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Essai de conservation des polynucléaires neutrophiles

Résume.

Une conservation adéquate des polynucléaires neutrophiles (PN) permettrait
une étude plus aisée de leur structure et de leurs fonctions, ainsi qu'une
utilisation plus commode de ces cellules comme outil biologique (localisation
des infections profondes, transfusion...).

Malheureusement, aucune solution & ce probléme n'a émergé a I'heure actuelle.
L'analyse de la littérature révele toutefois plusieurs informations cruciales, en
particulier 1'importance du pH du milieu de conservation (proche de 7.4), de la
température de conservation (20-25°C), ainsi que la nécessité d'utiliser certains
additifs (glucose...).

Aprés avoir chpisi une série de paramétres (chimiotactisme, migration
spontanée, réduction du nitrobleu de tétrazolium, phagocytose, adénosine
triphosphate (ATP) intragranulocytaire, pH du milieu de conservation,
libération de lysozyme et de béta-glucuronidase), I'étude expérimentale a
d'abord permis de sélectionner un milieu de conservation synthétique et
injectable, a base de gélatine et d'électrolytes, le PlasmionR.

Nous avons ensuite étudié l'influence de plusieurs additifs ou conditions de
conservation sur les fonctions du PN.

L'apport de bicarbonate de sodium, de glucose, d'ATP, des vitamines C et E,
d'amikacine et d'ampicilline, l'obscurité et l'absence d'agitation sont des
facteurs favorables a la conservation des PN,

L'apport journalier de bicarbonate de sodium est un facteur décisif pour des
conservations dépassant 48 h, surtout pour le maintien du chimiotactisme, la
fonction du PN la plus précocement altérée.

Nous avons également étudié l'influence des autres additifs de conservation, de
la 3',5' guanine monophosphate cyclique (GMPc) et de 'acétylcholine sur le

maintien du chimiotactisme.



Une analyse structurelle de la membrane du PN (par électrophorése en gel de
polyacrylamide des protéines) et des PN entiers (protéines), par
chromatographie liquide & haute performance, a aussi été entreprise dans le
cadre de cette étude.

Finalement, nous avons tenté d'adapter les conclusions de notre étude
expérimentale a la conservation des PN dans des poches transfusionnelles,
obtenues selon une technique de centrifugation en flux continu.

L'apport journalier de tous les additifs utiles permet une conservation
relativement satisfaisante durant quatre jours, bien que le maintien du

chimiotactisme demeure insuffisant dans ces conditions.
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1.1.1.a granulopoiése.

1.1.1.Structure et fonctions de la moelle

osseuse hématopoiétique.

La moelle osseuse hématopoiétique, source des cellules sanguines est un

organe de taille importante (proche de celle du foie) mais qui est dispersé dans
plusieurs os (1).

Structurellement, la moelle osseuse peut étre subdivisée en deux
compartiments: un secteur extravasculaire qui est le siége de 1'hématopoiese et -
un secteur vasculaire constitué principalement de sinus (1).

L'hématopoiése, le processus de formation des cellules sanguines, commence
au niveau extra-embryonnaire (ilots de Wolff et Pander, situés dans le
placenta) au cours de la 3éme ou 4éme semaine de gestation, avec la
différenciation ~de cellules mésoblastiques en cellules souches
hématopoiétiques (2). Ces cellules donneront naissance aux érythroblastes, les
précurseurs des globules rouges. L'activité hématopoiétique placentaire décline
rapidement, pour devenir négligeable au milieu du troisiéme mois de gestation
A3).

Ce déclin s'accompagne d'une nette croissance de 1'hématopoiése hépatique (3).
A la différence de I'hématopoiése placentaire, la phase hépatique est
caractérisée par la génération de toutes les cellules sanguines : les érythrocytes
(érythropoiése), les leucocytes (leucopoiése) et les thrombocytes
(thrombocytopoiése) (1,2).

L'activité hématopoiétique durant la phase hépatique est majorée par les
contributions de la rate et de la moelle osseuse, qui produisent toutes les
cellules sanguines, bien que la rate soit plus volontiers productrice de
lymphocytes (lymphocytopoiese) (1,4). La contribution de la rate est courte,

du troisiéme au sixiéme mois de la gestation (1).



La moelle osseuse commence a produire des cellules sanguines a partir du
5éme mois de la gestation et son activitt hématopoiétique va croitre
continuellement par la suite, pour atteindre un maximum a la naissance (4).
Elle devient alors le siége quasi exclusif de 1'hématopoiése et de la production
de cellules souches hématopoiétiques, durant toute la vie (a I'état normal) (4).
La seule contribution hématopoiétique extérieure provient alors du tissu
lymphoide, qui assure une production de lymphocytes et de plasmocytes tout
au cours de la vie (3). A la naissance, les phases hépatiques et spléniques sont
pratiquement négligeables, mais maintiennent leur capacité potentielle

d'hématopoiese (1,2,4).

1.1.2.Les cellules-souches hématopoiétiques
et leur différenciation.

Nous nous limiterons ici essentiellement a la granulopoiése.

Toutes les cellules médullaires, soit les séries érythrocytaires, granulo-
monocytaires, lymphocytaires et mégacaryocytaires, proviennent d'une
population cellulaire: les cellules souches totipotentes (fotipotent stem cells),
qui vont se différencier en cellules souches pluripotentes (pluripotent stem
cells ou PSC) (4-7).

Non reconnaissables morphologiquement, les PSC ont été reconnues
fonctionnellement par Till et Mac Cullock comme CFU-S (colony-forming
unit, spleen) (3-7). Les PSC sont capables d'autorenouvellement, de
prolifération et de différenciation (3,5,6). Sous l'influence de facteurs
humoraux et facteurs de microenvironnement, les PSC se différentient en 2
types de comitted stem cells (CSC) ou cellules souches engagées dans une voie
de différenciation: les CFU-GEMM (colony-forming unit-granulocyte,
erythrocyte, macrophage and megacaryocyte) et les cellules-souches
lymphoides (CFU-L) (4-7). Ces 2 types cellulaires ne sont pas reconnaissables

morphologiquement  (5-7). En ce qui concerne les facteurs de



microenvironnement, il faut noter que les hormones stimulatrices de type CSF
(colony stimulating factor) , indépendamment de leur action générale liée a
leur passage dans la circulation sanguine, peuvent aussi exercer un effet local
sur les cellules hématopoiétiques (7). Les cellules stromales médullaires
semblent également exercer un effet stimulateur sur la granulopoiése (7). De
plus, le tissu adipeux parait étre capable d'interactions actives avec le tissu
hématopoiétique (7).

La différenciation ultérieure des CFU-GEMM va donner naissance aux
myeéloblastes et aux monoblastes, cellules morphologiquement reconnaissables
(5-7). Le myéloblaste va se différencier en promyélocyte, qui va lui-méme se
transformer en myélocyte neutrophile, éosinophile et basophile (3). Ces lignées
neutrophiles, éosinophiles et basophiles passent alors par les stades de
maturation suivants : métamyélocyte (band cells) et polynucléaires miirs (3,4).
Les polynucléaires neutrophiles sont désignés par l'abréviation PN. Ces
données sont résumées par la figure 1.

Les cellules-souches hématopoiétiques et leurs "descendants" peuvent étre
caractérisés fonctionnellement par des systémes de culture cellulaire et
également par l'identification d'antigénes (Ag) de membranes (par 'utilisation
d'anticorps monoclonaux et par cytométrie de flux) (5-8). L'identification des
antigénes de membrane permet de reconnaitre les précurseurs au stade cellule
souche pluripotente (Ag CD 34), CFU-GEMM (Ag CD 33 et 34) et CFU-GM
(CD 33) (8). Les cellules granulocytaires morphologiquement reconnaissables
possédent également des antigénes de surface reconnaissables de la méme

facon (figure 1).

1.1.3.Régulation de la granulopoiése.

La régulation de la granulopoiése reste relativement mal connue a I'heure
actuelle (3). Néanmoins, plusieurs facteurs de régulation, aussi appelés

cytokines, facteurs humoraux, facteurs de croissance ou granulopoiétines ont



été identifiés, purifiés, clonés et caractérisés au niveau fonctionnel (9).
L'ensemble des données relatives a ce sujet forme un domaine trés
complexe,qui sera résumé ici dans 2 paragraphes: les stimulateurs et les

inhibiteurs de la lignée granulopoiétique (3,9).

1.1.3.1.Les stimulateurs de la granulopoiése.

Les stimulateurs les mieux connus sont les CSF (colony-stimulating factor)
(3). Ils peuvent agir a 3 niveaux, au moins: 1) prolifération des cellules
souches; 2) différenciation de la lignée granulocytaire; 3) activation des PN
miirs, notamment au niveau du chimiotactisme, de la phagocytose, du
métabolisme oxydatif et de l'expression d'antigénes membranaires (9). Nous
détaillerons ici brievement les principaux stimulateurs de la granulopoiése.

Le GM-CSF (granulocyte/monocyte,megacaryocyte-colony stimulating factor)
est secrété par les lymphocytes T activés et les cellules stromales médullaires
(cellules endothéliales et fibroblastes) (3,5). Il stimule la production des
granulocytes par un accroissement de la prolifération et de la différenciation
des CFU-GEMM, CFU-GM et des myéloblastes (figure 1). En outre, il
contrdle toutes les étapes de différenciation de la lignée neutrophile (et la
plupart des étapes des éosinophiles) a partir du stade promyélocyte (3,5,7). I
intervient également au niveau de la différenciation de la lignée monocytaire
(3,5,7).

Le G-CSF ou granulocyte-colony stimulating factor est secrété par les
monocytes et les fibroblastes (3,5,7). Il favorise la production des granulocytes
par un mécanisme proche du GM-CSF, mais il n'agit pas au niveau de la lignée
monocytaire (figure 1) (3,5,7).

L'TL1 est une protéine secrétée par les lymphocytes T et B, les macrophages,
les cellules endothéliales et d'autres types de cellules nucléées (6). Elle agit au

niveau de la granulopoiése en stimulant la différenciation et la prolifération des



Figure 1 : Différenciation de la lignée
granulocytaire (1-7).
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cellules souches CFU-GEMM, CFU-GM et des myéloblastes (6) (figure 1).
Elle active également les PN miirs (6).

L'TL3, aussi connue sous le nom de multi-CSF, est une glycoprotéine produite
par les lymphocytes T activés (6). Elle posséde une action stimulatrice sur la
prolifération et la différenciation des cellules-souches totipotentes, des CFU-
GEMM ainsi que sur les descendants de celles-ci pour les lignées
granulocytaire, monocytaire, mégacaryocytaire et érythrocytaire (6) (figure 1).
L'TL3 controle la différenciation de tous les stades de la lignée basophile (6).
Les interleukines 4, 5 et 6 interviennent principalement au niveau de la
différenciation et de la prolifération des cellules souches (figure 1) (5-7).
L'interleukine 8 et l'interféron gamma interviennent a des stades de

différenciation ultimes (PN, mastocytes...) (figure 1) (5-7).

1.1.3.2.Les inhibiteurs de la granulopoiése.

Ils sont nettement moins bien connus que les stimulateurs.

Plusieurs auteurs ont mis en évidence l'existence de peptides associés aux
granulocytes miirs, qui inhibent la production des cellules granulocytaires :
pluripotent stem cell inhibitor, inhibitory endopeptide, granulocyte chalone,
hemoregulatory peptide... (tableau I) (9). Certains de ces peptides agissent a
des niveaux précoces de différenciation (CFU-S, CFU-GM...) (9). D'autres
types d'inhibiteurs ont également été décrits (9). Certains d'entre eux, comme
la lactoferrine, les isoferritines acides et la prostaglandine E, semblent agir en
inhibant la productibn par les macrophages et les monocytes de CSF régulant
la granulopoiése (figure 2) (3,9).

L'interféron gamma (interféron immun) inhibe la croissance de nombreuses
cellules (tumorales ou non) par une activation des T suppresseurs et des

natural killers (3,9).



Tableau I : Les inhibiteurs de la
granulopoiése, d'aprés Benestad et Laerum

(9).

Protéines et peptides

Lactoferrine
Interférons
Tumor necrosing factor alpha
Leukemia associated inhibitor
Colony -forming unit,spleen inhibitor
Pluripotent stem cell inhibitor
Inhibitory endopeptide
Granulocyte chalone
Hemoregulatory peptide

Autre nature

Prostaglandine E
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Figure 2 : Régulation de la lignée

granulomonocytaire, d'aprés Dreyfus (3).
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La lymphotoxine (LT) agit synergiquement avec les interférons pour inhiber la
croissance cellulaire (9).

Enfin, d'autres inhibiteurs ont été mis en évidence récemment: TNF alpha
(tumor necrosing factor), LAl (leukemia associated inhibitor), CFU-S

inhibitor...(9).

1.1.3.3.Interactions entre protéines régulatrices.

De nombreuses interactions ont été démontrées en ce qui concerne ces
différentes protéines régulatrices. Nous ne citerons que quelques exemples.
L'IL1, produite par les monocytes, est requise pour la production d'interleukine
2 (IL2) par les lymphocytes T helpers (9).

L'IL2 stimule les lymphocytes pour la production d'interféron gamma et
stimule également les lymphocytes T a produire plus d'IL2 (9).

L'interféron gamma a faible concentration peut augmenter la production de

GM-CSF a partir des monocytes (9).

1.1.4.Aspects morphologiques de la
granulopoiése.

1.1.4.1.Vision globale de la granulopoiése.

La granulopoiése des cellules morphologiquemeﬁt reconnaissables
commencera par la prolifération et la différenciation du myéloblaste en 2
promyélocytes (7,8). Ceux-ci vont produire a leur tour 2 myélocytes (7,8).
L'ensemble du phénoméne est résumé par la figure 3 (7).

Nous traiterons ici uniquement la différenciation de la lignée neutrophile

1.1.4.2.Le myéloblaste.

1l s'agit d'une cellule peu fréquente au niveau du myélogramme (0.5 a 2 %)
(10). Sa taiile est d'environ 20 a 25 um (10). Elle est le plus souvent de forme

ovale, parfois arrondie et son rapport nucléo-cytoplasmique est élevé (8). Le
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Figure 3 : Les étapes de la granulopoiése,
d'aprés Golde (7).
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noyau posseéde une chromatine a trame fine et les nucléoles sont au nombre de
2 a 5 (3). L'examen de la cellule aprés coloration au May-Grunwald-Giemsa
(MGG) montre que le cytoplasme, basophile, contient des granulations
azurophiles ou primaires, petites et rares dans la cellule jeune et qui, peu a peu,
deviennent de plus en plus nombreuses (10).

L'observation en microscopie électronique révéle que 1'apparition des citernes
ergastoplasmiques et le développement de la zone de Golgi précedent
l'apparition des granulations (10). Ces deux organites ont en effet un role
capital dans I'élaboration de I'empaquetage des protéines contenues a l'intérieur
des granulations (7,8). Les enzymes synthétisées dans les ribosomes sont
stockées dans les sacs d'ergastoplasme, puis véhiculées dans les canalicules de
l'appareil de Golgi ou elles sont concentrées, entourées de membranes; ainsi
naissent les vacuoles au contenu dense qui par fusion donnent les granulations
(10).

Plusieurs enzymes présentes dans les granulations (en particulier la
peroxydase) ont été mises en évidence dans I'ergastoplasme et la zone de Golgi

pendant la période de formation de ces granulations (3,8).

1.1.4.3.Le promyélocyte.

D'une taille d'une vingtaine de pm, cette cellule qui représente 2 & 8 % des
cellules du myélogramme posséde un noyau volumineux, souvent excentré (8).
Par endroit, la chromatine commence a se condenser et les nucléoles
deviennent moins visibles (8). Le cytoplasme, abondant, est moins basophile
que dans le stade précédent; une zone claire dépourvue de granulations
déprime souvent le noyau; c'est 'emplacement de la zone de Golgi (8).

L'examen aprés coloration au MGG révéle que les granulations, nombreuses,
sont de 2 types: les granulations azurophiles (ou primaires) qui sont colorées
en rouge vif, et les granulations neutrophiles (ou spécifiques ou secondaires)

qui sont de couleur marron clair (8,10).
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Au moins 2 catégories de granulations azurophiles sont identifiées par
I'examen au microscope électronique: les unes sont denses, sphériques, les
autres allongées et contenant une inclusion cristalline (8). Les 2 types sont
riches en peroxydase (3). La diversité de leur équipement en protéines basiques
et enzymes hydrolytiques suggérée par les premiéres études biochimiques
demande a étre confirmée (3).

Durant la derniére phase du stade promyélocytaire, la production des
granulations primaires riches en peroxydase cesse et l'activité enzymatique
disparait de l'ergastoplasme et de l'appareil de Golgi (8). Une nouvelle
catégorie de granulations apparait, correspondant aux granulations spécifiques
(10). Le terme de granulations secondaires leur est donné en raison de leur
synthése plus tardive dans le développement cellulaire (10). Elles sont plus
petites, moins denses, dépourvues d'enzymes lysosomiales et de peroxydases
(8). Elles contiennent des protéines basiques, de la lactoferrine et probablement

de la collagénase (8,10).

La figure 4 reprend I'ultrastructure schématique du promyélocyte (10).

1.1.4.4.Le myélocyte.

Sa taille est d'environ 15 um (3). Le noyau arrondi présente des masses
chromatiniennes (3). Le cytoplasme, acidophile, est parsemé de granulations
neutrophiles de teinte marron ou beige, au MGG (8).

Les granulations spécifiques continuent a se former (10).

Dans un premier temps, 1'avis que les granulations azurophiles (primaires) se
transforment en granulations spécifiques a prévalu (8). Cependant, les
expérimentations récentes en microscopie électronique menées chez de
nombreuses espéces animales démontrent que ces 2 catégories de granules sont
tout a fait séparées (8,10). Elles se forment & des moments différents du

développement cellulaire, prennent naissance a partir de faces différentes des
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Figure 4 : Ultrastructure schématique du
promyélocyte, d'aprés Bernard et coll.(10).
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lamelles golgiennes et renferment des enzymes différentes (8,10).

Les analyses biochimiques de granulations isolées a partir de PN humains, puis
séparées par gradient, montrent que les granulations les plus grandes et les plus
denses contiennent des phosphatases acides, béta-galactosidase et béta-
glucuronidase, tandis que les granulations les plus petites et les plus légéres
renferment 50 % du lysozyme et de la lactoferrine, les phosphatases alcalines
semblant étre contenues dans des vésicules indépendantes (8).

Le nombre de granulations primaires diminue au cours de la maturation des
granulocytes pour deux raisons: division cellulaire et arrét de leur production

(10). Celle-ci est alors remplacée par celle des granulations secondaires (10).

1.1.4.5.Le métamyeélocyte.

Ce stade est caractérisé par un allongement du noyau qui s'incurve sans étre
encore, comme dans la cellule miire, séparé en plusieurs lobes réunis par un
filament (8). La chromatine forme des blocs trés denses, bien délimités (8). Le
cytoplasme est le méme que celui du myélocyte (10).

Les petites granulations continuent a étre produites (10).

1.1.4.6.Le granulocyte ou polynucléaire (PN).

C'est une cellule de 2 a 14 um (8). Le noyau est segmenté en plusieurs lobes
(deux a cinq) (8). Le cytoplasme, coloré en beige clair ou rosé, est rempli de
nombreuses granulations neutrophiles marron ou beige (8). Il faut noter qu'un
troisiéme type de granules (granules tertiaires) a été décrit récemment (7,10).
L'examen en microscopie électronique montre que dans les granulocytes du
sang, les granulations primaires, riches en peroxydases, subsistent en petit
nombre (10). Leur affinité pour les colorants ou la perméabilité de leur
membrane s'est modifiée au cours de la maturation puisqu'il n'est pas possible
de distinguer des granulations azurophiles dans un granulocyte mdr (8).

La figure 5 reprend ces données de fagon schématique (10).
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1.1.5.Cinétique de la granulopoiése.

Les cellules de la lignée sont aptes & la mitose jusqu'au stade myélocyte (10).
On appelle l'ensemble des cellules qui se divisent secteur ou pool de
multiplication (7,10). Ce sont les myélocytes qui constituent la partie la plus
importante et la plus efficace de ce secteur (10). A I'état normal, ce secteur se
maintient constant en quantité absolue, les cellules qui miirissent et quittent ce
secteur étant remplacées par la division d'autres cellules du secteur (10). Avec
une demi-vie de 6 a 7 heures, le turnover et le taux de production des
granulocytes est prodigieux : 16.3.108/ kg / 24 h (10).

Les cellules qui ne se divisent plus, c'est-a-dire certains myélocytes, les
métamyélocytes et les PN restent dans la moelle encore 4 a 5 jours au total
pour achever d'y miirir avant de passer dans le sang (1,7,10). Clest le secteur
ou pool de maturation (10). La réserve médullaire de PN est considérable,
plusieurs fois supérieure & celle qui circule dans le sang (2).

Dans le sang, les PN ne sont pas tous en circulation; ils sont divisés en 2
secteurs approximativement égaux: le secteur circulant et le secteur marginal,
fait de PN collés aux parois vasculaires qui repassent immédiatement en
circulation en fonction des besoins (3). En cas de stress, dexercice,
d'augmentation du taux d'adrénaline et de corticostéroides, d'infection
(pyrogénes), 1'équilibre est déplacé vers le secteur circulant (10).

En cas de besoins accrus de PN, l'organisme dispose de deux ressources. D'une
part, immédiatement, faire passer plus vite dans le sang les PN qui achevaient
leur maturation dans la moelle et qui ont pour caractéristique d'avoir un noyau
encore peu segmenté (moins de 3 lobes) (7). En cas de grands besoins, des
métamyélocytes ou méme des myélocytes peuvent passer dans le sang
(notamment en cas d'infection ou de régénération médullaire) (7).

D'autre part, si le besoin se prolonge, le secteur de multiplication va s'accroitre

par mitoses supplémentaires pour fabriquer un plus grand nombre de cellules:
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Figure 5 : Ultrastructure schématique du

polynucléaire neutrophile, d'aprés Bernard et
coll. (10).
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la moelle posséde alors un aspect d'hyperplasie granuleuse, dii a 'augmentation
de la lignée granulocytaire (7). On ignore par quel mécanisme se fait cette
régulation (10).

La figure 6 résume la dynamique de la granulopoiése (10).

La différenciation et la maturation de la lignée granulocytaire depuis le

myéloblaste jusqu'au PN miir prend de 7 & 11 jours (10).

1.1.6.Destin du PN et durée de vie.

Le PN ne séjourne que trés peu de temps dans le sang, qui n'est qu'un lieu de
passage pour lui (3,10). En 12 h, environ 50 % des PN du sang l'ont déja quitté
en traversant I'endothélium vasculaire par le processus de diapédese, pour
passer dans les tissus (10). De 1a, les PN ne retournent jamais vers le sang; ils
effectuent leurs fonctions de phagocytose et sont détruits par les macrophages,

sur place ou dans les ganglions (3,10).

1.1.7.Formule leucocytaire et composition
du myelogramme.

Elles sont résumées par les tableaux II et III (10).
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Figure 6 : Dynamique de la granulopoiése,
d'aprés Bernard et coll. (10).
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Tableau II : Formule sanguine leucocytaire,

d'aprés Bernard et coll. (10).

Nombres
Types de leucocytes For;:m'e absolus
(%) (par mm?3)
Polynucléaires neutrophiles (P.N.) 45 a 70 . 1700 a 7000
Polynucléaires éosinophiles (P.E.) las 50 a 500
Polynucléaires basophiles (P.B.) 0ao0,5 10 a 50
Lymphocytes 20 a 40 1500 a 4 000
Monocytes 3jalo 100 a 1000
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Tableau I1I : Composition du myélogramme
normal, d'aprés Bernard et coll. (10).

1. Lignée du globule rouge ou érythoblastique .. ....... 8230%
(Proérythroblastes, érythroblastes, basophile, polychro- g
matophile, et acidophile).

',t'\_'

I1.  Lignée du polynucléaire neutrophile ou granulocytaire . 50 270 %
(Myéloblaste, promyélocyte, myélocyte, métamyélocyte
et P.N.).
III.  Lignées éosinophiles et basophiles . ................. 2a4%
IV.  Lignée plaquettaire : les mégacaryocytes ............ =~ présents
V.  Lignée monocytaire ...............cc.oieiiiinin... 2al3%
VI.  Cellules souches (dites « indifférenciées ») ou hémoblastes. 1a2%
VIL.  Eléments « non myéloides»....................... moins de 20 %

(Lymphocytes, plasmocytes).




23

1.2.Le polynucléaire neutrophile
PN).

1.2.1.Structure et physiologie du PN.

1.2.1.1.Métabolisme des acides nucléiques et des
nucléotides.

Le noyau contient tous les types d'ARN (acide ribonucléique) nécessaires a la
synthése des protéines : ARN de transfert, ARN ribosomial et ARN messager
(11). La quantité d'ARN décroit au cours de la maturation du PN (11).

Le contenu en ADN (acide désoxyribonucléique) des PN et de leurs
précurseurs correspond 4 0.7 pg d'ADN (exprimé sous forme de phosphore)
par cellule (11).

L'ADN polymérase est plus active dans les précurseurs de la lignée
granulocytaire que dans les PN (11). Ce fait est en rapport avec l'arrét des
mitoses au stade myélocyte (11).La présence de ribonucléase et de
désoxyribonucléase au niveau des lysosomes des PN suggére que ces organites
sont impliqués dans la dégradation des acides nucléiques (11). L'activité de la
ribonucléase est 10 fois plus élevée au niveau des PN que des myéloblastes
(3,11).

D'autres enzymes susceptibles d'intervenir au niveau des acides nucléiques ont
été décrites: nucléotidases, phosphatases acides et une nucléotide déaminase
(11). Les PN miirs ne contiennent qu'une trés faible activité en 5'-nucléotidase
et en adénosine déaminase (2,3,11).

La phosphatase alcaline des PN est mieux connue. Elle est capable
d'hydrolyser 2 pH 10 une grande variété de substrats phosphorylés (11).

L'activité de cette enzyme semble inductible, notamment en cas d'infection

bactérienne (11).



Les PN sont doués de la capacité de synthése de novo des pyrimidines; ils
possédent les enzymes nécessaires pour effectuer cette tiche (aspartate
transcarbamoylase, dihydroorotase, orotate réductase...) (11).

Au contraire, la synthése de novo des purines semble impossible dans ces
cellules (3,11).

La voie de récupération (salvage pathway) pour les ribo et
désoxyribonucléotides est fonctionnelle chez le PN (11).

L'enzyme  catalysant  l'interconversion des  ribonucléosides en

désoxyribonucléosides n'a pas été détectée dans les PN normaux (11).

1.2.1.2.Le cytosol.

1.2.1.2.1.Contenu commun aux autres cellules.

Comme dans les autres cellules, le cytoplasme des PN contient les enzymes
"ménageéres" nécessaires a la production et au maintien de 'état énergétique
correspondant a un fonctionnement cellulaire correct (3). Ceci inclut les
enzymes de la glycolyse et les enzymes de la voie des pentoses phosphates
(figure 7), ainsi que les enzymes nécessaires a la synthése des lipides et des
protéines (12). La synthése des protéines est plus faible pour le PN que pour la

plupart des autres cellules (3).

1.2.1.2.2.Contenu spécialise.

Le PN contient certains composants plus particuliers, nécessaires aux fonctions
remplies par cette cellule trés spécialisée.

1.2.1.2.2.1.Le glycogéne.

Les PN, de par leurs fonctions liées au phénomene inflammatoire, sont souvent
amenés a travailler dans des conditions d'hypoxie et de faible concentration en

glucose extracellulaire (11). Dans ces circonstances défavorables, c'est le
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glycogéne qui constitue alors la principale source d'énergie des PN (11). Le
contenu en glycogene des PN est comparable a celui des cellules hépatiques et

musculaires (12).

1.2.1.2.2.2.Les agents antioxydants.

Les agents antioxydants comprennent des enzymes et des composés de faible
poids moléculaire (7,11,13).

Les principales enzymes impliquées sont la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (qui fonctionne principalement durant les stress oxydatifs de forte
intensité), la glutathion réductase et la glutathion peroxydase. Cette derniere
est une enzyme contenant du sélénium et qui détruit des concentrations faibles
d'eau oxygénée (HpOp) et d'hydroperoxydes organiques formés durant la
peroxydation des lipides (1,3,11-13). Ces données sont résumées dans la figure
7 (12).

Les antioxydants de faible poids moléculaire sont 1'acide ascorbique (vitamine
C), la taurine et 1'alpha-tocophérol (vitamine E) (13).

1.2.1.2.2.3.Nucléotides pyridiniques.

Le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) réduit constitue la
source d'électrons nécessaire a la production d'agents microbicides (anion
superoxyde) générés par les PN activés (3). Le tableau IV résume les
concentrations intragranulocytaires des nucléotides pyridiniques (12). Le
NADPH est régénéré par l'action de 2 enzymes du cycle des pentoses
phosphates : la G6PD (glucose-6-phosphate déshydrogénase) et la 6PGD (6-

phosphogluconate déshydrogénase) (3).
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Figure 7 : Voies métaboliques principales,
produits bactéricides et mécanismes
antioxydants du polynucléaire neutrophile,
d'aprés Babior et coll. (12).
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Tableau IV : Concentration des nucléotides
pyridiniques dans le cytosol, d'aprés Babior et
coll. (12)({

Concentration en nucléotides pyridiniques dans le cytosol des PN

Nucléotide pyridinique Concentration (mmol/l)
Cellules au repos Cellules activées
NAD 0.56 0.58
NADH 0.079 0.076
NADP 0.041 0.084

NADPH 0.35 0.27
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1.2.1.3.Le métabolisme glucidique.

1.2.1.3.1.La glycolyse.

Les PN sont de grands consommateurs d'oxygéne et cette utilisation est
influencée par une large variété de stimuli physiologiques et pathologiques
(13). En plus de la phagocytose, ils incluent les hormones thyroidiennes, la
pression en COy, la concentration en glucose, les pyrogénes, les facteurs du
complément, les peptides chimiotactiques et les complexes immuns (13).

Un certain nombre de modifications métaboliques sont observées durant la
phagocytose, par rapport a 1'état de repos, notamment (2):

1) une augmentation d'activitt de la glycolyse, avec augmentation de
production d'acide lactique et chute du pH dans la vacuole de phagocytose;

2) une augmentation de la consommation d'oxygeéne (deux 2 trois fois), non
inhibée par le cyanure (et donc indépendante des mitochondries);

3) une augmentation du taux d'oxydation du NADH d'un facteur cinq, environ;
4) une augmentation du taux d'oxydation du NADPH d'un facteur trente,
environ.

La principale source d'énergie du PN est la glycolyse, qui transforme le
glucose en lactate (3). La glycolyse métabolise environ 80 % du glucose du PN

(3).

