2 h à 

température ambiante. 

Aprés le transfert, la feuille de nitrocellulose est saturée par de la BSA à 5% en solution dans 

le tampon d'incubation (10 mM Tris-HC1 (pH 8), 146 rnM NaCl). Après 3 lavages successifs, 

la nitrocellulose est incubée 2 hr à température ambiante avec les sera des souris dilués au 1/20e 

dans le même tampon d'incubation additionné de 0,596 de NP-40, puis elle est de nouveau 

lavée dans ce même tampon. Ensuite, la nitrocellulose est incubée 2 h en présence d'anti-IgG de 

souris biotinylés (Amersham, Grande-Bretagne) dilués au 1/1000e dans le tampon d'incubation 

sans NP-40, puis 15 min en présence de complexes Streptavidine-peroxydase (Amersham) 



dilués également au l/lOOOe dans le même tmpon. Les complexes immuns ainsi constitués 

sont révélés par un mélange de 0,06% (ph) de 4-Chloro-1-Naphtol et de 0,395 (vlv) d'H202 en 

solution dans un tampon 10 rnM Tris-HCI (pH 7,4), 146 rnM NaCl. 

X I .  I M M U N O F L U O R E S C E N C E  

X I - 1 .  Immunofluorescence sur lame 

Une goutte de suspension cellulaire contenant environ 100 000 polynucléaires neutrophiles 

est déposée sur une lame de microscopie. Les cellules sont fixées dans l'acétone et les lames 

peuvent être conservées à -20°C. Une goutte de sérum de souris dilué au 11208 dans du HBSS 

est déposée sur les cellules fixées sur la lame et la lame est maintenue 1 h à ï? ambiante. Après 

lavage, les cellules sont mises en contact pendant 30 min avec une solution de F(ab')2 d'IgG de 

mouton dirigée contre les IgG de souris et marquée à la fluorescéine. Après lavage les cellules 

sont contre-colorées au Bleu d'Evans. L'observation de la fluorescence s'effectue au 

microscope. 

100 pl de suspension à 10 x 106 cell./rnl HBSS sont incubés 1 h à 4OC en présence du sérum 

de souris dilué au 1/2@. Après lavage, les cellules sont incubées 30 min à 4OC en présence d'un 

fragment F(ab');! d'IgG de mouton dirigé contre les IgG de souris et marqué à la fluorescéine 

(Cooper Biomedical, Malvern, USA). Après lavage, la proportion des cellules fluorescentes est 

déterminée à l'aide d'un cytofluoromètre préalablement calibré (Cytofluorograf 2103 ORTHO 

Instruments, Westwood, USA). Le bruit de fond dû à la fixation non spécifique du composé 

fluorescent est évalué en incubant la suspension cellulaire avec le composé fluorescent seul. 
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