1.2.1.3.2.Les autres voies métaboliques.

1.2.1.3.2.1.La respiration et le cycle de Krebs.

Le PN miir contient peu de mitochondries, et la respiration mitochondriale ne
consomme que 5 % du glucose intragranulocytaire (10). Cependant, en raison
de l'efficacité de ce processus par rapport a la glycolyse, il a été estimé que la
respiration fournit environ la moitié de 'ATP du PN tout en ne consommant

que 5 % du glucose intragranulocytaire (12).
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1.2.1.3.2.2.La voie des pentoses phosphates.

Les PN métabolisent également le glucose par la voie des pentoses phosphates
(3). Dans les PN au repos, cette voie ne représente que 2 & 3 % du glucose
métabolisé, mais cette proportion augmente nettement lors de l'activation de
cette cellule (3).

Il est capital de noter que la voie des pentoses phosphates est le principal
fournisseur de NADPH, substrat de la NADPH oxydase (12).

1.2.1.3.2.3.Le métabolisme du glycogeéne.

Le PN contient de grandes quantités de glycogéne (3). Le turnover du
glycogéne augmente en cas de déplétion en glucose (consommé par la
phagocytose) (3).

Le glycogéne apparait a partir du stade myélocyte et augmente avec la

maturation cellulaire (8).

1.2.1.4.Le métabolisme des lipides.

Nous décrirons essentiellement ici le métabolisme des leucotriénes et des
médiateurs dérivés de l'acide arachidonique (12).

L'acide arachidonique (AA) est le précurseur d'un groupe de médiateurs
lipidiques doués de propriétés biologiques importantes (12_). L'AA est libéré a
partir des phospholipides par l'intervention de la phospholipase Ap, ce
phénomeéne étant initié par divers stimuli (zymosan opsonisé, ionophores
calciques, facteurs chimiotactiques...) (12). Les médiateurs lipidiques sont
alors oxydés selon deux voies enzymatiques: celle de la cyclo-oxygénase et
celle de la lipoxygénase (12). Pour le PN, la voie de la lipoxygénase est
prédominante (12).

La cyclo-oxygénase catalyse la conversion de I'AA en endoperoxydes
cycliques PGG) et PGHp, isomérisés a leur tour en prostaglandines PGE,
PGD; et PGFy (12). La PGE est un métabolite important du processus
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inflammatoire, en particulier pour la dilatation et l'augmentation de
permeéabilité des petits vaisseaux, engendrant érythéme et oedéme (12). La
PGH), peut aussi étre transformée en thromboxane A, puissant agent agrégant
et vasoconstricteur (12).

L'enzyme la plus importante dans la voie des lipoxygénases est la 5-
lipoxygénase, qui catalyse l'oxydation de l'acide arachidonique en acide 5-
hydroperoxy-6,8,11,14-eicosatétraénoique (5-HPETE) (12). Celui-ci est
converti ensuite en leucotriéne A4 (LTA4) (12). Ce dernier est le précurseur
d'une série de leucotriénes impliqués dans la réaction inflammatoire (12). Le
LTA4 peut se combiner au glutathion pour former le leucotriéne C4 (LTCy),
puis les leucotriénes LTD4 et LTE4 (12). L'ensemble LTC4, LTD4 et LTE4
constitue la slow reacting substance (SRS) (12).

Le LTA4 peut étre métabolisé par une autre voie en LTBy4, un puissant agent
chimiotactique vis-a-vis des PN (12). La production de LTB4 est stimulée par
le GM-CSF (12). Le LTB4 est inactivé par oxydation en 20-hydroxy-LTB4,
puis en 20-aldéhyde LTB4 et finalement en 20-acide carboxylique LTB4 (12).
Le groupement hydroperoxyde du 5-HPETE est parfois réduit pour donner un
produit de réaction mineur: l'acide 12-hydroxy-5,8,10,14-eicosatétraénoique
(12-HETE); et un produit majeur: l'acide 5-hydroxytétraénoique (5-HETE)
(12). Ces 2 molécules sont douées d'effet chimiotactique et de stimulation de la

dégranulation (12). Ces données sont résumées dans les figures 8 et 9 (12).

1.2.1.5.Les granules du PN.

Les PN constituent un réservoir d'enzymes douées de diverses propriétés, qui
peuvent étre libérées dans le phagosome (3). Sur la base de la morphologie,

des propriétés biochimiques, de la densit¢ et de l'apparition durant la
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Figure 8 : Métabolisme de l'acide
arachidonique, d'aprés Babior et coll. (12).
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Figure 9 : Métabolisme des leucotriénes,
d'aprés Babior et coll. (12).
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granulopoiése, trois types de granules ont été décrits: les granules primaires ou
azurophiles, les granules secondaires ou spécifiques, et les granules
tertiaires(8). Il est trés possible que d'autres types de granules soient découverts
a l'avenir.

1.2.1.5.1.Les granules primaires.

Ils sont les premiers synthétisés au cours de la granulopoiése (myéloblaste a
grains) (10). Ils représentent environ un tiers des granules du PN mir (10).
Leur action est essentiellement intracellulaire (10). Ils contiennent la
myéloperoxydase, les protéases neutres (€lastase, cathepsine G, cathepsine D),
les hydrolases acides (béta-glucuronidase, phosphatase acide, alpha-
mannosidase, N-acétylglucosaminidase) et les protéines cationiques (14). Deux
populations de granules primaires ont été distinguées en fonction de leur
contenu lysosomial (12,14).

Le contenu des granules primaires posséde une activité microbicide
(défensines, protéines augmentant la perméabilité de la paroi des gram
négatifs, myéloperoxydase...) et peut jouer un réle dans la destruction tissulaire
observée au cours de la réaction inflammatoire (protéases : élastase,
cathepsines G et D) (14). Ces protéases peuvent exacerber la réaction

inflammatoire en générant des facteurs chimiotactiques (C5a) (15).

1.2.1.5.2.Les granules secondaires ou spécifiques.

Ils sont synthétisés plus tardivement au cours de la granulopoiése (stade du
myélocyte) (10). Ils sont moins denses et plus colorables que les granules
primaires (14). Ils contiennent principalement du lysozyme, de la phosphatase
alcaline, de la collagénase, de la vitamin Bl2-binding protein, de la
lactoferrine et de l'activateur du plasminogéne (14).

Comme le contenu des granules primaires, celui des granules secondaires peut

contribuer a la réaction inflammatoire (15). La collagénase, en présence des
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protéases neutres, hydrolyse les fibrilles de collagéne; cette enzyme peut aussi
étre activée par le métabolisme oxydatif (15). De plus, les granules secondaires
contiennent des activateurs de la cascade du complément (15). Ces granules
pourraient également moduler le chimiotactisme des PN puisque leur
membrane contient des récepteurs pour le FMLP (formyl-méthionyl-leucyl-
phénylalanine, chémoattractant) et le C5a (15). Cette membrane contient
également du cytochrome B et du FAD (flavine adénine dinucléotide),
suggérant un réle (au moins potentiel) dans le métabolisme oxydatif des PN

(12,14).

1.2.1.5.3.Les granules tertiaires.

Leur découverte est beaucoup plus récente que celle des 2 types de granules
précédemment décrits (14). Leur densité est 1égérement inférieure a celle des
granules secondaires (14). Ces granules tertiaires contiennent de la gélatinase
et une enzyme trés proche de la collagénase (12,14).

La membrane de ces granules semble intervenir de fagon importante au niveau
des processus d'adhésion des PN, notamment au niveau du récepteur au C3bi,

essentiel a 1'adhésion (15).

1.2.1.5.4.Autres structures.

11 est vraisemblable que grace a des techniques d'investigations de plus en plus
fines, d'autres structures granulaires seront mises en évidence au niveau des
PN. Par exemple, les phosphasomes ou replenishsomes, contenant
essentiellement de la phosphatase alcaline et du cytochrome b, ont été
récemment découverts (14). Leur fonction reste mal connue (14). Ils pourraient

jouer un role au niveau de la réaction inflammatoire (14).

1.2.1.5.5.Récapitulatif.

Le tableau V résume le contenu des différents types de granules du PN (14).
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Tableau V : Constituants des granules des
polynucléaires (classification par ordre
alphabétique), d'aprés Sandborg et coll. (14).

Granule Granule Granule tertiaire | Replenishosome
primaire secondaire
ou azurophile | ou spécifique
- a fucosidase - Activateur du - Gélatinase - Cytochrome b
-8 mannosidase | Complément -FAD
- Aryl sulfatase - Activateur du flavoprotéine
- B galactosidase | plasminogene - Phosphatase
- B glucuronidase | - B2 microglobuline alcaline
- B glycéro - Collageénase - Récepteur au C3bi
phosphatase - Cytochrome b
- BPI (Bactericidal/ | - FAD
Permeability flavoprotéine
Increasing Protein) | - Histaminase
- Cathepsine B - Inhibiteur de la
- Cathepsine D protéine kinase C
- Cathepsine G - Lactoferrine
- Collaggnase - Lysozyme
- "Cs inactivating | - "Monocyte
factor” chemoattractant”
- Défensines - Récepteur au C3bi
- Elastase - Récepteur au
- Fucosidase FMLP
- "Kinin generating | - "Vitamin B2
enzyme" binding protein"
- Lysozyme
- Myéloperoxydase
- N acétyle B
glucuronidase
- 5' nucléotidase
- Protéines
cationiques
antibactériennes




36

Tableau VI : Influence de certains constituants
des granules des polynucléaires sur les
Jonction de ceux-ci, d'aprés Morin (19).

Fonction des polynucléaires Constituant granulaire intervenant

Adhésivité (Agrégation) - Lactoferrine
- Kecepteur au C3bi (=CD11b/CDi8)

Chimiotactisme - Activateur du Complément générant des
agents attractants
- Récepteur au FMLP

Phagocytose - Récepteur au C3bi
- Activateur du Complément générant des
opsonines

Bactéricidie - Myéloperoxydase

- Lysozyme

- Lactoferrine

- Protéines cationiques antibactériennes
- Défensines

- BPI (Bactericidal/ Permeability
Increasing Protein)

Aliérations tissulaires - Cathepsine G
Cytotoxicité - Elastase
- Collagénase

- Myéloperoxydase
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Le tableau VI résume l'influence de certains constituants des granules des PN

sur les principales fonctions de ce dernier (14).

1.2.1.6.La membrane du PN.

1.2.1.6.1.Introduction.

La mise en action des fonctions du PN est souvent initié par la fixation d'un
ligand sur un récepteur membranaire spécifique, suivi d'une cascade de
réactions intracellulaire. La connaissance des composants membranaires
constitue donc une étape importante dans I'étude fonctionnelle des PN.

La membrane plasmique des PN est constituée d'une double couche
phospholipidique, contenant des glycoprotéines membranaires dont certaines
entrent dans la composition de récepteurs membranaires (12,13).L'abondance
du cholestérol au niveau de la membrane du PN confére une déformabilité
particuliére a celle-ci (12). La membrane plasmique contient aussi des
glycoprotéines intrinséques et extrinséques (12).

Le cytosquelette, I'organe du mouvement, est constitué des microfilaments et

des microtubules (12,13).

1.2.1.6.2.Les glycoprotéines intrinséques.

Parmi celles-ci, on distingue (9,12,13):

1) des Ag spécifiques des neutrophiles: NA 1, NA 2, NB 1, NB2,NC 1, ND 1,
NE 1, G-A, G-B, G-C..,;

2) des Ag présents sur d'autres cellules: A, B, H, HLA de classe I, I, Ti, Jk?,
3P,

3) des Ag membranaires non spécifiques des PN et de structure mal élucidée,
reconnus par des Ac monoclonaux: CD 11, CDW 12, CD 13...;

4) des récepteurs pour des ligands, ce qui sera développé par la suite.



38

1.2.1.6.3.Les glycoprotéines extrinséques.

Ce sont des molécules provenant du milieu environnant et qui se fixent sur des
récepteurs membranaires du PN, comme les immunoglobulines, la fibrine ou le
fibrinogéne.

1.2.1.6.4.Les récepteurs de membrane.

Les neutrophiles possédent de nombreux récepteurs situés au niveau de leur
membrane (14,16). Nous détaillerons briévement les plus importants d'entre-

eux.

1.2.1.6.4.1.Les récepteurs pour les opsonines.

Le PN possede des récepteurs spécifiques pour le fragment Fc des IgG1 et
IgG3, ainsi que pour les composants du complément C3b et C3bi (3,12,14).
Ces récepteurs sont capitaux au niveau du phénomeéne de phagocytose

(chapitre 1.2.2.1.).

1.2.1.6.4.2.Les récepteurs pour les facteurs chimiotactiques.

Des récepteurs spécifiques pour les peptides N-formylés (formyl-méthionyl-
leucyl-phénylalanine, par exemple), l'anaphylatoxine C5a et le leucotriéne By
ont été décrits (14). Ces récepteurs sont capitaux pour le déplacement dirigé du

PN dans un gradient de concentration d'attractant (chimiotactisme) (14).

1.2.1.6.4.3.Autres types de récepteurs.

De nombreux récepteurs pour des ligands modulant les fonctions du PN ont été
deécrits: platelet-activating factor ou PAF, agonistes béta-adrénergiques,
adénosine, IL1 et TNF (9,12,14). Des récepteurs a l'insuline ont également été

mis en évidence (12). L'ensemble de ces données est résumé par la figure 10

9.
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1.2.1.6.5.Les protéines d'adhésion.

Les complexes membranaires protéiques CD 11/CD 18 sont situés a la surface
du PN et jouent un rdle crucial au niveau du phénomene d'adhésion des PN
(13). L'adhésion elle-méme (a I'endothélium vasculaire) représente une étape-
clef pour le phénomeéne de chimiotactisme des PN (12).

Il existe 3 types de ces complexes protéiques, appelés LFA-1, Mac 1 et p
150,95 (12). Chacun d'entre eux est un hétérodimére constitué d'une sous-unité
alpha spécifique, respectivement CD 11a, CD 11b et CD 11c; ainsi que d'une
sous-unité béta commune, CD 18 (12). Ces données sont résumées par le
tableau VII (12).

Le complexe Mac 1 et peut-étre le complexe p150,95 sont également retrouvés
sur les membranes des granules spécifiques et tertiaires (et secondairement
transférés sur la membrane plasmique lors du processus de dégranulation) (13).
Les patients déficients pour ces complexes d'adhésion présentent des infections
a répétition (13).

1.2.1.6.6.Les enzymes membranaires.

La membrane du PN contient des pompes ioniques et des canaux ioniques qui
régulent la composition ionique intragranulocytaire (12). Nous passerons
briévement en revue les principaux d'entre eux (12).

Le systtme de transport Na®/H™ sensible & l'amiloride régule le pH du
cytoplasme et du phagosome (12).

La pompe Nat/Kt ATPase sensible & l'ouabaine régule la différence de
potentiel membranaire (12).

Les systéeme de régulation du Ca?t comprennent:

1) la pompe Ca2+/Mg2+ ATPase sensible au vanadate, qui expulse le Ca%t

hors de la cellule et maintient la concentration intragranulocytaire de cet ion

proche de 0.1 umol/ L;
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Figure 10 : Les récepteurs du polynucléaire,
d'aprés Benestad et coll. (9).

.,\_

Endosome

anary
lysosome.

LTB4 : leucotriene B4, PAF : platelet activating factor, FMLP :
formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine, CSF : colony-stimulating
factor.
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Tableau VII : Les protéines d'adhésion du
polynucléaire, d'aprés Babior et coll. (12).

Mac-1 LFA-1 p 150,95
Sous-unité AlphaM Béta AlphaL Béta Alpha X Béta
Poids 170 kDa 95 kDa 180 kDa 95 kDa 150 kDa 95 kDa
moléculaire
Dénomination CD11b CD 18 CDl1la CD 18 CDllc CD 138
WHO
Distribution Granulocytes,monocytes, Lymphocytes Granulocytes,monocytes,
cellulaire macrophages,lymphocytes macroshages
Implication
dans le Oui Non Oui
chimiotac-
tisme
Fonctions Role dans la phagocytose, Rdle dans l'activité des lymphocytes Réle dans I'adhésion et I'agrégation
la bactéricidie,le T auxiliaires et cytotoxiques,ainsi des PN
chimiotactisme,l'adhésion, que pour les natural killers

I'agrégation,le chimiotactisme et la
cytotoxicité cellulaire dépendant des
anticorps
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2) une pompe transporteuse du Ca2t depuis le cytoplasme vers un pool de
stockage (réticulum endoplasmique?);

3) un systéme de transport de direction inverse répondant a l'inositol 1,4,5
triphosphate;

4) des canaux calciques permettant des influx de Ca* dans différentes

circonstances (12).

1.2.1.6.7.Le cytosquelette

Le cytosquelette des PN constitue une structure protéique en rapport étroit
avec la membrane plasmique, et qui est impliquée dans la formation de
pseudopodes ainsi que dans le mouvement cellulaire (17). Il comprend les

microfilaments et les microtubules.

1.2.1.6.7.1.Les microfilaments.
1.2.1.6.7.1.1.L'actine.

Le cytoplasme du PN peut étre considéré comme un réseau filamenteux
tridimensionnel, composé en majeure partie d'une protéine contractile : 1'actine
(12,17).

Elle constitue 10 % des protéines du PN et existe sous deux formes : une forme
monomérique globulaire (G-actine) et une forme polymérique en double hélice
(F-actine) (17,18). L'équilibre entre ces deux formes dépend de fagon cruciale
de l'activation du PN. La stimulation de ce dernier par un peptide
chimiotactique provoque une décroissance rapide du taux de G-actine,
accompagnée d'une augmentation de celui de F-actine (17).

Le vitesse de polymérisation de l'actine est trés rapide et ce phénomene est
initié dans les secondes qui suivent la stimulation (16). Ceci suggére que ces
événements jouent un role dans le processus de couplage stimulus-réponse

(16).
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Ces réarrangements se déroulent également, mais & une moindre vitesse
qu'avec les peptides chimiotactiques, en présence d'esters de phorbols et de
l'ionophore A23187 (18).

1.2.1.6.7.1.2.La myosine.

Les PN contiennent également une autre protéine contractile: la myosine
(environ 10 % des protéines cytoplasmiques du PN) (12). Elle est concentrée,
avec l'actine, dans les pseudopodes des PN en migration (12).

Comme la myosine des muscles striés, la myosine des PN est un hexameére
composé de 2 chaines lourdes et de 4 chaines légéres, toutes de nature
polypeptidique (14). Les chaines lourdes possédent des extrémités globulaires
capables de se lier a l'actine et qui sont douées d'une activité de type ATPase
(17). La myosine contracte le gel d'actine en utilisant l'hydrolyse de I'ATP
comme source d'énergie (15). La capacité de la myosine a moduler la
contraction du cytosquelette peut étre régulée par la phosphorylation des
chaines 1égéres de la myosine du PN (15). L'interaction entre l'actine et la
myosine pourrait expliquer la genése du mouvement du PN et expliquer la
dépendance énergétique de ce processus, ainsi que de la phagocytose (12).
1.2.1.6.7.1.3.L'actin-binding protein

Le PN contient également plusieurs protéines capables de se lier a l'actine
comme l'actin-binding protein, qui peuvent réguler le degré de polymérisation
de l'actine et mettre en rapport plusieurs filaments d'actine pour former le gel
(12). Ces protéines régulatrices peuvent a leur tour étre régulées par des
signaux générés durant l'activation cellulaire (12).

1.2.1.6.7.1.4.La gelsoline.

L'actine, au niveau des pseudopodes, existe sous la forme d'un gel. Cet état est
lié a la présence de protéines se liant a I'actine, de haut poids moléculaire et qui
forment un réseau avec l'actine (12,17,18). Le calcium, a des concentrations
supérieures a 2.10"7 mol/ L, dissout le gel d'actine en activant une protéine

appelée gelsoline, qui raccourcit I'actine au niveau du réseau du gel (12,17,18).



Lorsque la concentration calcique est inférieure a ce seuil, la gelsoline devient
inactive et la formation du réseau (et donc du gel) devient possible (12,17,18).
1.2.1.6.7.1.5.La profiline.

La polymérisation de l'actine peut aussi étre régulée par une protéine appelée
profiline (12). Celle-ci se lie aux monoméres d'actine et inhibe la
polymérisation de la G-actine (12).

1.2.1.6.7.1.6.Autres protéines régulatrices.

L'alpha-actinine, l'acumentinine et la protéine de 42 kDa sont également
impliquées dans les phénomeénes régulateurs (tableau VIII) (12).
1.2.1.6.7.1.7.Phénomenes régulateurs.

Les peptides chimiotactiques (FMLP) et le leucotriéne LTB4 provoquent une
augmentation de la F-actine et de la quantité d'actine liée au cytosquelette, par
l'intermédiaire d'une protéine se liant aux nucléotides cycliques (12,18).

Le calcium ne semble pas indispensable a la polymérisation de 1'actine (17,18).
Les réarrangements du cytosquelette ne dépendent pas du calcium
extracellulaire (17,18).

Le phosphatidylinositol biphosphate (PIPp) peut moduler l'interaction des
protéines se liant a l'actine. Celui-ci peut dissocier les complexes profiline-
actine et peut également inhiber fortement la gelsoline (14). Cet effet
inhibiteur vis-a-vis de la gelsoline est indépendant du taux de calcium
intracellulaire, mais peut étre €liminé par un traitement a la phospholipase Ap
ou C (14).

1.2.1.6.7.2.Les microtubules.

Les microtubules représentent une structure importante du cytosquelette, au
méme titre que les microfilaments (12).

1.2.1.6.7.2.1.Structure des microtubules.

I1 s'agit de fibres creuses, de 24 nm de diameétre (12). Cette fibre est un
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Tableau VIII : Les protéines du cytosquelette
du polynucléaire, d'aprés Babior et coll. (12).

Protéine Fonction
Actine Polymérisation en filaments
Actin-binding protein Pontage des filaments d'actine
Alpha-actinine Liaison des filaments d'actine en
fagots
Profiline Régulation de la longueur des

filaments d'actine

Acumentine Idem

Gelsoline Idem

Protéine de 42 kDa Idem
Tropomyosine Stabilisation des filaments d'actine

Myosine Contraction du gel d'actine
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polymére cylindrique de tubuline (12). Celle-ci est une protéine de 55 kDa,
existant sous une forme d'hétérodiméres constitués d'unités alpha et béta (12).
La tubuline existe aussi sous la forme de diméres solubles cytoplasmiques, en
équilibre avec la forme "assemblée" (18). L'équilibre peut étre rapidement
déplacé sous l'influence de facteurs régulateurs (17).

Les microtubules peuvent servir de support de type "squelette" pour la cellule,
et probablement pour les microfilaments ainsi que pour les autres systémes
contractiles (12).

1.2.1.6.7.2.2.Régulation de 1'assemblage des microtubules.

Les agents augmentant le taux de GMPc (guanosine monophosphate cyclique)
accroissent la proportion de la forme "assemblée" (12). Les agents augmentant
le taux d'AMPc (adénosine monophosphate cyclique), ainsi que le calcium,
activent la dépolymeérisation des microtubules (12).

Le glutathion oxydé, dont le taux augmente suite a l'activation du métabolisme
oxydatif des PN stimulés, peut accélérer la dépolymérisation des microtubules
(12,13,17,18). Les processus oxydatifs agissent au niveau des radicaux tyrosine
de la tubuline, ce qui favorise directement la dépolymérisation des
microtubules (12).

1.2.1.6.7.2.3.Role des microtubules.

Les microtubules pourraient jouer un role au niveau du processus de couplage
stimulus-réponse (12). En effet, le nombre des microtubules assemblés
augmente aprés exposition & des stimulateurs de la dégranulation (12,13).
Toutefois, le nombre de microtubules ne semble pas varier lors de I'activation
du chimiotactisme des PN (12).

La colchicine, qui induit une dépolymérisation des microtubules, inhibe aussi
la phagocytose, le chimiotactisme, l'adhésion et la dégranulation des PN
(12,13). Ceci pourrait signifier que les microtubules soient impliqués dans tous

ces processus (13).
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1.2.1.7.Le processus de couplage stimulus-
reponse.

En réponse a un stimulus, les PN peuvent réagir par différentes réponses
biologiques: chimiotactisme, phagocytose, explosion oxydative, dégranulation
et agrégation (16). Au niveau du PN, le processus de couplage entre stimulus
et réponse se déroule selon la séquence reprise dans la figure 11 (16).

Il faut noter que tous les stimuli ne déclenchent pas forcément toutes ces étapes
d'activation (16). En fait, de trés nombreux facteurs interviennent dans ces

processus de couplages; nous décrirons les principaux dans ce chapitre.

1.2.1.7.1.Les récepteurs.

Le récepteur le plus étudié est celui des peptides formylés chimiotactiques
(FMLP) (16). Le récepteur existe sous 2 formes: haute et faible affinité (16).
La forme de haute affinité serait celle ou le récepteur est associé a la protéine
G, celle de faible affinité lorsque le récepteur n'est pas associé a cette protéine
(12,16). Lorsque le peptide formylé s'associe au récepteur, il se forme un
complexe de haute affinité ligand-récepteur qui s'associe avec le cytosquelette

(16). Cette association est nécessaire a 1'endocytose du récepteur (16).

1.2.1.7.2.La protéine de couplage.

La transduction du signal fait intervenir des protéines fixant les nucléotides de
la guanine (13). La protéine G joue aussi un role dans le systeme de
mobilisation du calcium (12). On appelle protéine Gc la protéine de régulation
relative aux nucléotides de la guanine, qui couple le récepteur avec la
phospholipase C (16).

La structure de la protéine Gc n'est pas connue avec précision (12). Elle
semble différente des autres protéines G (12). La Gc est formée de 3 sous-

unités: alpha, béta et gamma (12).
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Figure 11 : Le processus de couplage
stimulus-réponse, d'aprés Sha'afti et coll. (16).

Stimulus —» Récepteur—&Traducteur—=& Amplificateur

(protéine G) (PLC)
Précurseur
phosphorylé
(PIP2)
Second ———= Effecteur interne —#& Réponse
messagers (Ca2+/CAM,PKC) cellulaire
(IP3,DG,Ca2+)

PLC : phospholipase C, PIP, : phosphoinositoside biphospnate, ir 3 :
inositol triphosphate, DG : diacylglycérol, CAM : calmoduline, PK3C :
protéine kinase C.
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La sous-unité alpha semble commune a toutes les protéines G (12).

La séquence d'événements impliqués dans le couplage par la protéine Gc est
résumée par la figure 12 (16).

L'activation de la Gc diminue la concentration en calcium; ceci est nécessaire a

l'activation de la phospholipase C (16).

1.2.1.7.3.Hydrolyse du phosphoinositide et activation des
PN.

Cette séquence d'activation est résumée par la figure 13 (16). Il faut noter que
le FMLP diminue les concentrations de PIP (phosphoinositoside phosphate) et
de PIP» (phosphoinositoside biphosphate) (16).

L'occupation des récepteurs active la phospholipase C spécifique pour PIP),
grice a une ou plusieurs protéines G, selon le mécanisme décrit dans la figure
14 (16). L'hydrolyse de PIP) s'accompagne d'une mobilisation de I'ion calcium
(16).

1.2.1.7.4.La protéine kinase C (PKC) des PN.

Lors d'une activation des PN, la PKC cytosolique est transloquée a la
membrane plasmique en méme temps qu'une calcium activated neutral
proteinase (CANP) (16). Au niveau de la membrane du PN, la CANP
provoque une activation de PKC par protéolyse (16). La PKC activée revient
dans le cytosol ot la phosphorylation de nombreux types de substrats peut
alors avoir lieu (16).Selon le type de stimulus activateur, des variations
peuvent étre observées au niveau de la phosphorylation, selon l'intensité du

stimulus et/ou la durée d'activation de la PKC (16). Ces données sont résumeées

par la figure 15 (16).
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Figure 12 : Séquence d'événements dans le
couplage par la protéine Gc, d'aprés Sha'afti
et coll. (16).

Stimulus:/Récepteur PLC ——» PLC
| inactive & active

!

GDP-alpha/béta/gamma —Béta/gamma + GTP-alpha

GTPase —»

Pi GDP-alpha

GDP : guanosine diphosphate, GTP : guanosine triphosphate, PLC:
phospholipase C.



51

Figure 13 : Hydrolyse du phosphoinositide et
activation du polynucléaire, d'aprés Sha'afti et
coll. (16).

Phosphoinositides i » IP3+DG
IP3 -3 kinase

IP3 > |P4

IP3 IP3 5' phosphomonoestérase > P2

Diacylglycérolkinase
DG & Acide
arachidonique

IP3 : inositol triphosphate, IP; : inositol biphosphate, IP4 : inositol
tétraphosphate, PLC : phospholipase C, DG : diacylglycérol.
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Figure 14 : Séquence d'événements dans
I'hydrolyse du phosphoinositoside, d'aprés
Sha'afti et coll. (1 6f

PLA2

C
+ / a2+ ——p Ca2+/CaM

PIP
‘2 —— % IP3+DG

fli ——» P2 + DG PKC
Pl ——» IP+DG

PIP; : phosphoinositoside biphosphate, PIP : phosphoinositoside
phosphate, PI : phosphoinositoside, IP3 : inositol triphosphate, IP7 :
inositol biphosphate, IP : inositol monophosphate, DG :
diacylglycérol, PKC : protéine kinase C, CAM : calmoduline.
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La PKC semble jouer un role important dans la plupart des réponses du PN a
des stimuli (16). Ce role reste obscur pour la mobilité du PN (16). La figure 16
propose un modéle pour la régulation de la dégranulation par la PKC (16).

Le taux de Ca2* intragranulocytaire varie dans les PN selon l'activité d'une
pompe 2 efflux localisée dans la membrane plasmique (probablement associée
a une ATPase) (16). L'activation de la PKC modifierait l'activation de cette
pompe a calcium (16).

La membrane plasmique du PN posséde un systéme d'échange entre le Na*
extracellulaire et le HT intracellulaire (16). La PKC activée pourrait activer ce
transport, et donc par ce mécanisme contribuer a l'acidification des cellules
produites en réponse a différents stimuli (16). Ceci pourrait jouer un role
important dans les réponses fonctionnelles des PN (16).

La stimulation de la PKC stimule la phosphorylation du PI et sa conversion en
PIP, d'oii une augmentation de la concentration en substrat pour la PIP)
phospholipase C (16).

L'IP3 (inositol triphosphate) est un second messager qui libére le Ca* des
réserves cytosoliques (16). Le taux d'IP3 est régulé par 2 mécanismes: 1)
phosphorylation de IP3 en 1,3,4,5 IP4; 2) IP3 est déphosphorylé pour former
IP» qui donne ensuite IP (16).

Une des fonctions de la PKC stimulée serait de protéger le PN de nouvelles

stimulations en inhibant la phosphorylase C spécifique de PIP) (16).

1.2.1.7.5.Polymérisation de I'actine et réarrangement du
cytosquelette.

Certains stimuli induisent des mouvements des PN, en activant le systéme

actine/myosine du cytosquelette (16).
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Figure 15 : Séquence d'événements associés a
l'activation de la PKC, d'aprés Sha'afti et coll.

(16).
Stimulus
IP3 + DG » Ca2+
PKC cytosol —& PKC CANP ——» CANP
membrane membranaire . membranaire
plasmique active a bas active a haut
l Ca2+ Ca2+

Phosphorylation de

AFUS

Efflux de Echange Activation  Activation Activation
Ca2+ Na+/K+ protéine hydrolyse PLA2
accru kinase PIP2 et IP3

IP3 : inositol triphosphate, DG : diacylglycérol, PKC : protéine kinase
C, CANP : calcium activated neutral protein, PIP) :
phosphoinositoside biphosphate, PLA7 : phospholipase Aj.
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Figure 16 : Représentation hypothétique des
réactions qui suivent la fixation d'un ligand a
son récepteur, d'aprés Benestad et coll. (9).

Signaux extracellulaires

Membrane plasmique

Phosphatidyl )
inositol 4,5 Diacyl

Phospholi
Cytoplasme spholipess C OH

P Protéine kinase C

oL

Inositol 1,4,5

.-‘o triphophaste

Récepteur

Calcium _y,. Réponse
cellulaire

Calcium
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Le mécanisme de 1'activation de la polymérisation de 'actine, par le FMLP en
particulier, reste mal connu (variations du taux de Ca2ty, remodelage des
phospholipides membranaires?) (16). La polymérisation de l'actine ferait

intervenir des voies dépendantes et indépendantes de la protéine G (16).

1.2.1.7.6.Le métabolisme de 1'acide arachidonique des PN.

1.2.1.7.6.1.Libération d'acide arachidonique.

En réponse a un stimulus, les PN libérent de l'acide arachidonique qui est
ensuite métabolisé en eicosanoides, tels les prostaglandines, les thromboxanes
et les leucotriénes (16). Le mécanisme précis par lequel 1'acide arachidonique
est libéré des phospholipides membranaires est imparfaitement connu; les
principales voies métaboliques impliquées sont résumées par la figure 17 (16):
1) l'acide arachidonique peut étre clivé par la phospholipase Ap (PLAp) a
partir de la phosphatidylcholine (PC), du phosphatidylinositol (PI) et de la
phosphatidyléthanolamine (PE), principalement (16). Il s'agirait de la voie
majeure (16). Le Ca?* est nécessaire pour l'activation de la PLA2. L'activation
de celle-ci serait modulée par la PKC et d'autres facteurs (16). Dans tous les
cas, son activation nécessite une augmentation de la concentration en Ca?*
cytoplasmique et une protéine G fonctionnelle (16).

2) l'acide arachidonique peut étre obtenu 2 partir du diacylglycérol grice 4 la
diacylglycérol lipase (16).

1.2.1.7.6.2.Métabolisme de l'acide arachidonique.

Il peut donner naissance a 3 types de composés: les prostaglandines, les
thromboxanes et les leucotriénes (12,16).

Les prostaglandines et les thromboxanes sont générés grace a la prostaglandine
endoperoxyde synthétase; les leucotriénes par les lipoxygénases (12). Dans les

PN, c'est principalement la voie des lipoxygénases qui prédomine (12).
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Figure 17 : Evénements aboutissant a la
libération d'acide arachidonique, d'apres
Sha'afti et coll. (16).

Stimulus

; Phospholipides
Protéine G

| Y

FLE Augmentation ———= PLA2

l /_Ca2+ intacellulaire

PIP2 —IP3 + DG
+—

{

PIP —» P2+ DG PKC Lysophospho
e lipides +
l acide
arachidonique

PIP — IP+DG Tyrosine kinase
<

\

DG lipase

PLC : phospholipase C, PIP» : phosphoinositoside biphosphate, PIP :
phosphoinositoside monophosphate, PI : phosphoinositoside, IP3 :
inositoside triphosphate, IP : inositol biphosphate, IP : inositol
monophosphate, DG : diacylglycérol, PKC : protéine kinase C, PLA>
: phospholipase A2.
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1.2.1.7.7.Le platelet activating factor (PAF).

La formation du PAF est résumée par la figure 18 (16).
Le PN posseéde des récepteurs pour le PAF (16). Le PAF agit sur les plaquettes
et les PN (16). Chez ces derniers, il active divers processus dont le

chimiotactisme, la dégranulation, I'agrégation, le métabolisme oxydatif...(16).

1.2.1.7.8.Les ions Na™ et KT.

Ils ne semblent pas étre des éléments essentiels au processus de couplage (12).
La concentration intragranulocytaire en K est supérieure a celle du milieu
extracellulaire, a l'inverse du Na*t (3). Ce gradient est maintenu grice a l'action
d'une pompe Nat/K" dont I'énergie provient de I'hydrolyse de I'ATP, via une
ATPase membranaire sensible au Nat, K* et Mg2™, et inhibée par l'ouabaine

(3).
1.2.1.7.9.Le calcium (Ca2+) intracellulaire.

L'intervention de cet ion a déja été évoquée. Aprés stimulation des PN, on

observe un passage du ca?t a partir du milieu extracellulaire vers le milieu

2+ 3 partir des sites de

intracellulaire, accompagné d'une libération de Ca
stockage intracellulaire (16).

Le Ca%t pourrait intervenir dans la polymérisation de I'actine, et par
conséquent dans la mobilité du PN; ainsi que dans la dégranulation des PN

(13).

1.2.1.7.10.Les nucléotides cycliques.

I'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et la guanosine monophosphate
cyclique (GMPc) exercent des influences régulateurs opposées sur un grand
nombre de cellules (20). Les réactions lymphocytaires mixtes (21,22), la
production du facteur du complément C2 par les monocytes (23), la libération

de médiateurs en relation avec les phénomeénes d'allergie (24,25), la
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Figure 18 : Formation du platelet activating
Jfactor, d'aprés Sha'afti et coll. (16).

Stimulus de couplage

Phosphatidylcholine
liée a des éthers

\ /
lonophore——= Flux de Ca2+

v
Phospholipase A2 ® Phospholipase A2 —&
activ‘é/
Acides gras
PAF acéther Lyso PAF acéther
Coenzyme A Acétylcoenzyme A

Acétyltransférase

PAF : plateiet aciivating racior.
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cytotoxicité dépendant des lymphocytes T (20), la production d'anticorps
(20)... sont diminués par 'AMPc et par les agents augmentant la production
d'AMPc.

Le GMPc augmente l'intensité des phénomeénes décrits précédemment (20).
L'AMPc et le GMPc sont également impliqués dans la régulation du glycogéne
(20,26), du leukocyte activating factor (27,28), des fonctions du monocyte
(29); ils sont aussi perturbés par des maladies tumorales (30).

L'incubation des PN avec de I'AMPc, ainsi qu'avec des agents qui augmentent
les taux d'AMPc intragranulocytaire (épinéphrine, isoprotérénol, la toxine du
choléra, les prostaglandines E et E5..), inhibe le chimiotactisme de ces
cellules (25,31,32). Au contraire, le GMPc et les agents qui augmentent la
concentration granulocytaire en GMPc (acétylcholine, phorbol myristate
acétate (PMA), prostaglandine F»...) augmentent le chimiotactisme des PN
(25).

L'incubation du FMLP avec les PN provoque une augmentation transitoire de
I'AMPc dans les 30 secondes qui suivent I'exposition a ce peptide, avec retour
a la normale aprés 5 minutes (33,34). Ce phénomeéne est aussi observé avec des
cellules tumorales (35). Cependant, l'amplitude du pic d'AMPc n'est pas
proportionnelle a I'intensité du chimiotactisme (33). Il n'y a pas d'augmentation
significative du taux de GMPc dans la minute qui suit l'exposition au FMLP
(36). Le traitement des PN avec la PGEj diminue le flux de CaZ*
transmembranaire lié a 1'exposition au FMLP (37).

Les agents chimiotactiques (FMLP) et les modulateurs chimiotactiques
(phorbol myristate acétate, PGFp, phényléphrine, carbachol...) peuvent tous
deux élever le taux de GMPc intragranulocytaire (25). Le lévamisole a des
concentrations de l'ordre de 10~ mol/ L peut augmenter le chimiotactisme et
la migration spontanée, ainsi que le GMPc intragranulocytaire (38).

Il est possible qu'en assurant le maintien du GMPc & un niveau suffisant,

I'assemblage des microtubules et la migration des PN soient favorisées (24).
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D'autres immunomodulateurs (tuftsine, assimexon, muramyl-peptide...)
inhibent le chimiotactisme sans perturber le taux des nucléotides cycliques du
PN (39).

Les facteurs augmentant le taux d'AMPc du PN et ' AMPc lui-méme diminuent
la libération d'hydrolases lysosomiales dans le milieu extérieur, de méme que
le traitement des PN par la colchicine ou la vinblastine (26,31,40,41). Le
GMPc et les facteurs augmentant le GMPc intragranulocytaire ont un effet
inverse (26,30,40,41). Ceci pourrait signifier que les nucléotides cycliques, par
un effet indirect sur les microtubules, influencent la fusion avec les vacuoles
de phagocytose (26,41).

Le calcium intracellulaire intervient dans le processus de couplage stimulus-
réponse en ayant accés au processus intracellulaire responsable de
l'accumulation de GMPc (26,41,42). L'antagonisme entre GMPc et AMPc
pourrait étre expliqué par leur capacité a réguler des kinases ou des
phosphatases intervenant au niveau de substrats communs (enzymes, protéines
de structure...) (43).

L'élévation de ' AMPc se déroule en méme temps que I'hyperpolarisation de la
membrane et précéde la libération des hydrolases granulaires ainsi que la
production d'anion superoxyde (44). L'élévation de ' AMPc peut étre découplée
de ces phénomeénes par des modifications de la composition ionique

2+ et remplacement par Na* ou K*), ce qui

extracellulaire (élimination du Ca
suggérerait que I'AMPc n'est pas un facteur-clef dans le processus de couplage
précoce (45).

La stimulation préalable de la surface du PN par les prostaglandines Eq ou Ip
libére des quantités importantes d'AMPc, ce qui pourrait expliquer, en grande
partie, l'effet stabilisant de ces prostaglandines sur la dégranulation et la
production d'ion superoxyde (45).

Pendant le contact des PN avec des particules de zymosan recouvertes de

facteur rhumatoide, des agents tels 1'épinéphrine, l'isoprotérénol et I'AMPc
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inhibent a la fois l'ingestion de particules et la libération de béta-glucuronidase
(46). Cette action de 1'épinéphrine est associée a une élévation concomitante de
I'AMPc intragranulocytaire (46). Le GMPc et l'acétylcholine accélérent la
dégranulation sans affecter la phagocytose de particules (46).

Les agents de type FMLP ou les complexes immuns induisent une libération
des granules primaires et secondaires avec élévation du taux d'AMPc, alors que
la concanavaline A et le PMA ne provoquent qu'une dégranulation des
granules spécifiques sans modification du taux d'AMPc (47).

Les PN sont moins sensibles que les lymphocytes aux agonistes de
l'adénylcyclase (48).

L'assemblage des microtubules est altéré chez les patients atteints de la maladie
de Chédiak-Higashi, avec une augmentation importante du taux d'AMPc et une

altération de la fluidité membranaire (49,50).
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1.2.2.Les fonctions du PN.

1.2.2.1.Le chimiotactisme.

1.2.2.1.1.Introduction.

Le chimiotactisme peut étre défini comme une migration unidirectionnelle des
PN en réponse a un gradient de substances douées de propriétés attractives vis-
a-vis d'eux, et appelées facteurs chimiotactiques (51). Placés dans un gradient
de facteurs chimiotactiques, les PN vont adhérer a des surfaces et commencer
un mouvement amiboide, orienté dans le sens de croissance du gradient (51).
Ce processus favorise, in vivo, l'accumulation des PN dans le site
inflammatoire aprés la reconnaissance des cellules étrangéres (bactéries, par
exemple) (52).

Le chimiotactisme comprend deux grands phénomeénes: la génération des
facteurs chimiotactiques d'une part; et d'autre part la perception de ces facteurs

par les PN, ainsi que la réponse de mobilité de ceux-ci (52).

1.2.2.1.2.La génération des facteurs chimiotactiques.

De nombreux facteurs chimiotactiques existent dans l'organisme humain sous
la forme de précurseurs, nécessitant une activation en;ymatique avant de
pouvoir attirer les PN (12).

On distingue parmi les facteurs chimiotactiques les cytotaxines (action
attractives directe) et les cytotaxinogénes, qui induisent la formation de
cytotaxines (51).

Les principaux facteurs chimiotactiques sont de nature protéique (protéines
bactériennes, FMLP, C5a, facteur chimiotactique des PN...) ou lipidiques
(LTB4, 5-HETE, 5,12-HETE, 8,15-HETE, lipoxines, PAF...) (52). Ces

données sont résumeées par le tableau IX (52).
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Tableau IX : Facteurs chimiotactiques pour le
polynucléaire (2,3,7,9,12,13,52).

Protéines

Protéines bactériennes

Formyl-méthiony!-leucyl-phénylalanine
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Leucotrienes (LTB4, b-HETE, 5,12-HETE, 8,15-HETE)

Lipoxines

Piatelet-activating factor
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1.2.2.1.3.Reconnaissance des facteurs chimiotactiques et
mobilité du PN.

La réponse chimiotactique des PN au gradient de concentration de facteur
chimiotactique implique la liaison de ce facteur a un récepteur de membrane
spécifique au niveau des PN (12,51). Cette liaison va activer des processus
biochimiques cellulaires, une réorganisation de la surface cellulaire et des
modifications du cytosquelette pour permettre l'orientation de la cellule dans le
sens du gradient et la production de la force nécessaire au déplacement
cellulaire (12).

1.2.2.1.3.1.Mécanisme du chimiotactisme.

1.2.2.1.3.1.1.Les étapes du chimiotactisme.

Le chimiotactisme comprend 5 étapes distinctes, mais étroitement intriquées :
1) la reconnaissance du facteur chimiotactique par le PN, 2) l'adhésion du PN
3) l'activation des processus biochimiques nécessaires a 4) l'orientation du
mouvement cellulaire et 5) la génération de la force nécessaire au mouvement
cellulaire (52).

1.2.2.1.3.2.2.La reconnaissance facteur chimiotactique-récepteur.

La reconnaissance des facteurs chimiotactiques par le PN est réalisée par une
série de récepteurs cellulaires localisés a la surface du PN (12,52). Ces
récepteurs sont des protéines de membrane dont les deux extrémités sont
douées de propriétés différentes (12,52). Une extrémité est saillante au niveau
de la surface du PN, l'autre transperce la membrane cellulaire et est associée a
des composants du cytoplasme qui contrélent la biochimie du PN (17,51,52).
Chimiquement, les récepteurs aux facteurs chimiotactiques sont des
glycoprotéines dont 'élément glycosylé est situé en surface du PN (12,18,52).
11 existe un récepteur spécifique pour chaque facteur chimiotactique (51,52).
Les récepteurs sont distribués a la surface du PN (52). Lorsque le facteur

chimiotactique entre en contact avec le récepteur, il se lie & lui via une
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complémentarité de volume de type clef-serrure (51). La liaison facteur
chimiotactique-récepteur va modifier l'extrémité interne du récepteur, en
contact avec le cytoplasme (52). Cette modification du récepteur active une
série de réactions biochimiques, en particulier la synthése et I'hydrolyse du
PIP) & partir des lipides de la membrane cellulaire (figure 19) (52). Celle-ci
influence directement et indirectement 1'adhésion cellulaire, I'orientation de la
cellule et le mouvement cellulaire (52). L'hydrolyse du PIP» va générer 2
produits : le diacylglycérol (DAG) et l'inositol triphosphate (IP3) (16,52).

2+ 3 partir d'un pool intracellulaire de

L'TP3 permet la libération d'ions Ca
Ca2+, augmentant donc la concentration intracellulaire en Ca?* (16,52).
L'activation par le facteur chimiotactique de la production de PIP), de la
libération de DAG et de l'augmentation de concentration cytoplasmique en
Ca2*, & I'endroit ol le facteur chimiotactique se lie a son récepteur, rend les
trois seconds messagers disponibles pour réagir avec les protéines effectrices
au niveau cytoplasmique (51,52).

Comme ces seconds messagers ne sont produits que dans les zones proches des
récepteurs auxquels se sont liés les facteurs chimiotactiques, les effets
biochimiques sont donc répartis de fagon asymétrique dans la cellule (51,52).

Ces données sont résumées dans les figures 19 et 20 (52).

1.2.2.1.3.3.Les effets biochimiques des seconds messagers.

Les seconds messagers activent une série d'événements biochimiques.
1.2.2.1.3.3.1.Fusion des granules avec la membrane.

Les messagers activent le mouvement des granules vers la membrane, ainsi que
la fusion de ceux-ci avec la membrane plasmique (16). Les granules
contiennent des protéines promotrices de l'adhérence des PN a I'endothélium
(CD 11 et CD 18) ainsi que des récepteurs aux facteurs chimiotactiques

(12,13). Comme ce phénomeéne est local au niveau cellulaire, I'augmentation
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Figure 19 : Représentation schématique de
l'activation du chimiotactisme des _
polynucléaires par un facteur chimiotactique,
d'aprés Howard (52).
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Figure 20 : Schéma de la réponse
chimiotactique, d'aprés Howard 52).
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des récepteurs aux facteurs chimiotactiques et la sensibilit¢ du PN a de
nouvelles molécules de ces facteurs sont également polarisées au niveau
cellulaire (52,53).

1.2.2.1.3.3.2.Interaction avec le cytosquelette.

Le PIP) et le Ca* agissent comme régulateurs au niveau de la formation et
des interactions biochimiques relatives aux microfilaments et aux microtubules
(16,52,53). Les microtubules sont formés de polymeéres de tubuline et sont
essentiels pour l'orientation du PN (12). Les microfilaments sont constitués
d'actine (qui peut réagir avec la myosine) et jouent un role important au niveau
du contrdle de la forme du PN ainsi que de sa locomotion (12).
1.2.2.1.3.3.3.Interaction avec les protéines kinases.

Le Ca?t réagit avec le DAG ou avec la calmoduline (une protéine liant le
calcium) pour activer une ou plusieurs enzymes appelées protéines kinases C
(PKC) et kinase dépendante du calcium/calmoduline (Ca-CAM K)
(12,16,52,53). Ces kinases phosphorylent des protéines (12). Elles transférent
le groupement phosphoryl de I'ATP sur les microtubules et les microfilaments,
ainsi que leurs protéines régulatrices, comme les protéines associées aux
microtubules (MAPS) et la myosine (52,53). Ces protéines phosphorylées
controlent la formation du réseau de microtubules et de microfilaments au
niveau du PN, et par conséquent, I'orientation et la mobilité cellulaire (52,53).

L'ensemble de ces données est illustré par les figures 19 et 20 (52).

1.2.2.1.4.Conditions du déplacement des cellules.

Au cours du déplacement du PN, les membranes se déploient a la fagon d'une
bande de roulement d'autochenilles, dans une direction privilégiée, celle du
gradient croissant en facteur chimiotactique (51). Une telle locomotion
implique un dispositif contractile, un couplage entre la surface extérieure et le
dispositif contractile et un moyen de faire apparaitre de nouvelles zones

d'adhésion dans la région du front de déplacement de la cellule (51,52).
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L'adhésion des PN aux surfaces endothéliales constitue une étape importante
dans la réaction inflammatoire (51). Une série de protéines de surface sont
impliquées dans ce phénomene: le récepteur MAC-1 (aussi appelé MO-1 et
OKM1), qui fonctionne comme récepteur pour le C3bi (CR3); le récepteur
LFA-1 et le récepteur p 150,95 (13). L'adhérence des PN aux surfaces
endothéliales dépend du nombre de charges négatives respectivement portées
par le PN et par la cellule endothéliale (51). Ces charges négatives sont celles
des acides sialiques et sans doute celles des fonctions carboxyliques des
glycoprotéines de membrane (51). La figure 21 résume les mécanismes
proposés par la littérature permettant d'expliquer 1'adhésion des PN a divers
substrats (19). La progression du PN nécessite que de nouvelles possibilités
d'adhésion apparaissent en méme temps que cessent les premiéres apparues
(51). La réorganisation cellulaire des microtubules est continuelle et permet a
la cellule d'adapter son cytosquelette a son déplacement et aux mouvements
internes des organites (51). La polarité du déplacement chimiotactique semble
sous-tendue par l'apparition de faisceaux paralleles de microtubules, allant du
centrosome vers la région d'extension du cytoplasme (51). Ces données sont
résumées par la figure 22 (51).

Finalement, le PN migre vers la bactérie selon le gradient de facteur

chimiotactique, ensuite la phagocyte, puis la tue (51).
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Figure 21 : Les quatre mécanismes proposés
par la littérature permettant d'expliquer
l'adhérence des polynucléaires a divers
supports, d'apres Morin (19).
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Figure 22 : Principaux éléments impliqués
dans le déplacement des polynucléaires,
d'apreés Giraudet et coll.(51).
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1.2.2.2.La phagocytose.

1.2.2.2.1.Introduction.

La notion de phagocytose par des effecteurs cellulaires pouvant intervenir au
niveau de la défense antibactérienne fut mise en évidence par Elie Metchnikoff
dés la fin du 19¢éme siécle (54). Ce concept fut opposé dans un premier temps a
celui du role prépondérant joué par des effecteurs humoraux, a savoir les
anticorps (54). En fait, les chercheurs se rendirent rapidement compte que ces
2 systémes agissaient en coopération et que les facteurs humoraux,  savoir les
anticorps et les facteurs du complément, aidaient a la reconnaissance et la
destruction d'organismes étrangers par les effecteurs cellulaires: les phagocytes
(54). Ce processus de coopération est appelé opsonisation (54).

Le PN est, quantitativement tout du moins, le principal phagocyte chez
I'nomme (12,51). Au niveau sanguin, il constitue la cellule la plus abondante
de ce type et, au sein de ce tissu liquide, peut directement agir contre les
bactéries et les organismes unicellulaires (12).

Le mécanisme de phagocytose est suivi de la génération de diverses
substances, oxydantes ou non, qui seront détaillées dans le chapitre suivant,

relatif a la bactéricidie (1.2.2.3.).

1.2.2.2.2.Mécanisme du processus de phagocytose.

1.2.2.2.2.1.Mécanisme général.

Les PN migrent vers les sites d'infection tissulaire par le processus de
chimiotactisme, précédemment décrit (51,54,55). Les organismes reconnus
comme étrangers sont alors étroitement mis en contact avec la membrane du
PN (55,56). 1l s'en suit une série de réactions complexes qui aboutissent a
lingestion de cet organisme par phagocytose (56,57). Une fois ingérée, la

particule est alors digérée et détruite, partiellement ou totalement (54).



74

1.2.2.2.2.1.1.Internalisation de la particule.

Le processus d'internalisation, appelé endocytose, est déclenché par des
particules opsonisées qui sont reconnues par des récepteurs spécifiques des
opsonines C3b et Fc (12). Les récepteurs intervenant au niveau du processus
d'opsonisation sont repris dans le tableau X (56). Il existe aussi des récepteurs
non spécifiques qui fixent les particules non opsonisées (56).

Le PN, au pdle de reconnaissance des opsonines, émet des pseudopodes qui
englobent progressivement la particule (54,56). La membrane plasmique du
PN s'invagine, recouvre la particule et finalement l'isole dans un lysosome
spécial appelé phagolysosome ou phagosome (56). Ces données sont reprises
dans la figure 23 (56).

1.2.2.2.2.1.2.La dégranulation.

Durant et aprés ce processus, les granules du PN migrent vers le phagosome et
leurs membranes fusionnent avec celle du phagosome de telle sorte que le
contenu des granules est libéré dans le phagosome et dans le milieu
environnant (56,58,59,60). Ce processus est appelé dégranulation (59).

Le relargage des granules azurophiles est rapide et massif (56). Il commence
bien avant que le phagosome ne soit fermé (56). Ainsi, aprés la phagocytose, il
se produit une augmentation transitoire du pH due a l'action des protéines
cationiques (54). Ensuite, le pH chute et les enzymes lysosomiales entrent en
action (54). La lactoferrine fixe les ions libres (54). Le lysozyme digere le
peptidoglycan des parois bactériennes (54). La sécrétion du contenu des
granules du PN peut aussi se produire en dehors du contexte de la phagocytose
: lors de la mort de la cellule ou en présence d'une importante concentration de
cytokines (56).

1.2.2.2.2.1.3.L'explosion respiratoire.

Simultanément, la liaison de la particule a la membrane du PN active une
NADPH oxydase quiescente localisée au niveau de la membrane du PN,

causant une augmentation massive de la consommation d'oxygene (56). Une
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Tableau X : Récepteurs pour le fragment Fc et
les facteurs du complément au niveau des
phagocytes, d'apreés Silverstein et coll. (56).

Récenteur Lipgand Poids moléculaire Localisation cellulaire

Fctype I Monomeres 72 kDa Monocytes,macrophages
d'immunoglobulines
Fetype 11 Agrégats d'immunoglobulines 42 kDa Granulocytes,monocytes,
plaquettes
Fc type III Agrégats d'immunoglobulines 50-70 kDa Granulocytes,macrophages,
lymphocytes

Complément type 1 (CR1) C3b,C4b,C3bi 210-290 kDa Granulocytes,macrophages,
monocytes,lymphocytes B
Complément type 3 (CR3) C3bi, fibrinogéne,facteur X 95-170 kDa Granulocytes,monocytes,

macrophages,lympnocytes
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Figure 23 : Mécanisme possible de la
phagocytose selon la zipper hypothése,
d'apreés Silverstein et coll. (56).
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fois démarrée, cette "explosion respiratoire" dure 15 & 20 minutes et produit
deux substances importantes : I'ion superoxyde (02) et I'eau oxygénée (H20)
(56).

Le processus de génération d'espéces oxydantes sera vu plus en détail dans le
chapitre suivant (1.2.2.3.).

L'ensemble du processus est résumé par la figure 24 (54).

La totalit¢ du processus de phagocytose, depuis la reconnaissance de la
particule jusque la dégranulation prend quelques minutes (56). Les bactéries
sont tuées généralement durant ce laps de temps (54). La digestion qui va
suivre se poursuivra durant plusieurs heures (54). La destruction de I'agent
agresseur par les phénomeénes oxydatifs et non oxydatifs sera développé dans

le chapitre suivant.
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Figure 24 : Le processus de phagocytose,
d'apreés Roitt et coll. (54).
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1.2.2.3.La bactéricidie.

1.2.2.3.1.Introduction.

Chez I'homme, la phagocytose est réalisée de fagon rapide et efficace par les
PN, les polynucléaires éosinophiles, les monocytes et les macrophages (54,56).
Ces phagocytes spécialisés constituent la premiére ligne de défense de
l'organisme contre l'infection (54,56).

Quand les phagocytes, en réponse a un stimulus chimiotactique, migrent vers
les sites d'infection, ils sont mis en contact avec les micro-organismes
agresseurs et l'ingestion s'en suit (54). Une fois ingérés, les micro-organismes
sont retenus dans des vacuoles intracellulaires (phagosomes) ou ils sont
exposés a des facteurs antimicrobiens (54). Ils peuvent ensuite étre tués
(54,60).

Les PN possédent plusieurs méthodes pour détruire les bactéries. Ces méthodes
sont généralement classées en mécanismes oxygéne-indépendants et oxygene-

dépendants (54,56).

1.2.2.3.2.Les mécanismes oxygéne-indépendants.

11 est assez difficile de déterminer 'efficacité des mécanismes bactéricides non-
oxydatifs, mais il existe plusieurs éléments pour affirmer qu'une activité
antibactérienne importante puisse se manifester en 1'absence d'oxygeéne (54).

D'abord, l'efficacité des mécanismes oxygéne-indépendants peut étre
démontrée dans des modéles expérimentaux appauvris en oxygéne (54).
Ensuite, les PN de patients atteints de granulomatose chronique, qui sont
incapables de générer les espéces oxygénées microbicides peuvent néanmoins
tuer des quantités limitées de la plupart des bactéries (13,54). Troisiemement,
il est connu que les constituants des granules de PN possédent une activité

bactéricide (56).
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1.2.2.3.2.1.Les protéines bactéricides du PN.

1.2.2.3.2.1.1.Les protéines cationiques.

Les études sur des fractions de PN lysés ont localisé les protéines
antibactériennes au niveau des granules cytoplasmiques (12,56,60). Plusieurs
protéines ont été décrites; nous reprendrons ici les principales d'entre elles
(54):

1) deux types de protéines cationiques spécifiques des gram négatifs ont été
décrites: la premiére de poids moléculaire 37 kDa et la seconde de poids
moléculaire 57 kDa. Ils sont présents au niveau des granules primaires et
secondaires et nécessitent une gamme de pH comprise entre 5.6 et 7.4 (54);

2) une protéine bactéricide augmentant la perméabilité (PBI), de poids
moléculaire 60 kDa, également spécifique des gram négatifs, a été localisée au
niveau des granules azurophiles. Elle requiert un pH proche de 7.0 (54);

3) trois peptides de faible poids moléculaire (inférieur a 3.5 kDa) appelés
défensines ont été mis en évidence au niveau des granules azurophiles (54). Ils
possédent des propriétés a la fois bactéricides et antifongiques. Ils requiérent
un pH compris entre 7.0 et 8.0 (54).

Ces protéines de type cationique sont davantage présentes dans les PN que
dans les macrophages (54). Elles sont surtout efficaces a des pH basiques, qui
sont observés avant 'acidification du phagosome (54).

1.2.2.3.2.1.2.Le facteur bactéricide azurophile.

I s'agit d'une protéine extraite des granules azurophiles, possédant une activité
bactéricide vis-a-vis des gram positifs et négatifs, a un pH optimum de 5.5
(54). Ce pH est celui qui existe dans le phagosome aprés l'ingestion de
microorganismes (54). Ces données sont résumées par le tableau XI (54).
1.2.2.3.2.1.3.Le lysozyme.

Le lysozyme est une protéine cationique de 14.5 kDa, localisée au niveau des
granules primaires et secondaires des PN (12). 1l est aussi présent au niveau

des monocytes et des macrophages (12).
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Le lysozyme est secrété de fagon constitutive, indépendamment de I'état
d'activation du PN (12,54,61).

Le lysozyme peut agir soit a I'intérieur du phagosome, soit sous forme excrétée
(54). 11 détruit la liaison entre la N-acétylmuramine et la N-acétylglucosamine
des protéoglycans des parois bactériennes, ce qui peut entrainer la lyse des
bactéries gram positif (54). L'accés aux parois des gram négatifs (entourées par
une double couche lipidique) requiert l'intervention conjointe d'autres systémes
comme les composants lytiques du complément ou les protéines cationiques
lysosomiales (12,17,54,61).

La contribution précise du lysozyme a l'activité microbicide du PN n'est pas
claire (54). Cependant, la digestion de la bactérie dans le phagosome est en
1.2.2.3.2.1.4.Les hydrolases acides.

Le PN contient, au niveau de ses granules primaires, plusieurs types
d'hydrolases acides: N-acétyl-glucuronidase, cathepsines B et D, béta-
glucuronidase, béta-glycérophosphatase, alpha-mannosidase, qui peuvent
intervenir au niveau du processus bactéricide a pH acide (54,61,62).

1.2.2.3.2.2.La production d'inhibiteurs de croissance.

1.2.2.3.2.2.1.L'arginase.

Dans certains cas, c'est l'aptitude a inhiber la croissance bactérienne par la
sécrétion de molécules détruisant ou diminuant l'accessibilité de substances
trophiques, qui est importante (54). Ainsi, 1'arginase limite la disponibilité de
l'arginine et si cet effet pose peu de problémes a la plupart des bactéries, il a
été a montré une corrélation entre l'activité cytolytique des phagocytes sur les
schistosomules et leur sécrétion d'arginase (54). Les cellules tumorales sont

également sensibles a l'action de cette enzyme (54,61).
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1.2.2.3.2.2.2.La lactoferrine.

La lactoferrine se lie aux macrophages au moyen d'un récepteur spécifique;
elle est endocytée et peut pénétrer dans le phagosome ou elle est active a pH
acide (3). Les neutrophiles sont capables de synthétiser de la lactoferrine et de
la stocker au niveau des granules (3,54,61). La lactoferrine fixe le fer, méme a
pH acide et en prive ainsi les bactéries, ce qui limite leur croissance (3,54,61).
Il faut noter que des PN surchargés en fer perdent ainsi une partie de leur
pouvoir bactéricide (3,54,61).

1.2.2.3.2.3.Variations de pH au sein du phagosome.

Dans un premier temps, le pH du phagosome augmente permettant l'action
toxique des protéines cationiques sur la membrane des bactéries (63). Cette
phase est relativement courte (63).

Dans un deuxiéme temps, une acidification du phagosome dans les 10 a 15
minutes est observée (63). L'acidification du phagosome a lieu au moment de
la fusion du lysosome; elle augmente l'activité de la myéloperoxydase et
favorise l'action peroxydasique de la catalase (54,63).

Par elle-méme, l'acidification du phagosome peut endommager certains
microorganismes (54). Le pH atteint a 3.5-4.0, valeurs auxquelles des parasites
tel le Toxoplasma gondii, sont sensibles (54). En outre, le pH optimal de la
majorité des enzymes lysosomiales est acide, ainsi que celui de la lactoferrine
(54).

Tous ces mécanismes nécessitent la formation du phagosome (54). Ces

données sont résumées par la figure 25 (54).

1.2.2.3.Les mécanismes oxygéno-dépendants.

1.2.2.3.1.Introduction.

Nous avons évoqué dans le chapitre précédent le processus de phagocytose par

le PN d'une particule étrangére, par exemple une bactérie. Aprés la
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Figure 25 : Mécanismes impliqués dans la
lyse bactérienne, d'apres Roitt et coll. (54).

Acide B asique

Action des enzymes
lysozomiales et de
la lactoferrine

Action des protéines
cationiques



85

phagocytose, le PN dispose d'une série de moyens trés élaborés et trés
performants pour détruire cette bactérie par la production d'espéces oxydantes

activées (63,64,65,66).

1.2.2.3.3.2.L'explosion respiratoire.

Durant la phagocytose, les PN subissent une véritable explosion de leur
métabolisme oxydatif (respiratory burst), comprenant principalement 1) une
augmentation de la consommation d'oxygéne; 2) une utilisation accrue du
glucose par la voie des pentoses phosphates; 3) la libération de plusieurs
espéces oxygénées (0p;, HpOp, ‘OH et 105 4) le phénoméne de
chimiluminescence; 5) un furnover accéléré du glutathion réduit (13). La
chimiluminescence peut étre considérée comme I'émission d'un "éclair"
lumineux lié & la production d'une ou plusieurs de ces espéces oxydantes (13).
1.2.2.3.3.2.1.Les espéces oxydantes générées.

L'ion superoxyde Op: est reconnu pour étre le produit initial de l'oxygene
consommeé (13). II est produit par l'intermédiaire d'un complexe enzymatique
associé a la membrane du PN et appelé NADPH oxydase (65,66). Ce complexe
réduit l'oxygéne en utilisant le NADPH comme donneur d'électrons, selon la
figure 26 (13,63,65).

La majeure partie de cet ion superoxyde se transforme alors par un processus
de dismutation (spontanée ou catalysée par la superoxyde dismutase) en eau
oxygénée H2Op, selon la figure 26 (13).

Les radicaux de type OH sont des espéces hautement oxydantes tormees par
l'interaction de l'ion superoxyde O2; et I'Hp02 en présence de fer ou de
certains autres métaux (13,65,66). Ce sont les réactions d'Haber-Weiss,
reprises dans la figure 26 (13).

Le radical OH peut aussi étre généré par l'interaction entre I'H20 et le fer;
cest la réaction de Fenton (fig 26) (13,66). Cette derniére est accélérée par la

présence de l'ion superoxyde (13).
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Figure 26 : Génération des espéces oxydantes
du polynucléaire, d'aprés Forehand (13).
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Le role physiologique de ces radicaux et le controle de leur production restent
mal connus (13,65,66).

Ces espéces sont formées selon la réaction reprise dans la figure 26 (13).
D'autres espéces oxydantes ont été reconnues récemment, comme les
chloramines, formées par la réaction entre I'hypochlorite et les amines, selon la
figure 26 (13).

Le role physiologique critique de 1'explosion respiratoire est illustré par la
granulomatose chronique, caractérisée par une déficience marquée en
génération d'espéces oxydantes et par la présence d'infections bactériennes a
répétition (13).

1.2.2.3.3.2.2. Activation de I'explosion respiratoire.

Le démarrage de l'explosion respiratoire nécessite un signal approprié pour
activer la NADPH oxydase quiescente (65). Cette étape peut étre initiée de
plusieurs facons : 1) interaction de certains ligands avec leur récepteur
membranaire; 2) insertion dans la membrane plasmique d'ionophores qui
initient ou médient les mouvements de cations a travers la membrane; 3) par
les esters de phorbol via une activation directe du Ca* et d'une protéine
kinase C phospholipide dépendante (13,16,63,65,66).

Les principaux stimuli in vitro de I'explosion respiratoire sont les suivants :
PMA, facteurs chimiotactiques d'origine bactérienne, facteurs du complément,
ionophores calciques, lectines végétales, particules inertes, ions fluorures,
complexes immuns, dérivés de l'acide arachidonique, analogues structurels de
linositol et du diacylglycérol, détergents, anticorps antineutrophiles,
cytochalasine E, phospholipase C, PAF, PGDF (platelet-derived growth factor)
(13,16,63,64,65,66).

L'explosion respiratoire associée a la phagocytose de bactéries par les PN
démarre 30 4 60 secondes aprés le contact avec la bactérie opsonisée (IgG,
C3..) (63). Ce délai est probablement lié aux étapes biochimiques

(transduction du signal, couplage stimulus-réponse...) requises pour lier
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l'interaction ligand récepteur (stimulation) avec la modification de la NADPH
oxydase a 1'état actif (activation) (16). Ces étapes ont déja été évoquées dans le
chapitre relatif au couplage stimulus-réponse; elles sont résumées par la figure
27 (13).

Lorsque les PN sont stimulés par des esters de phorbol, plusieurs protéines sont
phosphorylées, en association avec la libération de I'anion superoxyde (64).
Des phosphorylations atypiques de protéines, observées en cas de
granulomatose chronique, suggérent que ces phosphorylations jouent un réle
dans 'explosion respiratoire (13). Leur role exact reste mal connu (13).

La stimulation du PN est également accompagnée du transfert de constituants a
partir de sites de stockage intracellulaires vers la membrane du PN
(translocation) (63,65). En particulier, le cytochrome b qui est probablement
un composant de la NADPH oxydase, se trouve chez les PN non stimulés
comme composant de la membrane des granules spécifiques (65). Apres
stimulation du PN, il est transféré vers la membrane du PN et vers la
membrane du phagosome (65).

1.2.2.3.3.2.3.La NADPH oxydase.

L'explosion respiratoire associée a la phagocytose est essentiellement catalysée
par la NADPH oxydase (65). Cette enzyme est un complexe de plusieurs
enzymes, proche de celui trouvé au niveau des phosphorylations oxydatives
mitochondriales (63,65). La structure exacte du complexe reste mal connue, en
raison de son instabilité in vitro et de son état non-fonctionnel lorsque le PN
est au repos (65).

Deux composants semblent probables: une flavoprotéine qui oxyde le
NADPH, et un cytochrome qui joue le role de transporteur d'électrons du

systéme (65).
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Figure 27 : Modéle proposé pour le couplage
stimulus-réponse, d'aprés Forehand et coll.

(13).
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Sous certaines conditions expérimentales, l'activitt NADPH oxydase des
préparations cellulaires requiert le FAD (flavine adénine dinucléotide), et non
le FMN (flavine mononucléotide) et la riboflavine (12,13,63,65). Le FAD
retrouvé au niveau de la membrane est réduit par le NADPH en anaérobiose
(65). Cependant, la flavoprotéine n'a pas été reconnue avec certitude (65). Un
candidat possible serait un composé associé 4 la membrane de 66 kDa (65).
Son affinité avec le 2',3' dialdéhyde dérivé du NADPH suggére une fonction
de substrat, mais d'autres études repoussent son role catalytique (65).

Un cytochrome de type b, présent dans les cellules phagocytaires est
maintenant reconnu comme composant de la NADPH oxydase (63,65). Dans
sa forme réduite, le pic d'absorption se situe a 558 nm d'ou son appellation de
cytochrome b558 (63,65). Dans les cellules au repos, la plupart de ce
cytochrome b558 est situé au niveau de la membrane des granules spécifiques
(13,63,65). Une partie de ce cytochrome migre vers la membrane plasmique
sous l'action de stimuli de fusion membranaire ou de dégranulation (13,63,65).

Plusieurs faits expérimentaux sont en faveur de I'implication de ce cytochrome
b558 dans la chaine de transport d'électrons depuis le NADPH vers I'oxygene,
probablement comme constituant terminal (65). Le cytochrome est constitué de
deux sous-unités: une petite sous-unité alpha (peptide de poids moléculaire 22
kDa) et une grande sous-unité béta (glycoprotéine de poids moléculaire 91
kDa) (65). Leur mode d'association reste mal connu (65). Chez certains des
patients atteints de granulomatose chronique, un déficit en cytochrome b558 a
été mis en évidence, qui semble en relation avec une absence des sous-unités
alpha et béta (défaut primaire de synthése de la chaine béta, lié¢ au chromosome
X; et défaut de la stabilité d'expression de la chaine alpha) (13,65).

La présence d'ubiquinone au niveau de la NADPH oxydase a été proposée,
mais ce concept ne semble plus s'imposer a I'heure actuelle (63,65).

Les études expérimentales pour identifier les facteurs cytosoliques impliqués

dans la NADPH oxydase furent basées sur l'existence d'une guanosine
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triphosphate (GTP)-binding protein impliquée dans le processus de couplage
(65).

Deux protéines de poids moléculaire 47 kDa (p47) et 67 kDa (p67) furent
mises en évidence par immunoblotting aprés chromatographie d'affinité vis-a-
vis du GTP sur gel d'agarose (65). Ces 2 protéines cytosoliques sont en relation
avec la NADPH oxydase (65).

Le transfert d'électrons entre le NADPH, la flavoprotéine, le cytochrome et
l'oxygéne est résumé par la figure 28 (13).

Le phénotype de granulomatose chronique correspond a plusieurs génotypes
différents, eux-mémes liés avec des dysfonctionnements relatifs aux protéines
p22, gp 91, p47 et p67, principalement. Ces données sont résumées par le
tableau XII (65).

Les 2 peptides constituant le cytochrome b558, soit p22 (chaine alpha) et gp 91
(chaine béta), sont situés dans la membrane plasmique (65). Le groupement
hémique du cytochrome n'est pas forcément associé a la sous-unité p22,
comme il est indiqué sur la figure 29 (65). Les composants cytosoliques p47 et
p67 ont migré au niveau de la membrane o ils sont associés au cytochrome b
(65). Une protéine kinase a phosphorylé p47 sur plusieurs sites, et ce
phénomene favorise peut-étre l'association a la membrane (5). Les fonctions du
GTP et du Mg2+ restent mal connues, mais semblent étre situées dans le
cytosol (65). Le site de liaison du NADPH n'est pas connu (65).Les électrons
sont transférés & des transporteurs proximaux: peut-étre p47 et p67, au
groupement hémique du cytochrome b et ensuite a 'O (65). La flavoprotéine
intervenant au niveau de la NADPH oxydase n'est pas connue (FAD ?) et n'est
pas représentée sur ce schéma (65).

Un défaut au niveau des génes codant pour les quatre protéines représentées
sur ce schéma engendrera un défaut de synthése de l'ion superoxyde et un
phénotype de granulomatose chronique (13).

Ces données sont résumées dans la figure 29 (65).
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Figure 28 : Fonctionnement simplifié de la
NADPH oxydase, d'aprés Forehand et coll.
(13).
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Tableau XII : Constituants de la NADPH
oxydase et rapport avec la granulomatose
chronique, d'aprés Forehand et coll. (13).

Composant déficient Lésion Transmission Prévalence
p22 Membrane Autosomale 5%
gp91 Membrane Liée au chromosome X 51 %
p47 Cytosol Autosomale 33 %
p67 Cytosol Autosomale 5%

Flavoprotéine Membranaire? Liée au chromosome X? 6%
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1.2.2.3.3.2.4.Fin de l'explosion respiratoire.

La durée de l'explosion est bréve et dépend du stimulus : 2 & 3 minutes avec le
FMLP, plus de 10 minutes avec le PMA ou des particules de zymosan (56).

La fin de l'explosion respiratoire pourrait résulter de l'inactivation de la
NADPH oxydase par les systémes bactéricides oxygéno-dépendants ou
oxygéno-indépendants (56). Des faits expérimentaux montrent que le systéme
MPO (myéloperoxydase) oxygéno-dépendant inactive la NADPH oxydase
(56).

1.2.2.3.3.2.5.Les mécanismes antioxydants.

Les produits de I'explosion respiratoire sont libérés dans le phagosome ot ils
participent a la destruction de la particule ingérée (13). La figure 30 illustre les
voies métaboliques de I'explosion respiratoire et les enzymes impliquées (13).
Comme les espéces oxygénées produites pourraient détruire les autres cellules
circulantes, les tissus adjacents et le PN stimulé lui-méme, il est capital quleur
site de production soit limité au phagosome (12). Les PN possédent un arsenal
de mécanismes protecteurs pour neutraliser ces composés OXygenés
"débordant" le processus bactéricide (12).

La superoxyde dismutase est une enzyme cytoplasmique (associée au cuivre et
au zinc) et nucléaire (associée au manganése), et qui est le principal
"nettoyeur" de l'ion superoxyde (12,17,66). Cette enzyme catalyse la
dismutation de deux molécules d'Op; en HpO02 et en Op (12,17,66). La
céruloplasmine plasmatique pourrait avoir un effet similaire au niveau des sites
inflammatoires (12).

Le glutathion est un tripeptide trouvé dans tous les tissus, et permet, en
association avec la glutathion peroxydase, la transformation de 'H2O2 en Hp0

et 05 (12,13,66).
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Figure 29 : Représentation schématique de la
NADPH oxydase : l'électron (e-) provenant du
NADPH est transféré a l'oxygéne grace a deux
protéines cytoplasmiques p67 et p47 et au
cytochrome b (Cyt b), d'apreés Clarck (65).
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Figure 30 : Inactivation des produits générés
par l'explosion oxydative, selon Forehand et
coll. (13).

HOCI H20+4 0,

1 : NADPH oxydase, 2 : superoxyde dismutase, 3 : myéloperoxydase,
4 : catalase, 5 : glutathion peroxydase, 6 : glutathion réductase, 7 :
glucose-6 phosphate déshydrogénase, GSH : glutathion réduit, GSSG
: glutathion oxydé, R-5 P : ribulose-5 phosphate.
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La catalase permet la transformation enzymatique de 1'HpO2 en H20 et Op
(12,13,66).

La vitamine C peut se combiner aux radicaux libres et les neutraliser (12). Elle
peut se combiner au radicaux de vitamine E et régénérer la vitamine E (effet de
synergie) (12). La vitamine E peut aussi neutraliser des radicaux libres (12).

La taurine peut se combiner avec I'hypochlorite pour former une

monochloramine taurine inactive (12).

1.2.2.3.3.3.Le systéme catalysé par la myéloperoxydase (MPO).

1.2.2.3.3.3.1.Localisation de la myéloperoxydase.

La MPO est localisée au niveau des granules primaires des PN, ainsi que dans
les lysosomes des monocytes (63).

1.2.2.3.3.3.2.Structure de la MPO.

Chaque molécule de MPO (PM : 156 kDa) est composée d'un complexe de 2
hémi-MPO, qui conservent chacune l'activité de la MPO entiére (63). Les
hémi-MPO sont constituées d'une sous-unité alpha de 59 kDa et d'une sous-
unité béta de 13 kDa (63). Il y a 2 atomes de fer dans chaque molécule de
MPO, qui sont liés a la sous-unité alpha (63). Des études par résonance de spin
ont montré que la MPO comporte 2 sites de peroxydation, ce qui est
compatible avec la notion de 2 hémi-MPO chacune douée d'activité
enzymatique (63).

1.2.2.3.3.3.3.Fonctions de la MPO.

La destruction oxygéno-indépendante des bactéries peut étre effectuée par le
systtme MPO (12,54,64). La stimulation du PN par la phagocytose va
entrainer la libération du contenu des granules, ainsi que des produits de
l'explosion respiratoire dans le phagosome et dans l'espace extracellulaire
(12,54,63,64). La combinaison de la MPO, de I'H2O2 et d'ions halogénures
(systtme MPO/ Hp0p/ halogénure générera des acides hypohaliques (HCIO,

par exemple) et d'autres intermédiaires, responsables de l'effet bactéricide
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(12,53,54,63,64). La MPO catalyse I'oxydation (par un transfert de 2 électrons)
des halogénures CI°, I', Br™ (ainsi que du SCN") par I'Hp05 (66). L'oxydation
du chlorure semble quantitativement la plus importante, probablement parce
que celui-ci est I'anion cellulaire le plus abondant (63).

L'ensemble des réactions enzymatiques catalysées par le systtme MPO est
résumé par la figure 31 (66).

La toxicité bactéricide de I'acide hypochlorique et des N-chloramines est bien
connue et est illustrée par leur utilisation thérapeutique dans la liqueur de
Dakin (63). Chez I'homme, le role physiologique de ces molécules apparait
moins net (63). En effet, le déficit en MPO ne s'accompagne que de peu de
conséquences cliniques, mis a part une sensibilité exagérée aux infections a
Candida albicans (63). Le mécanisme précis de l'effet bactéricide reste mal
connu (12). Il comprendrait la destruction des systémes de transport
d'électrons, une réduction du pool des nucléotides adényliques et une
oxydation de sites critiques porteurs de fer ou de groupes soufrés, au niveau de
la bactérie (12,63,64,66).

La MPO influence aussi le processus inflammatoire a d'autres niveaux (63).
Par exemple, le systtme MPO inactive plusieurs protéines importantes comme
celles contenues dans les granules des PN, certains facteurs chimiotactiques et
l'alpha-1 antitrypsine (63). De plus, le systtme MPO-HpO»- halogénure
diminue la liaison des peptides chimiotactiques a leurs récepteurs
membranaires (63). Chacune de ces actions peut moduler 1'intensité ou la durée
de la réaction inflammatoire (63).

1.2.2.4.Le role du PN au niveau de la réaction
inflammatoire (récapitulatif).

Le role du PN au niveau de la réaction inflammatoire est multiple, complexe et
encore imparfaitement connu. Cette cellule est en rapport étroit avec d'autres

éléments importants de la défense de l'organisme contre divers facteurs
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agresseurs, comme les immunoglobulines et les facteurs du complément, par
exemple. Le rdle du PN au niveau de la réaction inflammatoire est résumé par

la figure 32 (17).
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Figure 31 : Ensemble des réactions catalysées
par la myéloperoxydase, d'aprés Forehand et

coll. (13).
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Figure 32 : Réponse du polynucléaire lors de
la réaction inflammatoire, d'aprés Wolach et

coll. (17).
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1.3. Transfusion et conservation des
PN.

1.3.1.Indications des concentrés de PN.

1.3.1.1.Les neutropénies et les agranulocytoses.

Les concentrés granulocytaires interviennent principalement au niveau de la
stratégie thérapeutique des surinfections observées chez les patients atteints de
neutropénie sévére (67-78).

La majorité des décés chez ces malades en aplasie ou en agranulocytose est liée
aux infections bactériennes ou fongiques (10,12,79). Cliniquement, ces
infections se révelent sous différents tableaux : fiévre isolée, angine ulcéro-
nécrotique, infections cutanées, foyers infectieux pulmonaires ou périrénaux,
septicémie...(10,12,79).

En réalité, seule une faible proportion de sujets neutropéniques sont candidats
a une transfusion de PN (69,80). Il faut en effet écarter de cette indication les
patients granulopéniques asymptomatiques et les 80 & 85 % de patients
surinfectés répondant correctement aux antibiotiques (67,69,73,76).

En fait, la transfusion de PN est de moins en moins utilisée et a été supplantée
par d'autres armes thérapeutiques (69). Parmi celles-ci, l'apparition de
chambres stériles sous flux laminaires et celle de nouveaux antibiotiques
(céphalosporines de 3éme et 4éme générations, aminoglycosides, en
particulier) ont bouleversé le pronostic et le traitement de ces affections (69).
Récemment, le traitement des neutropénies a pu bénéficier de l'apport des
cytokines : G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) et GM-CSF
(granulocyte-monocyte-colony stimulating factor), principalement (81-92).
Leur utilité a été démontrée dans plusieurs cas : neutropénies secondaires a
l'utilisation d'analgésiques, d'antimitotiques, de pathologies tumorales, de

radiations....(81-92). Cependant, des réserves ont été émises concernant
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l'administration thérapeutique des cytokines: inefficacité chez les patients dont
la moelle a été aplasiée par des chimiothérapies répétées, danger de flambée de
processus leucémiques, existence de tumeurs solides CSF-dépendantes,
exacerbation de certains processus infectieux (sans relation avec l'effet des
CSF sur les PN), en particulier (69,81).

Plusieurs paramétres laissent présager de l'inefficacité de l'antibiothérapie et
suscitent l'utilisation de concentrés de PN (93):

-1) bactériémie a gram négatifs.

-2) sujets agés affaiblis par d'autres maladies.

-3) granulocytose inférieure a 100/ uL

-4) prévision d'une aplasie médullaire prolongée.

Ce traitement substitutif par des concentrés de PN est particuliérement
recommandé pour deux types d'aplasies (67-78) :

-1) les aplasies post polychimiothérapiques résultant des cures d'induction
nécessaires pour la premiére rémission compléte des leucémies aigués.
L'efficacité thérapeutique est inférieure lors des inductions suivantes, imposées
par les rechutes éventuelles.

-2) les aplasies induites par la chimiothérapie ou la radiothérapie utilisées pour
le traitement des tumeurs solides : lymphomes hodgkiniens ou mnon
hodgkiniens, tumeurs testiculaires, tumeurs du sein...

L'efficacité des transfusions de PN se juge cliniquement par la disparition de la
fievre, sur I'état général du patient et sur I'ascension du taux de globules blancs
1 h apres transfusion (68,76).

Le succés thérapeutique dépend principalement de 3 facteurs (67,69,76,94,95):
-1) la qualité fonctionnelle des PN prélevés (satisfaisant avec les séparateurs en
flux discontinu).

-2) la quantité suffisante de PN apportés au receveur. Une amélioration
clinique peut étre espérée si la polynucléose obtenue une heure apres la

transfusion dépasse 1000/ uL. Comme la demi-vie des PN transfusés est trés
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courte (4 a 24 h) les transfusions doivent étre répétées 1 ou 2 fois par jour. En
général, pour un adulte de taille normale, on estime qu'il faut apporter un
minimum de 2 x 1010 PN/m? de surface corporelle.

-3) la compatibilité immunologique : la présence d'isoanticorps dans le sérum
du receveur est responsable d'une réduction de l'efficacité clinique, par
diminution de la durée de vie intravasculaire des PN, par séquestration
splénique et par altération de leurs capacités fonctionnelles. Les antigénes
responsables sont ceux du systtme HLA et ceux spécifiques aux PN.
L'immunisation du receveur dans ce type de transfusion est intense de par le
large éventail de cellules transfusées: les PN mais aussi les cellules
contaminantes (globules rouges, plaquettes, lymphocytes, monocytes). Le
respect ou non de la compatibilité ABO ou Rhésus ne parait pas modifier les
résultats cliniques.

Le risque immunologique impose certaines précautions (74,79,96):

1) une recherche d'anticorps anti-leucoplaquettaires chez le receveur avant la
transfusion et une quinzaine de jours apres;

2) un cross match entre les lymphocytes du donneur et le sérum du receveur;

3) une vérification de 1'adéquation du sérum du receveur vis-a-vis des PN du
donneur. Les transfusions incompatibles dans le systéme antigénique
granulocytaire exposent non seulement a une inefficacité thérapeutique, mais
aussi a des réactions cliniques sévéres chez le patient.

D'autres facteurs interviennent dans le pronostic final (80):

- 1) la numération plaquettaire chez le receveur : non effondrée, elle témoigne
d'une activité médullaire résiduelle et diminue l'incidence des coagulations
intravasculaires disséminées chez ces patients.

-2) la probabilité d'une reprise de l'activité hématopoiétique médullaire, qui
autoriserait alors l'arrét des transfusions, méme si le syndrome infectieux

persiste.)
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-3) la durée du traitement transfusionnel : au minimum 4 jours, au maximum
12 jours. Au dela, la poursuite conjointe de l'inactivité médullaire et de la

surinfection ne peut plus laisser espérer un effet positif de cette thérapeutique.

1.3.1.2.Les pathologies fonctionnelles du PN.

D'autres indications sont également envisageables, telles les pathologies

fonctionnelles des PN : la granulomatose chronique, en particulier (69).

1.3.1.3.Les utilisations comme bioréactif.

La migration de PN marqués a 1'aide d'un isotope adéquat (certains isotopes de
l'indium, par exemple) vers un foyer infectieux profond, difficilement
décelable au point de vue clinique, permet de repérer celui-ci avec une grande

sensibilité (69).

1.3.1.4.Autres utilisations des concentrés de PN.

L'utilisation des PN est également proposée par certains auteurs en cas
d'avortements spontanés a répétition, mais ceci n'est pas admis par tous (97).
Selon certains auteurs, la transfusion de PN aurait un effet favorable sur le

pronostic des septicémies chez le nouveau-né (98-103).

1.3.2.Les complications associées a la
transfusion de PN.

1.3.2.1.Complications vis-a-vis du donneur.

1.3.2.1.1.Accidents liés au prélevement.

1.3.2.1.1.1.Accidents locaux liés a la ponction.

Le simple fait de brancher le séparateur de cellules sur le réseau veineux du
donneur peut engendrer certains problemes tels des ruptures de veines, des

hématomes, des douleurs au point de ponction, des spasmes veineux, des
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saignements au point de ponction aprés le don, des thromboses veineuses (en
cas de cytaphéréses répétées)...(104,105).

1.3.2.1.1.2.Accidents généraux liés a la procédure.

Un syndrome vaso-vagal, lié @ une stimulation du systéme parasympathique
causée par l'émotion ou l'anxiété excessive du donneur peut étre observé
(104,105). 11 peut aller jusqu'a une perte de connaissance avec hypotension
(104,105). La mise du patient en position de Trendelenburg et 'administration
d'atropine peuvent s'avérer nécessaires (104,105).

La circulation extracorporelle, obligatoire en cas de cytaphérese, diminue la
volémie du donneur (104,105).

Le refroidissement de la température corporelle du donneur est lié a la
circulation extracorporelle a température ambiante (104,105).

L'hypocalcémie est due a l'utilisation de citrate comme anticoagulant
(104,105).

Une hémolyse de type mécanique (passage d'une suspension de globules
rouges entrainée a grand débit a travers un orifice étroit) est parfois mise en
évidence (104,105).

L'utilisation de gélatine fluide modifiée peut entrainer de rares cas d'allergie
(prurit, érythéme...) (104,105).

Un seul cas de décés a été décrit jusqu'a présent (rupture d'anévrysme cérébral)
(104,105).

1.3.2.1.2.Accidents liés aux cytaphéréses a répétition.

La cytaphérése est un acte médical invasif, non dénué de risques et qui doit
étre rigoureusement controlé. Les législations frangaise et belge ne permettent
que deux prélévements par an (106). Si ce seuil est dépassé, divers effets

secondaires peuvent étre observes.
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1.3.2.1.2.1.Perte de globules rouges.

La perte en globules rouges au cours d'une séance isolée de cytaphérése est
faible : de l'ordre de 1.5 g/ dL. d'hémoglobine circulante chez le donneur avec
les séparateurs les plus récents (104,105). Par contre, des dons répétés de fagon

excessive pourraient engendrer une anémie chez le donneur (104,105).

1.3.2.1.2.2.Perte de plaquettes.

Elle est systématiquement observée chez le donneur, mais son intensité est trés
variable (104,105). 11 est dés lors indispensable d'effectuer une numération
plaquettaire avant le préléevement (104,105).

1.3.2.1.2.3.Effet sur les leucocytes.

Les cytaphéréses, méme répétées, n'affectent pas la numération sanguine des
PN, en raison de la courte demi-vie des PN et de la capacité énorme de la
moelle a accroitre son secteur de multiplication lorsque la demande
périphérique en PN augmente (10,104).

Une cytaphérése isolée ne diminue pas notablement le taux de lymphocytes
circulants, en raison d'une recirculation physiologique importante des
lymphocytes a partir des gros vaisseaux lymphatiques (107-109). Par contre,
des cytaphéréses répétées peuvent engendrer une immunodépression (107-
109). 1l existe en effet un risque de lymphopénie par amoindrissement du pool
de lymphocytes recirculants (107-109). C'est surtout la lignée T qui est lésée,
principalement en raison de la longue demi-vie de ces cellules (de quelques
mois a quelques années) (107-109).

1.3.2.1.2.4.Effet des cytaphéréses sur le systéme du complément.

Durant une séance de cytaphérése, des variation notables du taux des facteurs
du complément ont été mis en évidence chez le donneur: 1) une diminution de
Cl1, C2, B et C3q; 2) un taux inchangé de C4, properdine et properdine

convertase; 3) une augmentation modérée de C3 (110). La cause vraisemblable
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de ces perturbations réside dans I'adsorption passive de ces protéines sur les
surfaces artificielles du séparateur de cellules (110). Toutefois une activation
des voies du complément (comme pour les séparations par filtration) ne peut
étre écartée (110).

1.3.2.1.2.5.Effets des cytaphéréses sur les facteurs de coagulation.

On observe une baisse sélective des facteurs de coagulation V, VIII et du
fibrinogéne (104,105). Les taux de facteur XI et de l'antithrombine III restent
inchangés (104,105). C'est l'adhérence de ces facteurs aux surfaces artificielles
du séparateur qui provoque une diminution de ces taux; et non un processus de
coagulation intravasculaire disséminée (taux de produits de la dégradation de

la fibrine et de monomeéres de fibrine normaux) (104,105).

1.3.2.1.2.6.Effet sur le bilan hépatique.

Une augmentation transitoire du taux des transaminases ASAT (aspartate amino
transférase) et ALAT (alanine aminotransférase) peut étre observée (111).

1.3.2.1.2.7 Effet sur le métabolisme calcique.

Au niveau sanguin, une baisse du taux de calcium ionisé, de calcium total, de
calcium lié aux protéines, des phosphates, avec augmentation paralléle de la
parathormone a été décrite (112). Ces phénomeénes sont en rapport avec

l'utilisation de composés citratés utilisés comme anticoagulant (112).

1.3.2.2.Complications observées chez le receveur.

1.3.2.2.1.Les immunisations.

Les transfusions de PN sont susceptibles d'étre a l'origine de complications
immunologiques dont le degré de gravité peut étre trés variable
(68,78,104,105,113-116). En pratique, pour limiter les phénomeénes
d'immunisation, les donneurs sont de préférence choisis dans la famille du

receveur (104,105,113,114). En général, les leucoagglutinines sont
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responsables de complications plus graves que celles induites par les
incompatibilités HLA spécifiques entre donneur et receveur (96).

L'ordre chronologique d'apparition de ces effets secondaires permet de les
classer en 2 groupes : les complications tardives et les complications précoces
(96).

1.3.2.2.1.1.Les complications précoces.

Différentes manifestations peuvent étre observées (96,104,105,117-119) :

1) les éruptions et les prurits, qui peuvent s'observer lors de toute transfusion;
2) les réactions de type frissons-hyperthermie, qui sont dues a une cytolyse
leucocytaire. Cet effet secondaire peut étre atténué par l'administration
d'antihistaminiques et de corticoides;

3) le syndrome respiratoire aigu qui se manifeste par la toux, la dyspnée, la
cyanose du visage, I'hypotension, voire un véritable collapsus. Il témoigne de
la présence de leucoagglutinines. L'arrét de la transfusion et l'injection de
corticoides sont impératifs pour sauver le patient. L'administration simultanée
d'amphotéricine B et de PN peut provoquer des détresses respiratoires
secondaires a l'agrégation des leucocytes. Ce phénoméne n'est pas admis par
tous les auteurs;

4) le collapsus avec anurie irréversible. Cet accident grave, mais rare, est
provoqué par les 1ésions vasculaires et tissulaires dues a l'apport massif de
leucocytes avec libération massive de leur contenu;

5) des réactions hémolytiques ont également été observées.

1.3.2.2.1.2.Les complications tardives.

Rarement, il a pu étre observé (96,104,105,120):

1) une réaction du greffon contre I'hdte, parfois mortelle. Le facteur
responsable majeur est la quantité de leucocytes injectée. Il est dés lors
recommandé de ne pas dépasser la dose conseillée. Le risque peut étre écarté

par l'irradiation des poches a 1500 rads;
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2) le syndrome mononucléosique observé 10 jours aprés la transfusion, qui
témoigne alors d'un conflit immunologique. Il faut le distinguer de celui qui
pourrait survenir aprés 3 semaines environ, et qui serait lié a la transmission
d'une maladie virale;

3) la transmission de maladies infectieuses : hépatites virales, syndrome
d'immunodéficience acquis, infection & cytomégalovirus, toxoplasmose...En
pratique, le probléme est proche de celui lié a la transfusion d'érythrocytes ou
de sang total et les agents pathogénes incriminés dans ce cadre pourraient donc

concerner également la transfusion de globules blancs.

1.3.2.3.Conclusion.

La transfusion de globules blancs n'est pas un acte médical anodin. De
nombreux incidents (ou accidents) peuvent théoriquement se produire, aussi
bien chez le donneur que chez le receveur, et un respect strict des régles

d'utilisation de cette technique doit donc étre observé.
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1.3.3.1.a conservation des PN,

1.3.3.1.Intérét de la conservation des PN.

L'actuelle impossibilité de conserver les concentrés de PN au-dela de quelques
heures limite leur utilisation en entrainant les inconvénients suivants (69) :

1) l'impossibilité de répondre sans délai aux demandes thérapeutiques urgentes.
En pratique, le laps de temps séparant la demande et l'acte transfusionnel
avoisine les 24 h (choix et convocation du donneur, cytaphérése, transfusion);
2) l'impossibilité de transfuser en respectant une réelle compatibilité HLA, ce
qui explique les phénoménes d'iso-immunisation observés. En pratique, les
donneurs sont souvent choisis dans la famille des patients.

3) l'absence de souplesse des centres de transfusion vis-a-vis des donneurs pour
lesquels la convocation ne peut que rarement étre programmeée.

La possibilité de conserver les concentrés granulocytaires, méme quelques
jours seulement, aurait les conséquences suivantes (69):

4) une meilleure programmation transfusionnelle pour les malades
neutropéniques (durant les week-ends, principalement);

5) une amélioration de la compatibilité immunologique transfusionnelle;

6) une souplesse accrue dans le recrutement des donneurs et dans l'organisation

des services de cytaphérése (surtout lors des gardes).

1.3.3.2.Etapes intervenant dans la conservation
des PN.

L'analyse des données concernant la conservation des leucocytes doit tenir
compte de toutes les étapes relatives a cette technique, a savoir (69):

1) le choix des donneurs;

2) les méthodes de séparation des PN (y compris la prémédication des
donneurs);

3) les méthodes de conservation proprement dites.
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1.3.3.3.La sélection des donneurs.

Les donneurs sont sélectionnés selon les normes nationales relatives a ce type
de don (106). Le plus souvent, les leucocytes sont obtenus par ponction
veineuse (phlébotomie) ou par cytaphérése et par conséquent, les critéres de
sélection sont ceux relatif's a ce type de prélévement (106).

Actuellement, les leucocytes sont prélevés chez des adultes sains (106). Dans
le passé, des patients atteints de leucémie myéloide chronique (LMC), en
raison du taux trés élevé de polynucléaires sanguins accompagnant cette
maladie ont été utilisés comme donneurs (122,123). L'innocuité et 1'efficacité
de cette procédure n'ont pas été clairement démontrés; elle a donc été
abandonnée (123). D'autre part, les rendements actuels des cytaphéréses
(concentration en PN supérieure a 1010/ 1 ne justifient plus le choix de
donneurs atteints de LMC (78).

Pour les donneurs adultes sains, aucun des auteurs de la littérature examinée ne
mentionne de choix particulier comme 1'dge, le sexe, la race...

1.3.3.4.Les méthodes de prélévement des
donneurs.

1.3.3.4.1.La ponction veineuse (phlébotomie).

Ce prélévement peut étre réalisé facilement et a faible codit (67). Il n'altére pas
les fonctions des PN (67). Ce prélévement est fréquemment utilisé pour les
études de conservation expérimentales (124,125). Son principal désavantage
réside dans la faible quantité de PN disponible par rapport aux cytaphéreses

(67,124,125).
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1.3.3.4.2.La cytaphérése.

1.3.3.4.2.1.Introduction.

Le prélévement des PN par cette technique pose un certains nombre de
problémes (126) :

1) la faible concentration en PN dans le sang du donneur (1500 & 7000/ pL,
environ) par rapport aux concentrations thérapeutiques a obtenir au niveau des
poches;

2) l'importance du pool de PN marginés, c'est-a-dire adhérant a l'endothélium
vasculaire et qu'il faudra mobiliser pour augmenter le rendement de la
cytaphérése;

3) la densiteé trés voisine des PN par rapport aux érythrocytes;

4) une demi-vie trés courte des PN, qui ne dépasse pas 14 h dans la circulation
du receveur, avec comme conséquence la nécessité de transfusions répétées;

5) la nécessité de recueillir un nombre considérable de PN pour obtenir un
résultat efficace au niveau de la protection contre les infections: apport itératif
de 52 1010 PN et nécessité d'atteindre une numération minimale de

1000 PN/ pL;

6) impossibilité de conserver les PN au-dela de quelques heures et donc
nécessité d'obtenir un prélévement quasi immédiatement avant la transfusion.
L'ensemble de ces problémes fut en partie résolu par l'augmentation des
performances techniques des séparateurs (centrifugation en flux continu) et par
l'utilisation des glucocorticoides et des macromolécules dans la procédure de

prélévement pour obtenir des concentrés suffisamment riches en PN (126).

1.3.3.4.2.2.La prémédication aux glucocorticoides.

Ce sont les glucocorticoides qui sont les plus efficaces dans ce cadre, et qui
présentent le moins d'effets secondaires (123,127). Il est néanmoins

indispensable de respecter leurs contre-indications habituelles (qui sont



114

normalement respectées puisque le prélevement est effectué chez un donneur
sain): hypertension artérielle sévére, tuberculose évolutive, diabéte, ulcére
digestif haut, psychopathie aigué (127).

Ils agissent par 3 mécanismes différents (10) :

1) la mobilisation des PN stockés a I'étage médullaire;

2) la diminution du pool marginé;

3) la réduction de la diapédése.

Il faut noter que l'efficacité de la prémédication aux glucocorticoides est
d'autant plus grande que la polynucléose initiale du donneur est faible (128).

A la polynucléose, est associée une lymphopénie intéressante: le prélévement
est alors moins immunogéne (123,128).

Dans le cadre de la prémédication, la dexaméthasone est la plus souvent
utilisée; dans une moindre mesure I'hydrocortisone et la prednisone (67).

Les protocoles d'administration sont trés variés, mais aucun d'entre eux n'a
réellement prouvé sa supériorité.

Le plus souvent, la dexaméthasone est administrée per os a la dose unique de 4
mg/ kg, 12 h avant le prélévement (129-131). L'hydrocortisone peut étre
administrée par voie intraveineuse (IV) a la dose de 200 mg, 2 h avant le
prélévement (67); la prednisone, per os a la dose de 40 mg , 12 h avant le
prélévement (132).

Des protocoles d'administration fractionnée de ces 3 glucocorticoides ont
également été décrits (131).

Au niveau du centre régional de transfusion sanguine (CRTS) de Nancy, 4 x 3
comprimés de 0.5 mg d'acétate de dexaméthasone (Dectancle, Roussel,
France) sont pris per os 12 h avant le don; suivis de 200 mg d'hydrocortisone
en IV en début de cytaphérése et de 200 mg en IV aprés 4.5 L de sang traite.
L'augmentation du rendement observée avec l'utilisation de glucocorticoides

est trés nette: 30 a 50%; elle dépend aussi du type de séparateur de cellules

utilisé (129-131).
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Les glucocorticoides ne perturbent pas de facon significative les fonctions des
PN, en particulier la phagocytose et la bactéricidie (123, 129, 133, 134).

Pour le donneur, et aux doses préconisées, les effets secondaires peuvent étre
considérés comme négligeables si les contre-indications sont respectées (129-
131).

Les glucocorticoides n'ont toutefois aucune action sur la contamination
érythro-plaquettaire du prélévement de PN, ou sur la quantité d'anticoagulant
nécessaire (135).

La concentration résiduelle en corticoides au niveau des poches de transfusion
n'a pas €té mesurée, a notre connaissance.

1.3.3.4.2.3.Les macromolécules.

Elles sont ajoutées en continu au sang du donneur avant son entrée dans le site
de centrifugation (136-141). Leur mécanisme d'action réside dans une
augmentation de la vitesse de sédimentation des globules rouges, avec
formation de rouleaux d'hématies (137,138). Ce phénoméne augmente la
démarcation entre la couche leucocytaire et la couche érythrocytaire et par
conséquent le rendement et la sélectivité de la cytaphérese (137,138).

D'autres conséquences favorables sont également observées, comme la
décroissance de la déperdition en hémoglobine du donneur ainsi qu'une
moindre exposition du receveur aux antigénes érythrocytaires du donneur
(139).

Plusieurs variétés de macromolécules ont été testées : le fibrinogeéne, les
gammaglobulines, les dextrans, I'hydroxyéthylamidon (hydroxyethylstarch ou
HES) et la gélatine fluide modifiée (LeukogelR, PlasmionR, Plasmagel®)
(75,76,139-141).

Seuls I'HES et la gélatine sont encore employés aujourd'hui; les autres groupes

ayant été abandonnés en raison de leur antigénicité trop importante (138-141).
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1.3.3.4.2.3.1.L'hydroxyéthylamidon (HES).

11 s'agit d'une macromolécule de haut poids moléculaire (45 kDa), présentée en
flacon de 500 ml d'une solution & 6 % (136,137). Cette solution est utilisée
depuis 20 ans aux USA mais n'est pas homologuée en France (136).

Les avantages de I'HES sont principalement son absence de toxicité et sa faible
immunogeénicité (136,137).

Le désavantage majeur résulte d'une demi-vie d'élimination particuliérement
longue accompagnée d'une accumulation du produit au niveau du systéme
réticulo-endothélial: 'HES est toujours détectable jusqu'a un an aprés son
injection dans l'organisme (136,137).

Le poids moléculaire élevé de I'HES peut étre a l'origine d'une augmentation
du volume plasmatique accompagnée de symptomes d'hypervolémie (oedémes,
céphalées...) (136,137).

Enfin, de rares cas de réactions cutanées et méme de choc anaphylactique ont
été signalés (137).

Deés lors, des analogues de 1'HES présentant un plus faible poids moléculaire et
donc une élimination plus rapide, ont été proposés (138,139).

1.3.3.4.2.3.2.La gélatine fluide modifiée.

Dans le cadre des cytaphéréses, 3 spécialités sont utilisées : le LeukogelR
(USA), le PlasmionR (Laboratoire Roger Bellon, France) et le Plasmagel®
(Laboratoires Roger Bellon, France) (140-142).

Elles contiennent toutes trois 15 g de gélatine, mais diluée dans 500 ml de
solution électrolytique différente (141). Son poids moléculaire est compris
entre 30 et 40 kDa (140).

Les gélatines présentent l'avantage majeur par rapport & I'HES d'avoir une
demi-vie beaucoup plus courte (7.5 h); elles ne sont plus détectables au bout de

3 jours lorsqu'il dose unique de 500 mL est administrée (139-141).
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La gélatine est un produit de toxicité négligeable, n'interférant pas avec
I'hémostase (y compris les plaquettes), les fonctions hépatiques et rénales (y
compris 1'équilibre hydro-électrolytique) (142).

Les fonctions leucocytaires restent intactes (mobilité, phagocytose,
bactéricidie) (142).

Les phénomeénes d'hypervolémie et de réactions allergiques sont beaucoup plus
rares qu'avec I'HES (142).

En ce qui concerne les désavantages, les performances, bien que correctes, sont
toutefois inférieures a celles de I'HES, surtout pour les séparateurs a flux
continu (139,142).

Les capacités d'augmentation de la vitesse de sédimentation des gélatines sont
majorés par l'utilisation concomitante d'héparine (142).

1.3.3.4.2.4.Les anticoagulants.

L'établissement d'une hypocoagulabilité correcte dans les circuits
extracorporels d'un séparateur de leucocytes est capital (69). Dans ce domaine,
l'anticoagulant de choix et d'ailleurs de loin le plus utilisé, est I'néparine (69).
L'héparine utilisée est un mucopolysaccharide de PM 12 kDa (environ) et dont
la demi-vie est de 2 h (3). Son mécanisme d'action repose sur 1'augmentation
de la vitesse de neutralisation de la thrombine par l'antithrombine III qui est
l'inhibiteur spécifique de la thrombine (3). L'héparine existe sous la forme de
sel sodique ou calcique (3).

En cas de surdosage en héparine, entrainant une hypocoagulabilité exagérée
chez le donneur, l'injection de sulfate de protamine (1 unité pour une unité
d'héparine) permet de neutraliser rapidement celle-ci (3,10).

De nombreux protocoles expérimentaux ont été proposés pour l'emploi de
I'héparine en cas de cytaphérese (3,10,143,144) :

- 1) la perfusion d'héparine en continu durant toute la cytaphérése; soit a débit

fixe (10000 a 20000 UI au total), soit a débit dégressif.
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- 2) l'injection discontinue d'héparine (2000 UI toutes les heures).

- 3) l'injection initiale juste avant la cytaphérése (par exemple 17000 UI), suivi
d'une injection de 5000 UI une heure aprés.

D'autres procédures, moins courantes, associant 1'héparine a un composé citraté
tel I'ACD (adénine-citrate-dextrose), ont été recommandées (79).

L'utilisation d'ACD seul, ou de CPD (citrate-phosphate-dextrose) a aussi été
rapportée (145).

1.3.3.4.2.5.Les techniques de séparation par centrifugation.

1.3.3.4.2.5.1.Introduction.

Depuis 1970, différents types de séparateurs ont vu le jour. A l'heure actuelle,
seuls les séparateurs utilisant la centrifugation comme principe de
fonctionnement restent d'actualité et ce sont eux que nous décrirons
principalement.

Nous rappelerons briévement le principe et le fonctionnement des séparateurs
par filtration et par élutriation.

1.3.3.4.2.5.2.Principe de la centrifugation.

La principale technique de cytaphérése (isolation de plasma ou de cellules)
repose sur le principe de la centrifugation. Les cellules sanguines (globules
rouges, globules blancs, plaquettes) possédent des densités différentes et donc
des vitesses de sédimentation différentes, selon la loi de Stokes (146).

Le facteur g (accélération due a la gravité) peut étre modifié par le phénomene
de centrifugation qui facilite la séparation d'éléments de densité différente en
substituant au champ de la pesanteur verticale un champ centrifuge radial
(147). Pour ce faire, la suspension est placée dans un appareil a grande vitesse
rotatoire; elle est soumise ainsi a une force centrifuge F obéissant a I'équation :
F=M w2 r, ou M est la masse de la particule, r la distance a l'axe de rotation
et w? le carré de la vitesse angulaire (146). La vitesse de rotation de l'appareil

permet la séparation des globules rouges (couche externe), des leucocytes
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(couche intermédiaire) et du plasma (couche centrale). Il faut noter que les
essais de refroidissement du sang avant passage sur centrifugeuse afin
d'augmenter le taux de PN dans les concentrés n'ont donné aucun résultat
(148,149).

1.3.3.4.2.5.3.Centrifugation en flux continu et en flux discontinu.

Il existe 2 grandes familles d'appareils selon le mode de centrifugation.

Pour la centrifugation & débit séquentiel, le sang est fractionné a partir de
plusieurs unités prélevées successivement chez un méme donneur (cycles
discontinus, bol par bol) (150-154). La phase de prélévement sanguin et celle
de réinfusion du sang épuré ne sont donc pas concomitantes (150-154). La
ponction d'une seule veine est suffisante, mais la procédure est longue (67).
L'appareil le plus utilisé dans ce domaine est 'Haemonetics 30 (Haemonetics,
USA) (67,150,151).

Pour la centrifugation a débit continu, le sang est fractionné des son arrivée
dans le systéme centrifugeur (143,144,147,151,154). Le prélévement et la
restitution sont alors simultanés (151). La ponction antécubitale bilatérale est
indispensable (151).

Le tableau XIII résume la classification des séparateurs selon le type de débit,
la marque, le modéle et l'année de fabrication (146).

Tous ces appareils sont constitués des éléments de base communs suivants: le
bloc de centrifugation, les pompes et la présence d'une console de commande
(146). 11 faut noter que tous ces organes possédent des spécificités propres a
chaque modele (146).

1.3.3.4.2.6.Les méthodes de séparation par filtration.

Les méthodes, désormais historiques, de séparation par filtration en flux
continu utilisaient comme principe 1'adhésion réversible des PN a des fibres de
nylon (69,156-158). Les automates les plus employés étaient le Fenwall

leukapheresis pump (Fenwal, USA)) et le Leukopak system (Leukopak, USA)
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Tableau XIII : Classification des séparateurs
en flux continu, d'aprés Thomas (146).

Type Marque Modele Année
d'apparition

Flux discontinu Haemonetics H 30 1973

Haemonetics VS0 1980

Haemonetics V 50 + Surge 1983

Flux discontinu | IBM Biomedical IBM 2997 1977

Fenwal CS 3000 1979

Dideco Vivacell 1984

Cobe Spectra 1988

Fresenius 1989
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(69,156-158). Avant la cytaphérése, les donneurs recevaient un anticoagulant,
habituellement le citrate (156). Le prélévement durait environ 3 heures (157).
Les PN étaient ensuite élués des fibres de nylon par un mélange d'ACD
(adénine-citrate-dextrose) et de NaCl 0.9%, dans la plupart des cas (158). Le
concentré avait un volume final de 300 mL (157,158). Les cellules étaient
alors remises en suspension dans un mélange ACD/NaCl 0.9% (156,158).
Cette technique possédait un bon rendement, supérieur a 1011PN/ L (69). La
contamination érythro-plaquettaire était plus faible que celle observée avec les
méthodes par centrifugation (69).

Avec les méthodes par filtration, une activation du complément
(principalement la voie alterne) pendant et aprés la cytaphérése était observée
(159).

Les méthodes par filtration entrainaient des altérations importantes des PN
aussi bien morphologiques que fonctionnelles (159).

Les altérations morphologiques peuvent étre observées aussi bien en
microscopie optique qu'en microscopie €lectronique: chromatine anormale,
vacuoles cytoplasmiques, expansions cytoplasmiques, distribution anormale
des granules...(160). La plupart des PN (plus de 60 % en microscopie
électronique) étaient altérés (160).

Au niveau fonctionnel, les altérations concernaient la bactéricidie, le
chimiotactisme, la phagocytose et la consommation d'oxygéne (159). Tous ces

problémes entrainérent 1'abandon de cette procédure.

1.3.3.4.2.7.Les méthodes de séparation par €lutriation.

Cette méthode n'est plus utilisée actuellement dans le cadre des cytaphéréses de
leucocytes (69). Le principe de séparation consistait a exercer une force
centrifuge aux cellules & séparer (69). Dans un méme temps, un flux liquide
centripéte équilibrait la force centrifuge (69). La vitesse de centrifugation était

choisie de fagon a éliminer les cellules indésirables (69). L'équipement le plus
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employé de ce type était le Beckmann SE-6 rotor (Beckmann, USA), qui
pouvait utiliser du sang total ou des leucoconcentrés comme source de PN
(161-164). Le rendement des séparateurs par €lutriation était bon, de l'ordre de
1011 PN/ L (69,163). La contamination érythro-plaquettaires était notable
(69). Des résultats intéressants ont été observés avec le couplage d'un systéme
de séparation par centrifugation en flux continu avec un systéme d'élutriation,
mais ils n'ont pas été confirmés par la suite (163).

1.3.3.4.2.8.Comparaison des différentes techniques de cytaphéreése.

Elle est résumée par le tableau XIV (69).

1.3.3.4.2.9.Contenu d'un concentré de PN.

Le tableau XV met en évidence, a titre indicatif, la contamination massive en

érythrocytes, en plaquettes et en leucocytes mononucléés (146).

1.3.3.5.Les méthodes de conservation des PN.

1.3.3.5.1.Introduction.

La conservation des PN doit prendre en considération toutes les étapes
impliquées dans 1'obtention de ceux-ci, a savoir la prémédication et la sélection
des donneurs, les méthodes de séparation des cellules et la conservation des PN
proprement dite (69). Les données relatives a la production des concentrés de
PN ont été traitées dans les chapitres précédents, seules les conservations de
PN seront abordées ici.

Nous ferons d'abord l'inventaire des méthodes utilisées pour évaluer les
capacités fonctionnelles et l'intégrité structurelle des PN conservés. Nous
détaillerons ensuite les deux grands groupes de méthodes de conservation : les

conservations en  milieu liquide et les  cryoconservations.
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Tableau XIV : Comparaison des différentes

techniques de cytaphérése, d'aprés
Verstraeten et coll. (69).

Centrifugation | Centrifugation|  Filtration Elutriation
continue discontinue

Rendement Elevé Moyen Elevé Moyen
Contamina- Massive Massive Modérée Moyenne
tion érythro-

plaquettaire

Hydroxy- Oui Oui Non Non
éthylamidon

Altérationdes | Modérée Modérée Massive Modérée

granulocytes
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Tableau XV : Composition d'un concentré
leucocytaire, d'aprés Thomas (146).

Contenu cellulaire d'une poche Prélévement avec l'automate CS 3000 (146)

1
Nombre de leucocyte (100) 2.69
10
Nombre de granulocytes (10 ) 2.20
1
Nombre de plaquettes (10 ) 3.98

Hémoglobine (g/ dL) 4.
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1.3.3.5.2.Evaluation des capacités fonctionnelles des PN
conserves.

De trés nombreux parameétres ont été utilisés comme critére de bonne
conservation (69). Le paramétre idéal devrait étre altéré de fagon sensible et
précoce lors de la conservation des PN (sensibilité) (69). Il devrait mettre en
évidence des lésions spécifiquement associées a la conservation (spécificité)
(69). En outre, ce paramétre devrait pouvoir étre déterminé de fagon fiable
(exactitude et précision de la méthode), aisée et peu cofiteuse (69). Le tableau
XVI (69) regroupe les principaux paramétres utilisés comme critéres de bonne
conservation. La multiplicité des parameétres proposés traduit en fait la
difficulté d'évaluer correctement les capacités fonctionnelles des PN (69). La
plupart des auteurs ne se fient donc pas a un critére de conservation unique,

mais plutdt a une série de tests, les plus complémentaires possibles (69).

1.3.3.5.3.Les conservations en milieu liquide.

Elles présentent les meilleures performances a I'heure actuelle, mais aucune
solution satisfaisante ne s'est globalement imposée jusqu'ici; en tout cas pour
des conservations dépassant 24 h (165-173). Néanmoins, des données tres
importantes ont pu étre dégagées de la littérature.

1.3.3.5.3.1.Contamination érythro-plaquettaire.

La contamination par les globules rouges et les plaquettes (surtout) est nuisible
pour la conservation des PN en accélérant l'agrégation leucocytaire, la
libération du contenu granulaire des PN, ainsi qu'en altérant leur
chimiotactisme (174,175). Des interactions plaquettes-PN faisant intervenir
certaines lipoxygénases plaquettaires et le PF4 ont été décrites (176,178). Les
séparateurs de cellules devraient donc avoir un rendement qualitativement
important (dose suffisante de PN administrée), mais également une pureté

maximale en PN (69). Ceci est loin d'étre le cas actuellement et il
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Tableau XVI : Techniques utilisées pour
évaluer les capacité fonctionnelles des
polynucléaires, d'aprés Verstraeten et coll.

(69).

Fonctions des granulocytes

Numération cellulaire

Volume cellulaire

Morphologie cellulaire

Viabilité

Pouvoir bactéricide
Phagocytose

Consommation d'oxygene
Adhésivité

Réduction du nitrobleu de tétrazolium
Production d'anion superoxyde
Chimiotactisme

Adénosine triphosphate
intragranulocytaire

Enzymes intragranulocytaires

Affinité pour les peptides
chimiotactiaues

Méthodes utilisées

Coulter counter

Coulter counter

Microscopie optique ou électronique
Bleu trypan €osine...
Staphylocoque,Escherischia coli...
Bactéries,particules de latex...
Electrode de Clark

Surface de verre
Cytochimie,spectrophotométrie
Réduction du cytochrome C...
Migration sous agarose,chambre de
Boyden...

Méthodes luminométriques...
Meéthodes spectrophotométriques...
Méthodes isotopiques...
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serait plus adéquat de parler de sang total enrichi en leucocytes que de
concentré leucocytaire (69).

1.3.3.5.3.2.Concentration en PN,

Les meilleures conservations sont observées pour des concentrations faibles en
PN (de l'ordre de 5.10%/ L), ce qui va a I'encontre des objectifs thérapeutiques
(69,167,169,170,172). De plus hautes concentrations en PN (de l'ordre de 10
fois plus, comme observé au niveau des concentrés de PN) entrainent une
production plus élevée d'acide lactique par la glycolyse anaérobie des PN, et
donc une chute de pH, préjudiciable au maintien des fonctions des PN
(69,167,169,170,172). En outre, les PN vont alors d'autant plus utiliser les
additifs de conservation (glucose,...) et donc modifier les conditions de
conservation présentes au départ (174).

1.3.3.5.3.3.Récipient utilisé pour la conservation.

La sélection du matériau utilisé pour le récipient en vue de la conservation des
PN n'est pas sans importance. Le chlorure de polyvinyle donnerait de meilleurs
résultats que les polyoléfines et le polypropyléne pour le maintien de la
viabilité et de la phagocytose des PN (179,180).

Le relarguage de plastifiants dans le milieu de conservation altére le
chimiotactisme et la bactéricidie des PN conservés 24 h a 22°C (181).

1.3.3.5.3.4.Anticoagulant utilisé.

Le sang prélevé sur ACD permettrait un meilleur maintien du test de réduction
du NBT que celui prélevé sur CPD et sur héparine (69,182).

1.3.3.5.3.5.Agitation du milieu de conservation.

L'agitation des concentrés de PN n'est pas recommandée durant la conservation
de ceux-ci (notamment pour le maintien du chimiotactisme); a l'inverse de la

conservation des concentrés plaquettaires ot une agitation "douce" (agitateur
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rotatif & faible vitesse de rotation) est indispensable pour éviter 1'agrégation de
celles-ci (10,69,183). Au contraire, l'agitation des concentrés de sang total
utilisés pour préparer des suspensions de PN semble conseillée (183). L'effet
de l'agitation sur la conservation des PN peut étre apprécié par la libération de
certains constituants granulaires dans le milieu de conservation (lysozyme,

béta-glucuronidase...) (184,185,186).

1.3.3.5.3.6.pH du milieu de conservation.

Il s'agit peut-étre du critére de bonne conservation le plus important (69). Le
pH optimum de conservation est probablement compris entre 7.2 et 7.4
(164,167,169,171,172). La zone optimale de conservation du chimiotactisme
est comprise entre pH 7.0 et 7.5; celle de la chimiluminescence entre pH 6.5 et
8.0 (171,172).

L'utilisation d'un additif pour limiter la décroissance du pH durant la
conservation des PN est donc indispensable si celle-ci dépasse quelques heures
(187).

1.3.3.5.3.7.Température de conservation.

La température de conservation optimale se situe entre 20 et 25°C, plut6t que
4°C (164,167,169,171,172). La température de 4°C semble entrainer une
dépolymérisation des microtubules, expliquant l'altération de mobilité du PN
observée (171). La température de 37°C est a proscrire car elle entraine de

multiples lésions des PN (164,169,171,188-191).
1.3.3.5.3.8.Le glucose.

Le glucose est un adjuvant de conservation intéressant, particulierement pour
le maintien du chimiotactisme (apport d'un substrat énergétique) (192-194).
Les concentrations optimales pour la conservation sont probablement proches
de la glycémie physiologique (5.5 mmol/ L), alors que des concentrations plus

élevées (55 mmol/ L) peuvent entrainer une lyse osmotique des PN (192-194).
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1.3.3.5.3.9.Cations divalents.

La présence de cations divalents, particulierement le calcium, peut agréger les
PN et donc causer une perturbation de leur viabilité au cours de leur
conservation (195).

1.3.3.5.3.10.Les réducteurs.

L'apport de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit (NADPH)
permettrait le maintien de certaines propriétés du PN au cours de la
conservation de ceux-ci, en particulier la chimiluminescence (196).
Globalement, il semblerait qu'un milieu relativement réducteur soit.favorable a
la conservation des PN (69). Cette approche expérimentale a été peu explorée
jusqu'a présent.

1.3.3.5.3.11.Les protéines.

Certains milieux de type RPMI (Roswell Park Memorial Institute, USA),
additionnés d'l % d'albumine (mais aussi d'un tampon bicarbonate et de
glucose) permettraient les meilleures conservations du chimiotactisme au cours
de la conservation des PN en limitant les interactions des PN avec les cellules
contaminantes (187,192).

Outre cette action bénéfique, l'apport de protéines dans le milieu de
conservation posséde également un effet (in vitro) sur la réduction de
1'adhésion des PN a la paroi des boites utilisées pour mesurer le chimiotactisme
de ceux-ci (197).

1.3.3.5.3.12.Les corticostéroides.

L'emploi des corticostéroides ajoutés au milieu de conservation a été propose,
principalement pour stabiliser les membranes des PN et donc limiter la lyse de
ceux-ci (179). L'hydrocortisone pourrait également diminuer l'agrégation des
PN au cours de la conservation (179). Les résultats favorables notés dans un

premier temps n'ont pas été confirmés par la suite (179).
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1.3.3.5.3.13.La désoxyribonucléase 1 (DNAse 1).

La DNAse 1 retarderait, voire éliminerait, la formation d'agrégats fibrineux et
de matériel précipitable engendré par la libération d' acides nucléiques liés a
des protéines, causée par la lyse cellulaire durant la conservation (179).
L'utilisation de DNAse 1 améliore, selon Contreras, le maintien de la viabilité
cellulaire. Il n'a pas étudié I'action de cet additif sur les autres fonctions du PN.

1.3.3.5.3.14.Para-amino-benzoate (PAMB).

L'addition de 0.1 mmol/ L d'acide para-amino-benzoique au milieu de
conservation a été recommandée par certains auteurs, mais ceci n'a pas été
confirmé par la suite (198).

1.3.3.5.3.15.Principaux paramétres relatifs a la conservation.

Ils sont résumés dans le tableau XVII (69).

1.3.3.5.3.16.Evolution des principales fonctions ou paramétres
relatifs aux PN au cours de la conservation en milieu liquide.
1.3.3.5.3.16.1.Le chimiotactisme.

Le chimiotactisme est la fonction des PN la plus précocement perturbée au
cours de la conservation (69,168,169,171,172). Comme le chimiotactisme est
un phénoméne consommateur d'énergie, on remarqua dans un premier temps
une étroite corrélation entre le taux de I'ATP intragranulocytaire et le
chimiotactisme des PN (199,200,201). Cependant, Lane en utilisant le 2-
désoxyglucose comme inhibiteur de la glycolyse des PN nota un effet

inhibiteur sur la plupart des fonctions des PN (dont la migration spontanée),
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Tableau XVII : Principaux paramétres liés a
la conservation des polynucléaires, d'apres
Verstraeten et coll. (69).

Parameétres

Température de conservation
pH du milieu de conservation
Agitation
Type de polymere utilisé pour le conteneur
Anticoagulant

Additifs utilisés pour améliorer le milieu de conservation:
- tampon bicarbonate
- glucose
- protéines
- corticoides
- désoxyribonucléase 1
- nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
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mais pas sur le chimiotactisme qui était au contraire augmenté (202). Ceci
signifierait qu'il n'y a pas de causalit¢ entre la chute de I'ATP
intragranulocytaire et celle du chimiotactisme (69,202).

L'altération de certains récepteurs, notamment ceux pour le FMLP pourrait
partiellement expliquer la diminution du chimiotactisme observée au cours de
la conservation des PN (203,205).

D'autres auteurs suggerent une altération de la conversion de I'acide
arachidonique en leucotriéne B4, I'amplificateur intracellulaire majeur pour le
chimiotactisme des PN (206).

Certaines études montrent que la conservation des PN en milieu liquide
pourrait s'accompagner d'une hyperadhésivité et d'une tendance accrue a
l'agrégation des PN, surtout a 4°C (207,208).

L'analyse vidéo du chimiotactisme des PN montre aprés 24 h de conservation a
22°C: 1) un nombre diminué de cellules migrantes; 2) une réduction de 25 %
de la vitesse de migration des PN; 3) une altération de l'orientation des PN vis-
a-vis du chimiotactisme (209).

En résumé, l'altération du chimiotactisme au cours de la conservation des PN
procéde vraisemblablement de plusieurs mécanismes différents, mais reste
encore mal connue a I'heure actuelle.

1.3.3.5.3.16.2.L'ATP intragranulocytaire.

I1 s'agit également d'un paramétre important pour évaluer la bonne qualité de la
conservation des PN (69,168-172). Une chute de 'ATP intragranulocytaire est
observée durant la conservation des PN, surtout si le pH de conservation
s'éloigne de 7.4 et si la concentration des PN est élevée (211). Ceci semble lié
a la production d'acide lactique par les PN (211). Lane suggére que l'inhibition
de l'activité de la phosphofructokinase par le pH acide pourrait expliquer en

partie la chute du taux d'ATP observé durant la conservation des PN (211).
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1.3.3.5.3.16.3.La chimiluminescence.

Le maintien de cette propriété dépend, tout comme le chimiotactisme, d'un pH
du milieu de conservation stabilisé a une valeur proche de 7.0; mais toutefois
dans des limites plus larges (6.5-8.0) (171,172).

1.3.3.5.3.16.4.La réduction du NBT, la phagocytose et la viabilité.

Ces fonctions sont fréquemment mesurées mais paraissent étre nettement
moins sensibles que celles citées précédemment (69).

1.3.3.5.3.17 Récapitulatif.

Les conservations des PN en milieu liquide sont les plus performantes et les
mieux étudiées a I'neure actuelle (69). Les études les plus avancées permettent
une conservation de 24 h, voire 48 h, a partir d'un milieu synthétique de type
RPMI additionné d'un tampon bicarbonate, de glucose et de protéines (69). Le
meilleur critére de conservation des PN est probablement la mesure du
chimiotactisme (parameétre le plus sensible) (69). Toutefois, en raison du
manque de connaissances théoriques relatives aux altérations du PN durant la
conservation, la plupart des auteurs utilisent une série de tests pour évaluer les
fonctions des PN : mobilité, phagocytose, métabolisme oxydatif, métabolisme

énergétique, intégrité des membranes...(69).

1.3.3.5.4.Les cryopréservations (ou cryoconservations).

Les cryopréservations sont 'autre grand groupe de techniques utilisées pour la
conservation des PN. Contrairement aux cryopréservations de lymphocytes, de
monocytes, de CFU-C, les cryopréservations de PN humains posent d'énormes
problémes (212-220). Les résultats demeurent controversés et dans I'ensemble
trés insuffisants (212,222).

Les études de cryopréservations de PN sont moins complétes et moins

nombreuses que celles qui concernent les conservations en milieu liquide (69).
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En fait, beaucoup d'auteurs se limitent & un test de viabilité et & une
numeération cellulaire comme critére de bonne conservation (221,222).

Une des limites les plus génantes des cryopréservations réside dans
limpossibilité de fournir une quantité notable de PN, en particulier pour des
besoins transfusionnels (221).

Les facteurs les plus importants a considérer en cas de cryoconservation sont:
1) le type et la concentration en cryoprotecteur; 2) la vitesse de congélation; 3)
la température de congélation finale utilisée pour la conservation; 4) la durée
de la conservation et 5) la vitesse et la durée de décongélation (221-223).

Les cryopréservations nécessitent un cryoprotecteur de membrane pour
protéger le PN du stress osmotique observé durant la congélation (221,222). Le
choix du cryoconservateur est important; le plus utilisé est le
diméthylsulfoxyde (DMSO) a des concentrations variant entre 0.6 et 2.0

mol/ L (221-228). L'élimination du cryoprotecteur constitue une étape critique
(221-222). Aprés la décongélation, le DMSO (comme les autres
cryoprotecteurs) doit étre éliminé progressivement et lentement par dilution et
lavage (229). Une dilution trop rapide peut conduire a un choc osmotique
(227,229). La toxicité dépend aussi de la concentration en cryoprotecteur, de la
température et du temps de contact avec les PN (221,222,227,229). Le DMSO
ne procure pas une protection satisfaisante contre les congélations rapides
(10°C/ min) (230,231).

Le glycérol, a des concentrations comprises entre 1 et 2 mol/ L, peut aussi étre
utilisé comme cryoprotecteur (232). Les dégats causés aux PN sont plus
importants qu'avec le DMSO, et ceci semble dii a des chocs osmotiques plus
prononcés (232,233).

Certains auteurs recommandent ['éthyléne glycol 1 a4 2 mol/ L comme
cryoprotecteur (232,233).

Le PN est une cellule particuliérement difficile 4 préserver & de trés basses

températures (221).
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Les 4 principaux facteurs impliqués dans les 1ésions observées sont: 1) le choc
osmotique; 2) la congélation; 3) une vitesse de congélation trop rapide; 4) le
choc par dilution (234,239).

Les fonctions des PN, en particulier le chimiotactisme sont profondément
altérées a des osmolalités supérieures a 600 mOsmol/ Kg ou a une température
légérement inférieure 2 0°C en l'absence de cryoprotecteur (240). La vitesse
optimale de congélation est comprise entre 1 et 3°C/min (240,241). Une
conservation des PN a -80°C ne doit pas dépasser 3 semaines si l'on veut
maintenir les principales fonctions des PN de fagon acceptable (221,222,242).
Pour des conservations de plus longue durée, l'azote liquide (-196°C) est
indispensable (221,222).

En ce qui concerne les critéres de bonne conservation, le contraste est frappant
entre le maintien de la viabilité (souvent correct) et ceux du chimiotactisme et
de la morphologie des PN (profondément altérés) (234,243,244). La
dégranulation des PN ainsi que la perte du chimiotactisme sont les 2 lésions les
plus précoces (234,243,244).

Le contrdle du volume cellulaire est également important (228) dans ce cadre.
L'utilisation de macromolécules et d'une dilution suffisamment lente aprés
décongélation améliorent le maintien du volume cellulaire (228,234,245,246).
L'étude des additifs de conservation reste trés fragmentaire dans ce domaine.
L'utilisation de plasma humain comme additif de conservation s'avére nuisible,
conduisant & 1'agrégation des PN et a une perte rapide de leurs fonctions (247).
L'ATP et l'albumine pourraient étre des additifs de conservation intéressants
(comme pour les conservations en milieu liquide) (197).

En conclusion, a I'heure actuelle, les cryopréservations ne présentent pas de
résultats satisfaisants et leur développement s'avere plus difficile encore que

celui des conservations en milieu liquide (69).
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1.4.Conclusions générales et bases
théoriques d'un modéle expérimental

de conservation des PN.

Les modéles de conservation des PN décrits dans la littérature examinée
s'avérent dans l'ensemble décevants et aucun d'entre eux ne s'est imposé
comme solution utilisable en routine clinique ou & des fins d'études
expérimentales (69).

Le probléme majeur ne réside pas dans le prélévement. En effet, les techniques
modernes de prélevement des PN (centrifugation en flux continu, avec
prémédication du donneur par les glucocorticoides) permettent des rendements
satisfaisants et n'altérent pas les fonctions du PN (69).

Par contre, la conservation des PN pose toujours des problémes et ne permet
pas de stocker ces cellules plus de 24 h, alors qu'une conservation comparable
a celles des plaquettes (3 a 5 jours) serait souhaitable (69). Les conservations
liquides sont mieux étudiées et plus performantes que les cryoconservations
(69). Une température de 20 a 25°C et un pH proche de 7.4 semblent des
conditions cruciales pour assurer une bonne conservation (69). Par contre, le
choix du milieu de conservation (plasma? milieu synthétique?) ainsi que celui
d'éventuels additifs reste malaisé et aucun protocole ne s'est imposé a I'heure
actuelle (69).

Le chimiotactisme semble étre la fonction des PN la plus précocement altérée
au cours de la conservation; son étude constituerait donc le meilleur choix
comme critére de bonne conservation (69). Toutefois, la plupart des auteurs
utilisent une batterie de tests pour étudier I'évolution des fonctions du PN au
cours de la conservation (69).

Dans notre travail, nous viserons donc a définir un milieu de conservation
optimal des PN, et & choisir les mesures les plus adéquates pour étudier le PN

durant cette conservation.
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2.Etude expérimentale,
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2.1.Etude fonctionnelle des PN
Conserves.

2.1.1.Choix de la méthode de séparation des

PN et du milieu de conservation.

2.1.1.1.Choix des méthodes liquides.

Les méthodes de conservation en milieu liquide font I'objet du plus grand
nombre d'études expérimentales (cf partie bibliographique) (69). Ces études
permettent de dégager plusieurs conclusions importantes, notamment en ce qui
concerne le pH et la température du milieu de conservation (69). Les résultats
obtenus par plusieurs auteurs (Glasser et Lane en particulier) permettent de
penser qu'une conservation adéquate des fonctions les plus fragiles du PN, le
chimiotactisme en particulier, pourrait étre réalisée pendant plusieurs jours
(174,187). Toutefois, la durée de conservation des PN, pour la plupart des
études expérimentales, ne dépasse pas 48 h (69).

De plus, I'équipement et I'expérience de notre laboratoire autorisent un départ
relativement rapide des études expérimentales de conservation des PN en
milieu liquide. En effet, la séparation de PN par sédimentation sur dextran ou
sur PercollR, ainsi que la mesure de plusieurs fonctions du PN
(chimiotactisme, migration spontanée, réduction du NBT...) ont déja été mises
au point avant cette étude.

L'alternative possible aux conservations en milieu liquide, c'est-a-dire les
cryopréservations, montrent plusieurs inconvénients, notamment le manque
d'expérience des techniques de cryopréservation dans notre laboratoire, et
surtout la faible quantité de PN conservables par cette méthode, ce qui limite

fortement l'utilisation pratique éventuelle de PN conservés de cette fagon

(221,222).
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Toutes ces raisons expliquent le choix d'une méthode de conservation liquide.

2.1.1.2.Choix des fonctions des PN a étudier lors
de la conservation.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes est
effectuée a l'aide d'un Counter STKR (Coulter,USA) pour toute l'étude
expérimentale. Elle est réalisée d'une part, pour calculer la quantité d'additif
nécessaire a une bonne conservation des PN et d'autre part, pour mesurer la
contamination en cellules parasites. Ces contaminations cellulaires peuvent
s'avérer trés nocives, notamment en consommant certains additifs de
conservation prévus pour les PN (bicarbonate, glucose...) ou en favorisant
l'agrégation leucocytaire (174,175).

La mesure du chimiotactisme est sélectionnée dans le cadre de cette étude, car
il représente le marqueur le plus sensible de 1'altération fonctionnelle des PN
au cours de la conservation (171,172). Nous utilisons une technique de
migration sous agarose proche de celle recommandée par Nelson; l'agent
chimiotactique est la formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine (FMLP) 0.1
pumol/ L (248). La migration spontanée est mesurée simultanément, par la
méme méthode que le chimiotactisme (248). La technique utilisée pour
mesurer le chimiotactisme et la migration spontanée est développée dans
lI'annexe 1.

La réduction du nitrobleu de tétrazolium (NBT) (67) et la mesure de la
chimiluminescence (249) ont été sélectionnées pour étudier le métabolisme
oxydatif du PN durant la conservation. La phagocytose est mesurée par une
technique utilisant des billes de latex (67). La technique de mesure de la
réduction du NBT ainsi que celle de la phagocytose sont précisées dans
l'annexe 2; celle de la mesure de la chimiluminescence dans I'annexe 3.

La mesure de 1'adénosine triphosphate (ATP) intragranulocytaire et la mesure

du pH du milieu de conservation (déterminé & l'aide d'un pHmétre TS 40/N
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(Tacussel électronique,France), permettent d'apprécier 1'état énergétique des
PN conservés (249). La chute du pH observée lors de la conservation est liée a
la génération de lactate par les PN, elle-méme en relation avec la glycolyse
anaérobie, principale source d'énergie du PN (211). L'ATP est également
mesuré, lorsque celui-ci est utilisé comme additif de conservation. La méthode
de mesure de I'ATP est développée dans I'annexe 4 (249).

La mesure de la libération de lysozyme (témoin des granules primaires et
spécifiques) et de la béta-glucuronidase (témoin des granules primaires) dans
le milieu de conservation est effectuée pour mesurer la dégranulation des PN
au cours de la conservation (249). Les méthodes de dosage de la béta-
glucuronidase et du lysozyme sont développées dans les annexes 5 et 6,

respectivement (249).

2.1.1.3.Choix des méthodes de prélévement des
PN.

2.1.1.3.1.Choix des donneurs.

Les donneurs, pour l'obtention de sang total et pour les cytaphéréses, sont
sélectionnés selon les normes relatives au don de sang et de leucocytes en
France (106). Aucun autre critére particulier de choix (age, race, sexe...) n'a été

retenu (249).

2.1.1.3.2.Ponction veineuse.

Le sang total est obtenu par ponction veineuse. Il est recueilli dans un tube de
polypropyléne stérile (Falcon 2059,Becton Dickinson,USA) contenant 10 Ul

d'héparine (Héparine Eurobio,France) par ml de sang (249).

2.1.1.3.3.Cytapheérese.

Ce préléevement est réalisé chez des donneurs ayant regu une prémédication

aux glucocorticoides. Les leucocytes sont obtenus par centrifugation en flux
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continu a l'aide de la centrifugeuse Fenwal CS 3000 (Fenwal,USA) et
recueillis dans une poche transfusionnelle R 2021 en chlorure de polyvinyle

(Fenwal, USA). Le mode opératoire précis est développé dans I'annexe 7.

2.1.1.4.Choix des méthodes de séparation des PN.

2.1.1.4.1.Sédimentation sur dextran.

La méthode de séparation des PN par sédimentation sur dextran est la plus
utilisée dans notre laboratoire (cf annexe technique 8) (249). Elle posséde
l'avantage de ne pas causer d'altération supplémentaire in vitro en raison de
l'absence de centrifugation. Elle est assez rapide (1 h environ), aisée et ne
nécessite qu'un matériel relativement peu coiiteux (seringues et tubulures
stériles, filtres). Elle peut étre réalisée stérilement sans difficultés, a condition
de disposer d'un flux laminaire. Elle posséde plusieurs désavantages dont le
principal est probablement d'étre une méthode de séparation des leucocytes et
non des PN. Si les leucocytes sont obtenus par une ponction veineuse de 15 ml
chez un donneur sain (quantité disponible journellement dans le cadre de notre
étude), les concentrations en PN obtenues pour 5 ml de milieu de conservation
(conditions expérimentales usuelles) dépassent rarement 1010/L. La pureté en
PN habituellement obtenue, par rapport a I'ensemble des leucocytes, est
d'environ 70 %. Elle dépend de la leucocytose et de la formule sanguine du
donneur. Si les PN sont obtenus par cytaphérése, ce probléme ne se pose pas,
en raison des rendements en PN beaucoup plus élevés (10 fois, au moins).
Toutefois, les cytaphéréses sont beaucoup plus difficilement disponibles que
les ponctions veineuses, en raison de la complexité et de la durée de ce
prélévement. Un autre inconvénient des cytaphéréses réside dans Ia
contamination en leucocytes mononucléés, proche de celle observée pour la
sédimentation sur dextran. La pureté en PN habituellement obtenue (qui

dépend du donneur) est d' environ 70 %. La contamination en érythrocytes et
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en plaquettes est également considérable, de l'ordre de 5.1011 a 1012/ L pour
les érythrocytes et les plaquettes, soit 10 a 20 fois plus que celle observée pour
le prélévement sanguin. Ces contaminations n'altérent pas sensiblement la
qualité des études fonctionnelles, en tout cas pour des PN frais et selon les
méthodes décrites, mais elles peuvent s'avérer néfastes lors de la conservation
des PN (par exemple, consommation de glucose par ces cellules parasites, ou
par des phénoménes d'agrégation des PN).

Malgré ces défauts, nous avons retenu la méthode par sédimentation sur
dextran pour les essais relatifs aux études fonctionnelles du PN. La techniqué

est détaillée dans l'annexe 8.

2.1.1.4.2.Sédimentation sur PercollR.

La méthode de séparation par sédimentation sur PercollR (cf annexe technique
11) montre une contamination beaucoup plus réduite en cellules
mononucléées. La pureté habituellement obtenue est de 'ordre de 95-98 %. La
contamination en érythrocytes et en plaquettes est également bien moindre
qu'avec la sédimentation sur dextran: de l'ordre de 10 a 100 fois moins et donc
difficilement mesurable par l'automate de numération Coulter. Cette pureté
nettement accrue est toutefois obtenue au dépend d'une perte de rendement
importante, de l'ordre de 10 fois par rapport a la sédimentation sur dextran, et
donc d'une concentration en PN beaucoup plus faible pour un méme volume de
sang prélevé.

La méthode de séparation sur PercollR est toutefois indispensable pour les
études de la structure de membrane du PN ou une pureté maximale est

indispensable (cf chapitres 2.2. et 2.3.).

2.1.1.5.Choix de la température de conservation.

Pour toute notre étude, nous choisissons de conserver les PN a température

ambiante, c'est-a-dire une zone de températures comprises entre 22 et 29°C. Ce
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choix est en accord avec la littérature récente (167-172). Les températures de
4°C et 37°C ne sont plus utilisées actuellement (190,191). La température de

conservation a été mesurée pour chaque essai (249).

2.1.1.6.Choix du milieu de conservation.

Le choix du milieu de conservation est guidé, d'une part par 1'étude
bibliographique, et d'autre part par l'étude expérimentale.

Un autre axe de réflexion nous mene a étudier des milieux injectables, puisque
ceux-ci présentent plusieurs des critéres nécessaires 4 une conservation
correcte: la présence d'un pH proche de 7.4, d'une composition électrolytique
proche du plasma, de la stérilité et de I'apyrogénicité, notamment (249).

La préférence est donnée a des milieux synthétiques, afin de maitriser plus
sirement la composition du milieu, le plasma ou le sérum apportant une source
d'additifs inconnus, dont l'influence, positive ou négative est malaisée a
déterminer (249).

D'autre part, 1'é¢tude bibliographique nous montre que la conservation des PN
s'avere impossible au-dela de quelques heures si un tampon bicarbonate n'est
pas ajouté au milieu de conservation (187). Nous intégrons tous ces
renseignements pour choisir et étudier 4 milieux de conservation: un mélange
tampon phosphate/solution d'albumine, le RhéoslanderR, le PlasmagelR

glucosé désodé et le PlasmionR.

2.1.1.6.1.Méthodologie.

Le nombre d'essais est de cing. Les résultats sont exprimés sous la forme de la
moyenne * écart-type. L'étude statistique est réalisée par analyse de variance
entre les résultats obtenus au temps 0 h et ceux obtenus au bout de 24 h de

conservation.
Le chimiotactisme, la migration spontanée, la réduction du NBT et la

phagocytose sont aussi représentés sous la forme du pourcentage d'activité par
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rapport au temps 0 h. La libération de lysozyme et de béta-glucuronidase est

exprimée sous la forme de la différence d'activité par rapport au temps 0 h.
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2.1.1.6.2.Milieu tampon phosphate/albumine.

Le premier milieu de conservation testé est constitué d'un mélange de tampon
phosphate pH 7.4 glucosé 1 mmol/ L (PBS-G) et d'une solution stérile
d'albumine a 200 g/ dL, 1/1 volume/volume. La composition du PBS-G est la
suivante: chlorure de sodium anhydre (Prolabo, France): 8 g; chlorure de
potassium anhydre (Prolabo, France): 0.2 g; Hydrogénophosphate de sodium
anhydre (Prolabo, France): 1.15 g; dihydrogénophosphate de potassium
anhydre (Prolabo, France): 0.2 g; D+glucose (Prolabo, France): 0.18 g; Eau
distillée: 1 L. Nous choisissons ce milieu en raison de l'apport d'un tampon
phosphate dont le pH est proche de celui du sang, de glucose et de protéines,
trois facteurs reconnus comme favorables a la conservation des PN
(187,192,197).

La durée de conservation est de 24 h.

Les paramétres étudiés pour cet essai sont le chimiotactisme, la migration
spontanée, la réduction du NBT, la phagocytose et la libération de lysozyme et
de béta-glucuronidase dans le milieu de conservation.

La température de conservation est de 23 + 2 °C.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes est de
8.9 + 2.1 109/ L, 6.6 + 1.5 109/ L, 25 15 10% L et 38 + 14 109/ L,
respectivement.

Le tableau I présente les résultats a 0 h et 24 h de conservation pour le milieu
PBS-G/albumine.

Nous notons la formation d'agrégats macroscopiques au bout de 24 h de
conservation. Nous observons une altération significative (cf tableau I) de tous
les paramétres mesurés au bout de 24 h de conservation. Le chimiotactisme, en
particulier, est effondré au bout de 24 h. Ce milieu est donc inadapté a la

conservation des PN.
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2.1.1.6.3.Milieu RhéoslanderR.

Le deuxiéme milieu de conservation testé est le Rhéoslander® (Laboratoire
Roger Bellon, France). La composition de ce milieu est la suivante: dextran
40000: 10 g; Sorbitol: 5 g; Eau pour injectables: 100 mL. Nous choisissons ce
milieu en raison de son contenu en protéines.

La température de conservation est de 22 + 1 °C.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes est de
7.8+ 0.9 10% L, 5.1 + 0.7 10% L, 40 + 20 109 L et 51 + 17 10% L,
respectivement.

Le tableau II présente les résultats a 0 h et 24 h de conservation pour le milieu
RhéoslanderX.

A 0 h de conservation, le chimiotactisme et la migration spontanée sont déja
nettement réduits par rapport aux valeurs de références.

La formation d'agrégats macroscopiques aprés 24 h de conservation est
beaucoup plus importante et nettement moins réversible que pour l'essai
précédent. Toutes les fonctions étudiées sont significativement détériorées
aprés 24 h de conservation (cf tableau II).

Ce milieu est donc encore plus inadapté que le précédent puisqu'on observe

d'importants dégats d'emblée.
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2.1.1.6.4.Le PlasmagelR glucosé désods.

Le troisiéme milieu expérimenté est le PlasmagelR glucosé (Laboratoire Roger
Bellon, France). La composition de ce milieu est la suivante: gélatine: 2.5 g;
glucose: 5 g; eau pour injectables: 100 mL. Ce milieu est choisi en raison de la
présence de protéines et de glucose, bien que ce dernier soit présent i une
concentration nettement supérieure a celle du plasma.

La température de conservation est de 23 + 1 °C.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes est de
7.0 £ 1.1 109/ L, 48 + 1.0 10% L, 30 + 10 10% L et 28 + 9 10% L,
respectivement.

Le tableau III présente les résultats 2 0 h et 24 h de conservation pour le
PlasmagelR glucosé désodé.

A 0 h de conservation, les fonctions des PN restent normales par rapport & nos
valeurs de références.

A 24 h de conservation, toutes les fonctions sont significativement altérées (cf
tableau III) et 1'on note la formation (modérée) d'agrégats macroscopiques. Ce

milieu est donc inadapté a la conservation des PN.
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2.1.1.6.5.Le PlasmionX.

Le PlasmionR (Laboratoires Roger Bellon, France) est une solution injectable
de gélatine et d'électrolytes. La composition de ce milieu est la suivante:
gélatine modifiée: 3 g; NaCl: 0.538 g; KCl: 0.037 g; MgClo: 0.014 g; lactate:
0.336 g; eau pour injectables: 100 mL. Ce milieu est dépourvu d'ions calcium;
c'est pourquoi elle nous intéresse dans le cadre de cette étude.

La température de conservation est de 24 + 2 °C.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes est de
6.5+ 1.0 10%/ L, 53 + 0.9 109/ L, 30 + 10 10% L et 42 + 12 109/ L,
respectivement.

Les résultats & 0 h et a 24 h de conservation sont présentés dans le tableau IV.
A 0 h de conservation, les fonctions des PN sont normales par rapport a nos
valeurs de référence.

A 24 h de conservation, toutes les fonctions sont significativement altérées (cf
tableau IV). Toutefois, la formation d'agrégats macroscopiques reste tres
modérée. Dans ces conditions, ce milieu est néanmoins inadapté a la

conservation des PN.
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2.1.1.6.6.Analyse des résultats obtenus.

Aucun des modéles étudiés ne présente des performances satisfaisantes. Pour
tenter d'améliorer cette étude, nous avons décidé de sélectionner les deux
milieux les moins mauvais (notamment sur le critére de formation d'agrégats
macroscopiques), c'est-a-dire le PlasmionR et le PlasmagelR et de leur ajouter
du bicarbonate de sodium 9 mmol/ L (Gibco, U.K.), afin de tenter de discerner
la meilleure solution. En effet, I'étude bibliographique nous montre que le
bicarbonate de sodium est 1'un des additifs essentiels & une bonne conservation

(187).
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2.1.1.6.7.P1asmagelR + bicarbonate de sodium 9 mmol/ L.

La température de conservation est de 22 + 1 °C.

La numération de leucocytes, de PN, d'érythrocytes et de plaquettes est de 6.8
+ 14 10% L, 5.6 + 1.0 10% L, 40 + 10 10% L et 51 + 18 10%/ L,
respectivement.

Le tableau V présente les résultats a 0 h et 24 h de conservation pour le
PlasmagelR + bicarbonate de sodium 9 mmol/ L.

Au bout de 24 h de conservation, nous ne remarquons plus la présence
d'agrégats macroscopiques, mais toutes les fonctions sont significativement

altérées (cf tableau V) et le chimiotactisme n'est maintenu qu'a 25 %.
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2.1.1.6.8.PlasmionR + bicarbonate de sodium 9 mmol/ L.

La température de conservation est de 22 + 1 °C.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes est de
7.7+ 1.1 10°/ L, 65 + 1.2 109/ L, 30 + 15 10% L et 44 + 10 10%/ L,
respectivement

Le tableau VI présente les résultats & 0 h et 24 h de conservation pour le
Plasmion® + bicarbonate de sodium 9 mmol/ L.

Au bout de 24 h de conservation, nous ne remarquons plus la présence
d'agrégats macroscopiques, le chimiotactisme et la libération d'enzymes sont
altérés alors que la phagocytose et la réduction du NBT restent normales (cf

tableau VI). Toutefois, la diminution du chimiotactisme demeure assez

modeérée puisqu'il est conservé a 42 % au bout de 24 h.
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2.1.1.6.9.Conclusion.

Selon nos résultats expérimentaux, le PlasmionR additionné de bicarbonate de
sodium 9 mmol/ L constitue la meilleure base pour étudier un modéle de
conservation des PN, principalement en raison du maintien a 42 % du
chimiotactisme au bout de 24 h de conservation.

Nous avons donc décidé de retenir cette solution pour continuer notre étude

expérimentale.
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2.1.2.Influence de certains additifs de
conservation.

2.1.2.1.Introduction - méthodologie.

Les résultats obtenus lors du choix du milieu de conservation confirment qu'il
est impossible de réaliser une conservation des PN a partir d'un milieu
synthétique "minimal". Le recours a un ou plusieurs additifs de conservation
est indispensable puisque le meilleur milieu sélectionné (Plasmion®) donne de
trés mauvais résultats concernant le maintien du chimiotactisme durant 24 h,
sauf si du bicarbonate de sodium 9 mmol/ L est ajouté a ce milieu.

La littérature examinée est d'ailleurs sans ambiguité a ce sujet: divers additifs,
en particulier le bicarbonate de sodium, ont été utilisés par plusieurs auteurs
qui améliorérent ainsi nettement la conservation des PN (69,187).

Le choix et l'ordre des essais concernant les additifs examinés dans cette étude
fut d'abord basé sur 1'analyse de la littérature relative a ce sujet. En particulier,
l'étude a d'abord porté sur l'influence de l'apport de bicarbonate de sodium,
puis de glucose, au milieu de conservation. Chaque essai utilise les conclusions
de l'essai précédent afin d'arriver le plus rapidement possible a un résultat
satisfaisant. Nous avons vérifié l'action, bénéfique ou nuisible, de ces
substances ajoutées au milieu PlasmionR, sur la conservation des PN, d'apres
les fonctions des PN que nous avons mesurées. Ces fonctions sont le
chimiotactisme, la migration spontanée, la réduction du NBT, la phagocytose,
la chimiluminescence, le pH, le lysozyme et la béta-glucuronidase, mesurés et
exprimés comme précédemment.

Certains additifs (ou condition de conservation) étudiés ont déja été testés
précédemment par d'autres auteurs: bicarbonate de sodium, glucose, calcium,
agitation, milieu RPMI (Roswell Park Memorial Institute), corticoides, type de

récipient, désoxyribonucléase 1 (DNAse 1).
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Les autres paramétres sélectionnés n'ont pas été étudiés dans la littérature
examinée: stérilité de la séparation sur dextran, adénosine triphosphate (ATP),
vitamine C, bullage d'azote et d'oxygéne, nicotinamide adénine dinucléotide
réduit (NADH), nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
(NADPH), acétate d'alpha-tocophérol, contamination en plaquettes, fluorure de
sulfonylphénylméthane (PMSF), amikacine et ampicilline.

Pour toutes les solutions d'additifs, nous ajoutons 10 )LI d'une solution stock
100 X plus concentrée que la concentration finale désirée, par ml de milieu de
conservation. Ceci permet d'éviter des variations importantes du volume de
milieu de conservation. Toutes les solutions sont stérilisées par passage sur
filtre Cathivex 0.22 ym (Millipore, France), puis conservées & 4°C. L'ajout des
additifs au milieu de conservation est réalisé stérilement, sous flux laminaire
(cf sédimentation sur dextran).

En ce qui concerne l'étude statistique, le nombre de déterminations par essai
est de cinq, les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne + écart-

type et nous utilisons le test d'analyse de variance.
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2.1.2.2.Tampon bicarbonate.

2.1.2.2.1.Mode opératoire.

Nous utilisons le bicarbonate de sodium (Gibco, UK) pour tenter de maintenir
le pH du milieu de conservation a des valeurs proche de 7.4. La concentration
finale de bicarbonate de sodium est de 9 mmol/ L. Les modalités pratiques
d'utilisation de ce composé sont détaillées dans I'annexe 9.

La libération d'acide lactique a également été mesurée dans le milieu de
conservation. Celui-ci est dosé a l'aide d'un Hitachi 717 (Hitachi, Japon), selon

la méthode du coffret-réactif Hitachi.

2.1.2.2.2.Résultats.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes
donne les résultats suivants: 5.1+ 1.4 10%/L; 3.1+ 1.0 109/ L; 30 +10 109 L;
19 + 9 109/ L, respectivement.

Pour le controle, la concentration en acide lactique est de 0.2 + 0.1 mmol/ L a
0 h de conservation et de 4.8 + 0.7 mmol/ L a 24 h.

Pour l'essai, la concentration en acide lactique est de 0.2 + 0.1 mmol/ L au
bout de 0 h de conservation et de 5.4 + 0.7 mmol/ L a 24 h (différence non
significative avec le controle).

La température de conservation est de 20 + 1 °C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau VII.

Les figures 1a et 1b illustrent les modifications significatives apportées par le

tampon bicarbonate au bout de 24 h de conservation.

2.1.2.1.3.Discussion.

Apreés 24 h de conservation, lorsque le pH du milieu de conservation chute en-

dessous de 7.0, les fonctions des PN s'altérent nettement (surtout le
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chimiotactisme) et nous observons la formation d'agrégats macroscopiques.
Ces résultats sont en accord avec la littérature (187).

En effet, des études ont été menées pour des zones de pH variant entre 5.5 et
8.5 (69). Il s'avére que le pH de 7.2 serait optimal pour éviter la lyse des PN et
que l'intervalle de pH compris entre 7.0 et 7.5 serait l'optimum pour le
maintien du chimiotactisme (69). En présence de bicarbonate, au bout de 24 h,
le pH observé est de 7.20, ce qui semble satisfaisant. L'utilisation de
bicarbonate limite nettement I'abaissement du pH lié a la libération d'acide
lactique par les PN (observé dans cet essai). Il serait intéressant de vérifier si
ce phénomene est également observé lorsque le pH est ajusté au bout de 24 h,
ou tous les jours de la conservation (chapitres 2.1.2.20 et 2.1.2.21). Un pH
maintenu constamment proche de 7.4 permettrait peut-étre une conservation
beaucoup plus longue des PN (plusieurs jours).

Nous avons mesuré la concentration en acide lactique dans le milieu de
conservation, et ces résultats sont proches de ceux obtenus par d'autres auteurs,
dans des conditions expérimentales proches (187,192,211). Le lactate libéré
dans le milieu de conservation aurait deux origines: le glucose ajouté
(éventuellement) a celui-ci ou la glycogénolyse au niveau des PN (187).

La relation entre la chute du chimiotactisme et celle du pH est trés nette, mais
son mécanisme reste mal connu. Lane et coll. suggérent qu'il pourrait s'agir
d'une relation de cause a effet, la diminution du pH en dessous de 7.0
engendrant plusieurs effets nocifs vis-a-vis du PN (187):

d'une part, une modification de certains constituants du PN (protéines de
membrane, structures intracellulaires, récepteurs aux cytotaxines);

d'autre part, des altérations biochimiques, en particulier au niveau de la
phosphofructokinase, une enzyme de la glycolyse inhibée en cas d'acidose.
L'inhibition de la phosphofructokinase par les ions H30™ en excés pourrait
également expliquer la chute de 'ATP intragranulocytaire (187). De plus,

l'accumulation d'ions H30% intracellulaires pourrait provoquer, —soit
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directement, soit par la diminution d'ATP, le dysfonctionnement des pompes

Na*/K* membranaires et donc permettre I'entrée d'eau et de sodium dans le

PN.
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Figure 1b : Modifications significatives
przon}fes par le tampon bicarbonate au bout
e 24 h.

80 -

70

60

50 -

40

30

20

10

Lysozyme Béta-glucuronidase

[ J- M\«

- : Absence de bicarbonate

+ : Présence de bicarbonate

Le lysozyme est exprimé en différence de concentration (pg/ mL)
entre les conservations de 0 h et de 24 h.

La béta-glucuronidase est exprimée en différence d'activité (US/ mL)
entre les conservation de 0 h et de 24 h.



170

2.1.2.3.Glucose.

2.1.2.3.1.Mode opératoire.

Le glucose (Prolabo, France) est ajouté au milieu de conservation, a la
concentration finale de 5.5 mmol/ L. Nous avons également mesuré la
concentration en glucose dans le milieu de conservation. Le dosage du glucose
est réalisé a l'aide d'un Hitachi 717 (Hitachi, Japon), selon la méthode du

coffret-réactif Hitachi.

2.1.2.3.2.Résultats.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes
donne les résultats suivants: 5.1+ 1.4 10%/L; 3.1+ 1.0 109 L; 30 £ 10 109/ L;
19 +9 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 25 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau VIII.

La figure 2 illustre les modifications significatives apportées par le glucose.

La concentration en glucose est de 5.3 + 0.2 mmol/ L. a 0 h de conservation et

de 4.9 + 0.4 mmol/ L au bout de 24 h de conservation.

2.1.2.3.3.Discussion.

Le maintien du chimiotactisme est amélioré par l'ajout de glucose é. des
concentrations physiologiques (192-194). Ceci est probablement di a
l'augmentation de la production d'ATP par la glycolyse des PN et au fait que le
chimiotactisme soit un phénoméne contractile nécessitant de I'énergie (69,192-
194).

La concentration optimale de glucose reste difficile a définir. Les rares études
disponibles proposent des concentrations proches de la glycémie physiologique
(192-194). Toutefois, cette concentration dépend de la quantité de PN présents

dans la poche de conservation (211). En effet, la métabolisation du glucose est
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directement proportionnelle a la concentration en PN présente dans la poche de
conservation, pour une gamme comprise entre 108 et 109 PN/ L. Elle dépend
également de la contamination érythrocytaire, et surtout plaquettaire (249).
Une conservation prolongée (plus de 24 h) nécessiterait probablement un
apport plus important en glucose, ou plutdt un apport continu en glucose (249).
Ceci sera vérifié dans des expériences ultérieures. Il est a noter que des
concentrations plus élevées en glucose, de l'ordre de 55 mmol/ L seraient
toxiques pour le PN (probablement par un effet osmotique) (69). Les résultats
que nous observons sont en accord avec la littérature examinée (192-194).

La consommation de glucose mesurée pour cet essai est proche de celle

observée par d'autres auteurs (192-194).
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Figure 2 : Modifications significatives
apportées par le glucose au bout de 24 h.
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2.1.2.4.Calcium.

2.1.2.4.1.Mode opératoire.

Le calcium est ajouté au milieu de conservation a la concentration finale de 1

mmol/ L, sous la forme de chlorure de calcium dihydraté (Prolabo, France).

2.1.2.3.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.8 £ 0.9 109/ L;4.2+0.6 109/ L;17
610/ L; 62 +13 107/L, respectivement.

La température de conservation est de 28 + 1 °C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau IX.

Les figures 3a et 3b illustrent les modifications significatives apportées par le

calcium.

2.1.2.4.3.Discussion.

Le calcium altére presque toutes les fonctions des PN, avec formation
d'agrégats macroscopiques particuliérement importants, ce qui est en accord
avec la littérature (195). Ce cation divalent pourrait accélérer l'agrégation
leucocytaire (195). Aucun auteur n'a déterminé la concentration en calcium a
partir de laquelle les effets toxiques deviennent détectables. Cet ioﬁ est
toutefois indispensable, en faibles quantités, au fonctionnement des PN ou il
est impliqué, par exemple, au niveau de trés nombreuses réactions

enzymatiques, par exemple (10,12).

R

Il est a noter que le milieu de conservation utilisé, le Plasmion™, ne contient

pas de calcium, mais contient du magnésium, un autre cation divalent.
Toutefois, ce dernier ne semble pas nuire de fagon significative a la

conservation des PN, tout du moins dans le cadre de notre étude.
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Figure 3b : Modifications significatives
apportées par le calcium au bout de 24 h.
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Le lysozyme est exprimé en différence de concentration (ug/ mL)
entre les conservations de 0 h et de 24 h.

La béta-glucuronidase est exprimée en différence d'activité (US/ mL)
entre les conservation de 0 h et de 24 h.
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2.1.2.5.Stérilité de la séparation des PN.

2.1.2.5.1.Mode opératoire.

Cet essai consiste a comparer une séparation de PN rigoureusement stérile
(stérilisation des réactifs, manipulations sous flux laminaire) avec une

séparation non stérile au niveau de la séparation sur dextran.

2.1.2.5.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 7.5 + 2.1 10/ L; 5.8 + 1.3 109/ L; 23 +
19 10%/ L; 43 + 12 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 24 * 2 °C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau X.

2.1.2.5.3.Discussion.

La stérilitt de la procédure de séparation sur dextran n'apporte pas
d'améliorations significatives. Toutefois, il est clair qu'une utilisation
thérapeutique de ces PN conservés impliquerait automatiquement une stérilité
totale. Ceci est d'autant plus crucial que les patients qui pourraient bénéficier
d'une transfusion de PN possédent des défenses immunitaires affaiblies
(chimiothérapies lourdes, granulomatose chronique...) et sont dbnc
particuliérement sensibles a des infections (10,12,79).

La procédure consistant & apporter les additifs de conservation un par un
augmente le risque de contamination du milieu. Si le modéle expérimental
pouvait aboutir & une utilisation transfusionnelle, des systémes de connexions

stériles entre la poche de conservation et le conteneur des additifs devraient

étre mis au point.
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A notre connaissance, aucun autre auteur de la littérature examinée n'a mesuré
l'influence de la stérilitt de la procédure de séparation des PN sur la

conservation de ceux-ci.
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2.1.2.6.Adénosine triphosphate (ATP).

2.1.2.6.1.Mode opératoire.

L'ATP est utilisé a la concentration finale de 1 umol/ L, sous la forme d'ATP
trihydrate (Boehringer, Allemagne).

2.1.2.6.2.Résultats.

La numération des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des plaquettes
donne les résultats suivants: 10.2 + 3.2 109/ L; 7.1 + 2.6 10/ L; 47 + 15 10/
L; 68 +17109/L, respectivement.

La température de conservation est de 27 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XI.

La figure 4 illustre les modifications significatives apportées par I'ATP.

2.1.2.6.3.Discussion.

Pour cet essai, l'ajout d'ATP améliore significativement le maintien du
chimiotactisme (249).

L'altération du chimiotactisme a été corrélée dans un premier temps avec la
chute du taux d'ATP intragranulocytaire (69). Un abaissement a moins de 60
% du taux basal d'ATP correspondrait a une diminution du chimiotactisme
(211). Le chimiotactisme est un processus contractile faisant intervenir des
filaments d'actine et de myosine, 'ATP servant de source d'énergie pour la
contraction de ces filaments (12).

Le mécanisme d'action de 'ATP ajouté au milieu de conservation sera précisé
dans des essais ultérieurs (252).

A notre connaissance, aucun autre auteur de la littérature examinée n'utilise

I'ATP comme additif de conservation.
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2.1.2.7.Agitation.

2.1.2.7.1. Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence d'une agitation rotative (plateau de 20

cm de diamétre, incliné a 45°, 20 rpm) sur la conservation des PN.

2.1.2.7.2.Résultats.

La numération cellulaire des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des
plaquettes donne les résultats suivants: 6.6 + 3.3 109/ L; 4.5 + 2.4 109/ L; 17 +
1210%/ L; 27 + 5 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 29 + 2°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XII.

Les figures 5a et 5b illustrent les modifications significatives apportées par

l'agitation du milieu de conservation.

2.1.2.7.3.Discussion.

Pour la conservation des plaquettes, 1'agitation rotative s'avére indispensable,
puisqu'il permet de limiter l'agrégation de celles-ci (69). Au contraire,
l'agitation rotative des concentrés granulocytaires engendre une altération du
chimiotactisme, une dégranulation et une lyse cellulaire accrues (69,184,185).
C'est également ce que nous retrouvons au niveau expérimental (249,250). Par
contre, le fait d'agiter trés doucement les PN, sporadiquement (toutes les 12 h,
par exemple), ne semble pas nuisible et permet peut-étre de limiter leur
agrégation.

Miyamoto et coll., a l'inverse des autres auteurs, trouvent que le maintien du
chimiotactisme lors d'une conservation de 48 h, est meilleur lorsque les PN
sont agités (183). Toutefois, leur modéle expérimental est différent du notre
puisqu'il utilise des leucoconcentrés (buffycoats) obtenus a partir d'une poche

de sang total au lieu d'une suspension de leucocytes séparés sur dextran (183).
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Le systeme d'agitation est également différent du nétre puisqu'il s'agit d'un
plateau rotatif horizontal dont le nombre de rpm est plus élevé (80 au lieu de

20).
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Figure 5a : Modifications significatives
apportées par l'agitation au bout de 24 h.
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Figure 5b : Modifications significatives
apportées par l'agitation au bout de 24 h.
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Le lysozyme est exprimé en diffé e de concentration (ug/ mL)
entre les conservations de 0 h et 4 h.

La béta-glucuronidase est exprimee en différence d'activité (US/ mL)
entre les conservations de 0 h et de 24 h.
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2.1.2.8.0bscuriteé.

2.1.2.8.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence d'une exposition a la lumiére (tube
néon 220 v, 60 watt, placé a la distance de 60 cm de la solution de PN) sur la

conservation des PN,

2.1.2.8.2.Résultats.

La numération cellulaire des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des
plaquettes donne les résultats suivants: 5.4 + 1.1 109/ L; 3.7 + 0.5 10%/ L; 17 +
6109/ L; 51 + 8 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 27 £ 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XIIIL

La figure 6 illustre les modifications significatives apportées par l'obscurité.

2.1.2.8.3.Discussion.

L'obscurité améliore le maintien du chimiotactisme.

L'axe général du choix des additifs utilisés dans le cadre de cette étude vise a
fournir un milieu aussi stable, riche et dépourvu en facteurs agressifs vis-a-vis
du PN (249). Peut-étre la lumiére doit-elle étre considérée comme un facteur
d'agression ou d'activation des PN. |

A notre connaissance, aucun auteur de la littérature examinée n'a étudié l'effet

de 'obscurité sur la conservation des PN.
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Figure 6 : Modifications significatives
apportées par l'obscurité au bout de 24 h.
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2.1.2.9.Vitamine C.

2.1.2.9.1.Mode opératoire.

R

La vitamine C (Laroscorbine™, Roche, Suisse) est utilisée a la concentration

finale de 10 umol/ L.
2.1.2.9.2.Résultats.

La numération cellulaire des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des
plaquettes donne les résultats suivants: 5.6 + 1.4 109/ Li 39811 109/ L; 24 +
15 10%/ L; 26 + 16 10% L, respectivement.

La température de conservation est de 24 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XIV,

Les figures 7a et 7b illustrent les modifications significatives apportées par la
vitamine C.

2.1.2.9.3.Discussion.

Dans notre modele expérimental, l'ajout d'acide ascorbique améliore le
maintien du chimiotactisme et du NBT; il diminue également la libération de
béta-glucuronidase. L'action bénéfique de l'acide ascorbique pourrait étre
expliquée par ses propriétés réductrices. En effet, au cours de son activation, le
PN libére de nombreuses substances oxygénées: ions superoxyde, oxygene
singulet, radicaux libres oxygénés..., qui vont s'attaquer aux protéines présentes
dans le milieu, notamment en oxydant leurs groupements thiols (63-66). Le PN
activeé risquerait donc de s'oxyder lui-méme dans le milieu de conservation. Le
fait d'ajouter dans le milieu une substance réductrice capable de neutraliser
l'action de ces oxydants pourrait donc étre favorable a la conservation des PN.
L'ensemble des auteurs de la littérature examinée estime qu'un milieu

relativement réducteur semble favorable a la conservation des PN (69).
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Figure 7a : Modifications significatives

apportees par l'acide ascorbique au bout de

24 h.
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Figure 7b : Modifications significatives
apportées par l'acide asorbique au bout de 24

10

Lysozyme Béta-glucuronidase

- NN

- : Absence d'acide ascorbique

+ : Présence d'acide ascorbique

Le lysozyme est exprimé en différence de concentrations (ug/ mL)
entre les conservations de 0 h et de 24 h.

La béta-glucuronidase est exprimée en différence d'activité (US/ mL)
entre les conservaztions de 0 h et 24 h.
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2.1.2.10.Milieu RPMI (Roswell Park Memorial
Institute).

2.1.2.10.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous comparons le milieu RPMI 1640 1 X (Gibco, UK) avec le

milieu PlasmionK, pourvu des mémes additifs de conservation.

2.1.2.10.2.Résultats.

La numeération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.9 + 0.9 109/ L;41+04 109/ L; 37 %
6109/ L; 32 +5 109 L, respectivement.

La température de conservation est de 23 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XV.

Les figures 8a et 8b illustrent les modifications significatives apportées par le
milieu RPMI.

2.1.2.10.3.Discussion.

R s'avere étre un milieu de conservation supérieur au RPMI, dans

Le Plasmion
les conditions d'utilisation étudiées, bien que certains auteurs obtiennent
d'excellents résultats avec le milieu RPMI additionné de bicarbonate de
sodium, de glucose et d'albumine (174). En effet, Glasser obtient un maintien
du chimiotactisme de 94 % au bout de 24 h de conservation et de 60 % au bout
de 48 h (174). Son modele de conservation utilise des PN prélevés par
cytaphérése a l'aide d'un Haemonetics 30, conservés stérilement a 22°C, sans
agitation. Bien que notre modéle expérimental soit proche du sien, le maintien
du chimiotactisme dans le milieu RPMI est nettement inférieur & celui obtenu
par Glasser: 63 % au lieu de 94 %.

Le milieu PlasmionR, outre ses performances supérieures dans le cadre de cet

essai, posséde 'avantage sur le RPMI d'étre injectable.
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A notre connaissance, aucun auteur de la littérature examinée n'utilise le

R

Plasmion™ comme milieu de conservation.
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Figure 8a : Modifications significatives
apportées par le milieu RPMI au bout de 24 h.
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Figure 8b : Modifications significatives
apportées par le milieuw RPMI au bout de 24 h.
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2.1.2.11.Barbotage d'azote.

2.1.2.11.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous faisons barboter de 1'azote & une pression de 0.5 Bar dans

le milieu de conservation des PN.

2.1.2.11.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 4.8 + 0.7 109/ L; 3.2 + 0.4 109/ L; 30 +
10 109/ L; 20 + 13 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 23 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XVI.

Les figures 9a et 9b illustrent les modifications significatives apportées par le

barbotage d'azote.

2.1.2.11.3.Discussion.

Le barbotage d'azote dans le milieu de conservation apparait comme nuisible
au maintien du chimiotactisme, probablement par un effet physique des bulles.
Celles-ci doivent agresser de facon permanente la membrane des PN et nuire
considérablement a la stabilité du milieu de conservation.

Il faut noter que des atteintes fonctionnelles sont observées- .avec l'azote qui
posséde pourtant un caractére réducteur (facteur globalement reconnu comme
favorable a la conservation des PN). Aucun auteur de la littérature examinée
n'a étudié l'influence des gaz (réducteurs ou oxydants) sur la conservation des

PN.
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Figure 9a : Modifications significatives
gpportées par le barbotage d'azote au bout de
4 h.
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Figure 9b : Modifications significatives
apportées par le barbotage d'azote au bout de
24 h.
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2.1.2.12.Barbotage d'oxygéne.

2.1.2.12.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence du barbotage d'oxygéne a une

pression de 0.25 Bar sur la conservation des PN.

2.1.2.12.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 4.8 + 0.7 109/ 1332404 109/L; 30 +
10 109/ L; 20 + 13 109 L, respectivement.

La température de conservation est de 23 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XVII.

Les figures 10a et 10b illustrent les modifications significatives apportées par

le barbotage d'oxygéne.
2.1.2.12.3.Discussion.

Le barbotage d'oxygene dans le milieu de conservation apparait extrémement
nuisible, vraisemblablement pour les mémes raisons que pour le barbotage
d'azote (effet physique des bulles). En outre, I'ajout d'oxygeéne dans le milieu
de conservation risque d'augmenter la génération de radicaux oxygénés qui
peuvent altérer les protéines du PN. En effet, I'oxygeéne est un substrat pour la
NADPH oxydase, génératrice d'ion superoxyde.

Le bullage d'oxygéne cumule donc probablement deux facteurs négatifs pour la

conservation des PN,
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Figure 10a : Modifications significatives
apportées par le barbotage d'oxygéne au bout
de 24 h.
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Figure 10b : Modifications significatives

apportées par le barbotage d'oxygéne au bout
de 24 h.
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2.1.2.13.NADH (nicotinamide adénine
dinucléotide) réduit.

2.1.2.13.1.Mode opératoire.

Ce coenzyme (Boehringer, Allemagne) est utilisé a la concentration finale de 1
pmol/ L.
2.1.2.13.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.1 + 1.4 109/ L;31%£1.0 10%/L; 30 +
10 109/ L; 19 + 9 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 20 + 1 °C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XVIII.

La figure 11 illustre les modifications significatives apportées par le NADH.

2.1.2.13.3.Discussion.

Le NADH augmente le maintien du chimiotactisme dans notre étude. Ces
résultats confirment que globalement, il semblerait qu'un milieu de
conservation réducteur serait favorable a la conservation des PN (69).

A notre connaissance, aucun autre auteur de la littérature n'utilise le NADH

comme additif de conservation.
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Figure 11 : Modifications significatives
apportées par le NADH au bout de 24 h.
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2.1.2.14. NADPH (nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate) réduit.

2.1.2.14.1.Mode opératoire.

Ce coenzyme (Boehringer, Allemagne) est utilisé a la concentration finale de 1
umol/ L.
2.1.2.14.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.1 + 1.4 10%/L, 3.1 + 1.0 109/ L, 30 +
10 109/ Let19+9 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 20 * 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XIX.

La figure 12 illustre les modifications significatives apportées par le NADPH.
2.1.2.14.3.Discussion.

Le NADPH augmente le maintien de la chimiluminescence des PN. Ce résultat
concorde avec celui de Ginsburg et coll. qui observent que I'ajout du NADPH
dans le milieu de conservation réactive la génération d'ion superoxyde par les
leucocytes, probablement suite a l'action de la NADPH oxydase leucocytaire
(196).

Nous n'observons plus l'effet favorable sur le maintien du chimiotactisme

observé avec le NADH.



213

SUA)-11899 + SuUBAOW > (S F X JRRIYIOIS UOU : SNHITYN 8P 89u8s2.4d © + HAIGYN 9P dussqe . - Yo P

QUNIJOB | B JJ0ddes 120 99UBISLUP 1 YONIYD B UAIIB) 8p ab.ius2inod 1 Yy % ‘ewbis pun : S [a/eifoonuebenxs
d)2Ydsoyaly) ausouIpe : HF oIy “DNBIAI0INURIORIIUI 9)BYdSOYaL]) SUISOUIPE : B 1Y WoZEen3) 3p NSYGORI ;[ GN “iydoRNSU 34e2/onujod : Nef

SN s | vFs | s | s N 97027 9F€z  |(TW/SN) esepluoinonib-eieg
SN 9 vFE B £T6 SN &F9 PF9 3553 oWAZosAT
YoV YoV

SN 6 | soorozy | 26 | vooFoz SN €00 F 6€°L 500 F OF'L Hd

500 w | zorot | o | corse SN 807 2€ 01 F 0°€ - ﬁ%m%%www%__ezo

SN & L0 ¥ 90 28 0 ¥ 20 SN O F LI 0 F Ol (7 /0Wn) 53 41V

SN €8 S0 F Ol 28 | coFeo SN 0 F Tl E0F L1 (Nd, ol/lowu) 9| 41V

SN oot LF 66 oo LF 66 SN | 66 | ¥ 66 (%) @s0}Ao0bruyd

SN % €F 6 % tFee SN ¢+ 66 ¢+ V6 (%) 19N

SN ® | sworwo | . | @oFwo SN 90'0 ¥ 290 2FOF 080 | (WW) dgueiuods uoneIBIN
SN 68 | @OFIWL e | aoFor SN 90 F 08 a0 F o'l (WW) swsioelolwiyd
. 4o % [AS F X|w % |dS F X y as + X as + X

—+ — -+ — al1aweled

4

14¢

40

‘HddVN 8p 8ouesgid ue Y pZ

ep UOIJBAIBSUOD - X|X Nned/qe/




214

Figure 12 : Modifications significatives
apportées avec le NADPH au bout de 24 h.
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2.1.2.15.Acétate d'alpha-tocophérol.

2.1.2.15.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence de l'acétate d'alpha-tocophérol

(EphynalR, Roche, Suisse) a la concentration finale de 46 pmol/ L.
2.1.2.15.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.7 + 0.8 109/ L;34+1.1 109/ L; 30+
10 109/ L;34+810% L, respectivement.

La température de conservation est de 23 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XX.

La figure 13 illustre les modifications significatives apportées par l'acétate

d'alpha-tocophérol.
2.1.2.15.3.Discussion.

Dans cet essai, l'ajout d'acétate d'alpha-tocophérol améliore le maintien du
chimiotactisme. Cet additif réagit avec les radicaux libres en formant un
radical tocophéryl qui, en raison de sa stabilité, arréte la chaine de réaction
radicalaire. Un abaissement du taux de tocophérol dans un tissu vivant est
considéré comme une preuve de formation de radicaux au sein de celui-ci (57).
La vitamine C, ou ascorbate, réagit avec le radical tocophéryl en devenant le
radical ascorbyle, également trés stable (57). Cette derniére réaction explique
le role d'anti-oxydant indirect joué par la vitamine C in vivo, et suggére que sa
consommation doit augmenter lorsque se déclenche un des phénomenes liés a
l'activation de l'oxygéne (57). L'effet de l'acétate d'alpha-tocophérol pourrait
étre expliqué par une synergie d'action entre la vitamine C et celui-ci,

conduisant & un effet antioxydant efficace. (57).
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A notre connaissance, aucun auteur de la littérature examinée n'utilise ces

vitamines comme additifs, dans le cadre de la conservation des PN.
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Figure 13 : Modifications significatives

apportées par l'acétate d'alpha-tocophérol au
bout de 24 h.
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2.1.2.16.Antibiotiques.

2.1.2.16.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence de deux antibiotiques: l'ampicilline
(TotapenR, Bristol, France) et l'amikacine (AmiklinR, Bristol, France) aux

concentrations finales de 34 umol/ L et 41 pmol/ L, respectivement.

2.1.2.16.2.Résultats.

La numeération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 6.1 + 1.5 109/ L; 4.7 + 1.3 109/ L; 60 +
20 107/ L; 41 + 17 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 24 + 2°C,

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXI.

La figure 14 illustre les modifications significatives apportées par les

antibiotiques.

2.1.2.16.3.Discussion.

Les deux antibiotiques utilisés ont été choisis en raison de leur large spectre
d'activité: gram négatifs pour l'amikacine, gram positifs et négatifs pour
I'ampicilline, afin de limiter les contaminations bactériennes au cours de la
conservation.

Dans cet essai, ils améliorent également le maintien du chimiotactisme et de la
chimiluminescence (249). L'élimination de toute contamination bactérienne par
ces antibiotiques serait peut-étre un facteur de stabilité important (absence
d'activation des PN par les bactéries), qui expliquerait les améliorations
observées.

Les concentrés de PN conservés devraient étre rigoureusement stériles en cas

d'utilisation thérapeutique et les antibiotiques seraient donc utiles dans ce cas.



220

Toutefois, 1'apport des additifs d'une maniere stérile, par un systéme de
connexion ad hoc, constitue probablement une mesure plus importante encore.
Il faut noter que les antibiotiques utilisés exercent une action antibactérienne,
mais ne sont d'aucune utilité vis-a-vis d'autres agents pathogenes tels que des
virus.

Il faudrait également tenir compte de la toxicité de ces antibiotiques si ceux-ci
devaient étre utilisés dans un cadre thérapeutique (phénomenes allergiques, par
exemple).

A notre connaissance, aucun auteur de la littérature examinée n'utilise les

antibiotiques comme additif de conservation.
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Figure 14 : Modifications significatives
apportées par les antibiotiques.
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2.1.2.17.Corticoides.

2.1.2.17.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous utilisons l'acétate d'hydrocortisone (Hydrocortisone

injectable, Roussel, France) a la concentration finale de 300 umol/ L.

2.1.2.17.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 4.9 + 0.6 109/ L;3.2+1.110% L; 50
40 10%/L; 33 + 12 10% L, respectivement.

La température de conservation est de 23 + 3°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXII.

2.1.2.17.3.Discussion.

L'ajout de corticoides dans le milieu de conservation n'apporte aucune
ameélioration, dans le cadre de cette étude.

Les stéroides sont habituellement utilisés comme prémédication pour
augmenter le rendement des cytaphéréses (69). Ce sont des agents anti-
inflammatoires qui pourraient potentiellement perturber le métabolisme des
PN, mais ceci n'est pas observé pour les doses utilisées pour les prémédications
(123,129,133,134). Un effet bénéfique intéressant pourrait é&e expliqué par
leurs propriétés de stabilisation membranaire et par une limitation de l'effet
agrégant du C5a vis-a-vis des PN.

Contreras avait utilisé ce type d'additif, a8 la méme concentration que celle
utilisée pour cet essai (179). Toutefois, l'effet favorable de I'hydrocortisone
n'était significatif que pour la viabilité cellulaire, paramétre peu sensible pour
détecter les altérations des PN (179). Cet auteur n'avait pas mesuré les

fonctions des PN retenues dans le cadre de cet essai.
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2.1.2.18.Centrifugation a basse vitesse (220 g).

2.1.2.18.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence d'une centrifugation de 10 min a 220
g, a température ambiante, visant & réduire la contamination plaquettaire, sur la

conservation des PN,

2.1.2.18.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.1 + 1.4 109/ L; 3.1 + 1.0 109/ L; 30 +
10 109/ L; 19 + 9 109/ L, respectivement. La contamination plaquettaire pour
un méme groupe de prélévements, mais non traités par cette centrifugation est
de30+910%/L,

La température de conservation est de 20 + 1°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXIII.

2.1.2.18.3.Discussion.

La diminution d'un tiers (environ) de la contamination plaquettaire par
centrifugation a basse vitesse, n‘apporte aucune ameélioration dans le cadre de
cet essai.

L'effet nuisible de la contamination plaquettaire dépend prdbablement de la
quantité de plaquettes présentes dans le milieu de conservation. La diminution
du taux de plaquettes par la technique de centrifugation a basse vitesse n'est
peut-étre pas suffisante, ce qui explique peut-étre les résultats non significatifs
observés. D'autre part, une conservation de plus longue durée pourrait
éventuellement mettre en évidence une éventuelle tendance a l'agrégation des

PN initiée par les plaquettes ou une consommation des additifs par les

plaquettes.
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A notre connaissance, aucun auteur de la littérature examinée n'a tenté de
diminuer la contamination plaquettaire par cette méthode pour améliorer la

conservation des PN,
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2.1.2.19.Essai relatif a la composition de
récipients.

2.1.2.19.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous comparons la conservation de PN contenus dans un tube
en polypropyléne (Falcon 2059, Becton Dickinson, USA) a celle de PN
conservés dans les mémes conditions, mais dans un tube en polystyréne
(Falcon 2027, Becton Dickinson, USA). Le mode opératoire est détaillé dans

I'annexe 9.

2.1.2.19.2.Résultats.

La numération cellulaire des leucocytes, des PN, des érythrocytes et des
plaquettes donne les résultats suivants: 7.0 + 1.5 10%/L; 5.1 + 1.1 10%/ L; 50 +
20 10%/L; 32 + 13 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 24 + 2°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXIV.

2.1.2.19.3.Discussion.

Le polystyréne n'offre pas d'avantage par rapport au polypropyléne, dans le
cadre de cet essai.

Le type de conteneur est néanmoins un choix important puisque le chlorure de
polyvinyle (PVC) donne de meilleurs résultats de conservation que les
polyoléfines, par exemple (179,180).

D'autre part, il semblerait qu'une éventuelle supériorité d'un conteneur ne soit
manifeste que pour des conservations de longue durée, ce qui n'est pas le cas

ici (24 h).
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2.1.2.20.Antiprotéases (fluorure de sulfonyl-
phenylméthane ou PMSF).

2.1.2.20.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions I'influence du PMSF Merck, Allemagne) utilisé a

la concentration finale de 100 umol/ L, sur la conservation des PN.

2.1.2.20.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.5 + 0.7 109/ L; 3.9 + 0.9 10%/ L; 40 +
20109/ L; 23 + 6 109/ L, respectivement.

La température de conservation est de 23 + 2°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXV.

2.1.2.20.3.Discussion.

L'ajout de PMSF n'apporte aucune amélioration, dans le cadre de notre étude.
Ce type d'additif avait été testé pour observer si une éventuelle stabilisation des
protéines (de membrane, par exemple) pouvait apporter une amélioration de la
conservation des PN.

L'innocuité de ce produit en cas d'une éventuelle utilisation thérapeutique n'est
pas prouvée.

A notre connaissance, hormis les corticoides, aucun auteur de la littérature
examinée n'utilise d'additif en vue de stabiliser les protéines de PN au cours de

la conservation de ceux-ci.
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2.1.2.21.Désoxyribonucléase 1 (DNAse 1).

2.1.2.21.1.Mode opératoire.

Dans cet essai, nous étudions l'influence d'une désoxyribonucléase 1 (Sigma,

USA) a la concentration de 25 Ul/ml sur la conservation des PN.

2.1.2.21.2.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 6.1 + 1.5 109/ L; 4.9 + 1.2 10%/ L: 50 +
10 109/ L; 37 + 13 10% L, respectivement.

La température de conservation est de 22 + 3°C.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXVI.

2.1.2.21.3.Discussion.

L'utilisation de la DNAse 1 n'apporte aucune amélioration, dans le cadre de cet
essai.

La DNase retarderait, voire éliminerait, la formation d'agrégats fibrineux et de
matériel précipitable formé par la libération d'acides nucléiques liés a des
protéines, lors de la lyse cellulaire survenant durant la conservation (179).
Contreras avait utilisé la méme DNAse 1 (179), a la méme concentration, mais
cet additif améliorait seulement le maintien de la viabilité cellulaire, paramétre

que nous n'avons pas retenu en raison de sa faible sensibilité.
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2.1.2.22.Conclusion.

Sur la base des essais précédents, les additifs (ou conditions de conservation)

par rapport au milieu de base PlasmionR

, qui ont amené une ameélioration
significative du maintien d'une ou plusieurs fonctions du PN sont le
bicarbonate de sodium, le glucose, I'ATP, l'obscurité, la vitamine C, la
vitamine E, le NADH et le NADPH, les antibiotiques.

L'ajout de calcium, l'agitation, l'utilisation du RPMI, le barbotage d'azote et
d'oxygene détériorent le maintien d'une ou plusieurs fonctions des PN au cours
de la conservation de ceux-ci.

Les essais dont les résultats ne sont pas significatifs, dans les conditions
expérimentales utilisées sont la stérilité de la sédimentation sur dextran, la
centrifugation a basse vitesse, les conteneurs, le PMSF, les corticoides, la
DNAse.

Nous observons également que certains paramétres mesurés pour évaluer les
fonctions des PN (chimiotactisme, migration spontanée, libération de lysozyme
et de béta-glucuronidase) sont plus sensibles que d'autres (NBT, phagocytose,
chimiluminescence) pour détecter les dommages causés au PN par la
conservation de ceux-ci. Néanmoins, en raison de 1'absence de critére de bonne
conservation reconnu efficace par l'ensemble des auteurs, il nous a paru plus
adéquat de mesurer une série de parametres.

Les résultats de ces essais sont résumés dans le tableau XXVII. Nous résumons

les résultats significatifs dans le tableau XXVIII.
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. Additifs apportant des modifications

significatives a la conservation des PN,
| Chimio- | Migraton fET i Phago- | TP IS I Chimilumi= | Lviozyme I Beta-
. N | tactisme | spantaree | cytose ) | nescence | | ghucure-
F’a ram C'-t res | [ inmall | ntegree | P | ngase |
| fmm! ot | (%) ) & \isec! lgimi) i
I 1PN | scfpre | simd |
O h — 193+ 007|096+ 0.04 92+ 2 97+1 | 16t 02 | 34410 ] 6811004 12+4 | 56t13
—— l 4+ 194+ 040108 +0.07| 94+ 1 i 98+1 | 1602 | 31414 |762+003 10+5 | 46+8
HL,UB o4 h —  |o+007/013+010] 7940 | 9t+2 |08 to2 | 1703 loa5% 003 4% 6 |15 L2
+ 068 014035 008 g5+ 2 9441 | 11401 | 16+03 (720 2001 26 +4 79+ 14
O h - 190 * 0.16j0.96 + 0.08| 92+ 3 95 11 15t 01 | 30t 21 752+ 002 B9t 13 19+ 3
Glucose 4 204 % 0141403 +0.05] 94+ 2 9gt1 [ 16+02 | 31420 7545 003 13+7 1716
— |oset 007046 006 81t g2to |10+02 | 1912 7104020 33+ 8 | B3IL N
24 h + 106+ 0.12(0.53 + 0.08] B9+ 3 96+1 | 124202 | 21213 [T20 £ 003 26 +6 42ty
: — |22 *oz0| 103+ 04| 92+ 2 98t 1 | 24+ 04 | 3.0+06 |[748 2002 B+ 1 17+5
O h +- 204 + 018|098+ 007 9241 98+1 |16F 03 |29+06 1747+ 002 6 +1 B+7
Ca|C|Um 4 = 112 £ 0,07(059+ 0.12] 87% 2 95+ 1 | 12t 07 | 19203 7204 002y 8% 3 29t 2
24-h +  Jo.40+ 0.070.26+ 004 75t 4 92+1 [07+02 | 11201 [TB+002| 27T 3 | 55 %5
Oh —  |p24+ 024 110+ 048] 91+ 3 98+ 1 |14+ 04 | 20+ 10 |7.411002] B+ 29t 7
/{—\T p +  |221+ 028! 1104 016 9341 98 +1 | 21+6.3 | 21410 |742% C'CSi Bt 30t 9
W 24 h - 110 + 006058+ 0.02| 8413 9%+2 | 14102 |[13+07 (7172 005 B4 62 t16
-+ 140t 012|068 + 0.07| 9i+1 97+ 1 | 16202 |17+07 [l.24+ 005 43+ 2 47 * 14
O h — 199+ 0.13/1.00+ 0.04| 9511 98+1 | 21+05 |27t08 |761+0.08] 1+4 20+ 7
+ 204+ 012(1012£006) 9411 981 | 19+ 02 [ 27109 7860+ 0.06] 142 233
Agitation —  |[139+ 0050681 007 9321 | 9:1 [18+05 | 21201 |729+o018| B4 | 264 7
24 n - 130 + o.oa]o,sz +004] 8942 97 +1 13102 | 19+07 |7T30+014]| 24+ 4 411 3
O f“ = 202+ 011 |0,g? +004] 93%2 98 +1 21104 ! 31T 06 737+ 001 9%1 24+ 64
) ‘ - 199+ 0.14/1.00+ 0.07| 94+ 2 98+1 |17+ 03 | 32408 |7.38+001| Bf1 25t [
Obscurite 04 h - 122 +0.04/059+ 0.01| 91+ 1 9%+1 |14+ 02 |22%05 [7192001| ®BF4 | 3526
o L E 136 + 0.04|064 + 0.04| 924 3 97+ 1 | 14402 |24at04 l?.‘iat 003 ntz I+2
— o4zt oadrzzt 023] 9552 | 99t1 [20:04 [p0217 Irst2008| 02 | wt3 |
Vit Oh +  |p44+ 0301194 010| 96+ 1 99+ 1 [15+03 | 29+14 |[7624003 n+2 94
C 24 h — 162+ 0.03085 +0.07| 91+ 1 98 1 |15+ 04 | 24+ 14 |7224 on| 181 2812
+ lig7rorlogeson| 951 | 99%1 [13+01 |26 12 722 013] ®t2 | 24
0 h = iz.ao + 038130+ 022| 95+ 99+1 |20+04 | 23205 !? 43¢ O-OT! 8t2 | W+ J
RPMI = 4+ |o74to13|134+ 013 95 £1 99+t |18+06 | 24205 751+0n| 83 | ©t5 1
o —  |otor|t08t008] 92t2 | 99s1 [17: 02 | 19403 (7214 010 16523 | 24z |
24.h + 174z o0m|0Bez 008 89%3 | 97%1 | 12202 | 02 [r3nsoo8 oess | 3722 |
Ok — |ieztoo6losa to®| gat2 | 9axt | 13%04 |32%07 |n3ss003 6%4 | 2427 l
NADH/ ks + 182+ 018|084 + 012 93% 2 99+ 1 |15+03 |36% 09 |7atzoo0z 7% [ 025 i
NADPH o4 — |18+ 008loes+ 008 92+1 | 98+ 2 | o00+02|28%03 !7-2“0-05, 9t 2 E 34t3 |
4 |148+ 0.06{072+ 006 9143 99 +1 |10 403 |26+05 ; ¥4 | B4
- — |198% omlooet 008 95+ 3 | 99%1 | 1gros | 441y [rastood sra | 31tw
Vit un +  Tiset omlioztom] 95%e | 991 |20%os|eot o7 [ratsoos] 9%3 [ 045 |
—  |138+ ooelo72 4012 92 4 99t 1 | 14%01 | 30408 |721% 008 42 40z 3
E 24 h T 158+ 0.06/076% 008 s+ 2 29+ 1 [16+03 J' 34+ 03 [f22to005 2t 2 462 12
— |12+ 022|1164008| 90t 3 | 9941 [22:05 | 26109 (7422007 7z | 24%7
Anti- On + ostooel 102 02 92ta | o5, 2 |20+02 | 2711 7404 003 g4 274 5
biatigues 24 h — |88+ 008 0824 _0.1*? ge + 1 98+ 1 | 17 +04 | 19+ 05 ;‘.2*.1' 005‘ 10 ti 411 12
+ 186+ 0.06/0881% 006 91+ 3 9B+ 1 16+ 0.3 | 23+ 04 !.2‘510_0&1 Wwt2 36t 3




235

"9s8p0ININYD 815G MY &G BWAZ0SA] IsA) [eausassuwnpwyd Jury

‘Bjeydsoydiy) suisouzpe o]y ‘9s0iA200eyd Jobeyd [wnjozeng) ap NsGoLIL LGN saueruods U0 EIIL OILIUISIBIONIIYD JOIID

[T SN 500 > |n| oy senbljolquuy
" SN 500 > oy J 1A
I’ SN 500 > OluIyD HAAYN/HAWN
G200 > obeyd ‘BIN -
S000 > ni6 g'd1v oy w N INdd
— G200 > nb g
SN 500 > 1EN‘ouyd 0 HA
| SN 5200 > oluiyn 9111N0SqQ
0> nié g _
o sy SN uole}iby
» SN 59932 o dLlV
G000 > oluIyy
S0°0 > dlv _
mmmm W nj6 mﬁ.a@ﬁ_wm._z.u_ﬁorfo w Z un _ J _ € Q
e SO0 18N
@ Z G200 w ofeyq oy =0T _ @
— w Z 2 ke o Mmﬁq £ O Mv _I_
00> mh_.i.m_ﬁ.e_e_é -
d UONBI0LIZ19(] . uol IOl WY [ess 3

‘Nd SoP UOI)CAIISUOD

e] © SIAIJCIIJIUSIS

suopesf jipowr sap jueprodde syryIppe : [[IAXX Ne[qel




236

2.1.3.Modification du milieu au cours de la
conservation des PN.

2.1.3.1.Addition de bicarbonate au milieu de
conservation au bout de 0 h et de 24 h, au cours
d'une conservation de 48 h.

Mode opératoire.

I est identique & celui des essais précédents. Le milieu étudié comprend tous
les additifs (ou conditions de conservation) utiles (cf paragraphe 2.1.2.20). De
plus, pour l'essai (++), nous ajoutons 10 ul de bicarbonate de sodium 900
mmol/ L, par mL de milieu de conservation au bout de 24 h (249,250). Pour le
contrdle (+), nous n'ajoutons pas le bicarbonate de sodium au bout de 24 h et
pour le contrdle (-), nous n'ajoutons aucun additif de conservation (249,250).
Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne + écart-type, le
nombre d'essais est de cinq et nous utilisons l'analyse de variance comme test
statistique.

Comme les conservations s'étalent ici sur une durée deux fois plus longue que
précédemment, nous avons voulu vérifier 'absence d'endotoxines dans notre

milieu de conservation, a l'aide du coffret-réactif IBF (IBF,France).

2.1.3.1.2.Résultats.

La recherche d'endotoxine est négative pour tous les essais.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 7.8 + 2.3 10%/L;5.9+1.810%L; 50 +
30109/ L; 36 + 17 109 L, respectivement.

La température de conservation est de 24 + 2°C,

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXIX.
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Les améliorations significatives observées a 48 h de conservation par 1'apport

du bicarbonate au bout de 24 h sont illustrées par les figures 15a et 15b.
2.1.3.1.3.Discussion.

L'ajout de bicarbonate au milieu de conservation au bout de 24 h apporte une
nette amélioration concernant le maintien de la plupart des fonction examinées
du PN: pH, lysozyme, béta-glucuronidase (p < 0.001), chimiotactisme,
migration spontanée, NBT, chimiluminescence (p < 0.01) et phagocytose (p <
0.05) (249,250).

La génération d'acide lactique par la glycolyse des PN fait chuter le pH en-
dessous de la valeur critique (estimée a 7.0) et entraine l'altération de la plupart
des fonctions des PN (69). 11 est donc nécessaire d'ajouter le bicarbonate pour
maintenir un pH de conservation proche 7.4 afin que le PN puisse survivre
plusieurs jours in vitro.

Les essais ultérieurs vérifieront 1) si l'effet bénéfique de Il'apport du
bicarbonate au bout de 24 h peut étre utilisé pour des durées de conservations
de plusieurs jours; 2) si ce raisonnement est applicable aux autres additifs
considérés comme utiles au cours des conservations de 24 h. Pour cet essai, au
temps 24 h, le chimiotactisme est maintenu a 82 % de la valeur au temps 0 h,
alors que Glasser (meilleur résultat de la littérature examinée) obtient 94 %
(174). Aprés 48 h de conservation, le chimiotactisme est maintenu a 60 %
(méme résultat que Glasser). Il faut noter que cet auteur n'ajuste pas le pH du

milieu au cours de la conservation des PN.
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Figure 15a : Modifications significatives
observées apres 48 h de conservation,
observées aprés apport de bicarbonate au
bout de 0 h et 24 h.
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Figure 15b : Modifications significatives
observées au bout de 48 h de conservation,

observées apreés apport de bicarbonate au
bout de 0 h et de 24 h.
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2.1.3.2.Influence de 1'ajout quotidien de tous les
additifs utiles sur le maintien du chimiotactisme.

2.1.3.2.1.Introduction.

L'ajout des additifs de conservation précédemment étudiés, ajoutés uniquement
au temps 0 h ne donne pas de résultats satisfaisants. En effet, le maintien du
chimiotactisme demeure insuffisant pour des délais dépassant 24 h. Par contre,
le fait d'ajouter une quantité adéquate de bicarbonate au bout de 24 h de
conservation permet d'améliorer les performances du modeéle (249,250).

Nous avons essayé de développer cette approche en ajoutant quotidiennement
tous les additifs utiles de conservation (251). Nous avons également choisi
d'utiliser le chimiotactisme comme critére de bonne conservation (car il est le

plus sensible), et ce pour une conservation s'étalant sur 96 h (250,251).

2.1.3.2.2.Mode opératoire.

Il est identique & celui de l'essai précédent. Pour l'essai (+), nous ajoutons
quotidiennement tous les additifs utiles, soit au bout de 24 h, 48 h et 72 h
(250,251).

Pour le contréle (-), nous n'ajoutons aucun additif.

La recherche d'endotoxine est réalisée a l'aide du coffret-réactif IBF
(IBF,France). |

Le nombre d'essais est de huit, les résultats sont exprimés sous la forme de la
moyenne * écart-type et nous utilisons l'analyse de variance comme test

statistique.

2.1.3.2.3.Résultats.

La recherche d'endotoxine est négative pour tous les essais.
La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les

plaquettes donne les résultats suivants: 5.8 + 1.2 10%/L; 42+ 1.2 10%/L; 16 +

7109/ L; 27 + 11 109/ L, respectivement.
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La température de conservation est de 23 + 2°C,

L'évolution du chimiotactisme durant 96 h pour le contréle et pour I'essai est
illustrée par la figure 16.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXX.

A 0 h de conservation, le chimiotactisme n'est pas significativement amélioré
par l'apport des additifs.

A 24 h (p<0.05), 48 h (p < 0.001), 72 h (p < 0.001) et 96 h (p < 0.001), le
maintien du chimiotactisme est significativement amélioré par I'ajout des
additifs (250,251). Avec le milieu pourvu d'additifs, le chimiotactisme n'est
significativement diminué (p < 0.01) qu'aprés 48 h de conservation. Avec le
milieu dépourvu d'additifs, le chimiotactisme est déja significativement (p <

0.01) diminué au bout de 24 h.

2.1.3.2.4.Discussion.

Une conservation adéquate des PN est actuellement impossible pour des
périodes dépassant 24 h (69). Des études antérieures montrent que les
meilleurs résultats ont été obtenus avec un milieu RPMI additionné de
bicarbonate de sodium, de protéines et de glucose (174). Dans ce cas, le
maintien du chimiotactisme est de 94 % au bout de 24 h et de 60 % au bout de
48 h (174).

L'ajout des additifs augmente significativement le maintien du chimiotactisme
au bout de 1, 2, 3 et 4 jours de conservation (250,251). Aucun agrégat
macroscopique ne fut observé durant cette période. Le chimiotactisme est
maintenu a 83 % au bout de 24 h (Glasser: 94 %) (174,250,251). A 48 h de
conservation, notre modeéle donne des résultats comparables a ceux de Glasser
(59 % contre 60 %) (174,250,251). Ces résultats sont quasi identiques a ceux
de l'essai précédent (2.1.3.), ce qui pourrait signifier que l'additif le plus

efficace pour maintenir le chimiotactisme est le bicarbonate de sodium.
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Avec le modéle pourvu d'additifs, le chimiotactisme décroit selon une relation
linéaire (figure 16) (250,251). Avec le modéle dépourvu d'additifs, le
chimiotactisme décroit beaucoup plus rapidement, selon une relation
exponentielle (figure 16).

De par ces résultats, nous estimons que les additifs consommeés chaque jour par
le métabolisme des PN devraient étre remplacés chaque jour par une quantité
équivalente d'additifs, pour que le modéle puisse permettre une conservation
de plusieurs jours (250,251).

Cette procédure permet une meilleure stabilité du milieu de conservation et par
conséquence un meilleur maintien des principales fonctions du PN, en
particulier le chimiotactisme (250,251).

La stérilitt du milieu est un point absolument capital, surtout pour des
conservations dépassant plusieurs jours (250,251). L'apport des antibiotiques
utilisés limite la contamination bactérienne, mais toutes les procédures d'apport
des additifs chaque jour de conservation doivent étre absolument stériles (249-
251).

Pour des essais ultérieurs, il serait utile d'utiliser des systémes de connexion
stérile pour permettre l'apport des additifs chaque jour avec une stérilité

satisfaisante (250,251).
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Figure 16 : Evolution du chimiotactisme au
cours d'une conservation de 96 h avec apport
Journalier des additifs.
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2.1.3.3.Ajout quotidien de tous les additifs utiles;
influence sur les fonctions du PN.

2.1.3.3.1.Introduction.

Les résultats de l'essai précédent concernant le maintien du chimiotactisme
pour une conservation de quatre jours nous ont incité a étudier 1'évolution des

autres fonctions du PN, pour un méme protocole expérimental.

2.1.3.3.2.Mode opératoire.

Il est identique a celui de l'essai précédent. Pour l'essai (+), nous ajoutons
quotidiennement tous les additifs utiles, soit au bout de 0 h, 24 h, 48 hou 72 h
de conservation. Pour le contrle, nous n'ajoutons aucun additif.

Les fonctions du PN mesurées sont le chimiotactisme, la migration spontanée,
le NBT, la phagocytose, le pH, la chimiluminescence, le lysozyme et la béta-
glucuronidase, selon les méthodes préalablement décrites.

Le nombre d'essais est de cinq, les résultats sont exprimés sous la forme de la
moyenne * écart-type et nous utilisons l'analyse de variance comme test
statistique.

Le dosage d'acide lactique et de glucose a été réalisé dans le cadre de cette
étude, aux temps 0 h, 24 h, 48 h, 72 h et 96 h de conservation.

La recherche d'endotoxines a été réalisée a l'aide du coffret-réactif iBF

(IBF,France).

2.1.3.3.3.Résultats.

La température de conservation est de 20 * 1°C et la recherche d'endotoxines
est négative pour tous les essais.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 6.5 + 1.5 10%/L, 5.3 £ 1.0 10% L, 30 +
10109/ Let 25 + 12107/ L, respectivement.
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Pour le contréle, la concentration en acide lactique est de 0.2 + 0.1 mmol/ L a
0 h, de 2.9 £ 0.4 mmol/ L a 24 h, de 5.9 £ 1.4 mmol/ L 4 48 h, de 8.5 + 1.2
mmol/L 272 hetde 10.8 + 1.5 mmol/L a 96 h.

Pour l'essai, la concentration en acide lactique est de 0.2 £ 0.1 mmol/ LaOh,,
de 3.6 £ 0.5 mmol/L a 24 h, de 6.9 + 0.6 mmol/ L 4 48 h, de 12.0 + 1.0 mmol/
La72hetde 16.1 1.2 mmol/L a 96 h.

Les concentrations en glucose (essai) sont de 5.4 + 0.3 mmol/L a0 h, de 4.9 +
0.4 mmol/L 224 h, de 4.4 £ 0.5 mmol/L a48h,de 4.1 £ 0.5mmol/L a72h
etde 3.8 +£ 0.3 mmol/ L a 96 h.

Les autres résultats sont repris dans le tableau XXXI. Les figures 17a, 17b et
17¢ illustrent l'évolution des fonctions des PN mesurées au cours de la
conservation de 96 h.

Pour le contréle, le chimiotactisme, la migration spontanée, le NBT, la
chimiluminescence, le pH, le lysozyme et la béta-glucuronidase (p < 0.001)
s'alterent significativement au bout de 24 h de conservation. La phagocytose
s'altere significativement (p < 0.01) au bout de 48 h de conservation. Au bout
de 24 h de conservation, des agrégats macroscopiques sont observeés.

Pour l'essai, le pH diminue significativement (p < 0.001) au bout de 24 h. Au
bout de 48 h, le chimiotactisme et la migration spontanée (p < 0.001), la
chimiluminescence, le lysozyme et la béta-glucuronidase (p < 0.01) s'altérent
significativement. Le NBT diminue significativement au bout de 96 h (p <
0.01).

L'utilisation d'additifs améliore significativement (p < 0.001) le maintien de
toutes les fonctions du PN dés 24 h de conservation, a l'exception de la
phagocytose pour laquelle l'effet des additifs se manifeste a 48 h de

conservation (p < 0.001).
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2.1.3.4.4.Discussion.

L'effet favorable des additifs utilisés se manifeste ici clairement, pour toutes
les fonctions étudiées, dés 24 h de conservation.

Les résultats obtenus concernant 1'évolution du chimiotactisme sont proches de
celles observées pour l'essai précédent (2.1.3.3.), ce qui pouvait étre attendu,
puisque les conditions opératoires sont identiques. L'évolution des autres
fonctions montre une décroissance moins rapide que celle du chimiotactisme,
ce qui confirme les résultats de la littérature (69).

L'évolution des concentrations en acide lactique suit une relation linéaire aussi
bien pour le contréle que pour I'essai, proche des valeurs obtenues par d'autres
auteurs pour des concentrations en PN similaires (187). A 72 h et 96 h de
conservation, les concentrations en acide lactique obtenues sont
significativement (p < 0.001) plus élevées pour l'essai que pour le contrdle. En
effet, le glucose extracellulaire apporté par les additifs est métabolisé en acide
lactique par I'intermédiaire de la glycolyse. Ces observations sont rapportées
par d'autres auteurs (187).

L'évolution de la concentration en glucose suit également une décroissance
d'allure linéaire. Glasser, sans réajuster le pH au cours de la conservation,
observait aussi une décroissance de type linéaire (174). On observe une
utilisation accrue du glucose par la glycolyse des PN, si ceux-ci sont conservés
a un pH constamment maintenu dans les valeurs physiologiques (174). En
effet, l'inhibition de certaines enzymes de la glycolyse comme Ila
phosphofructokinase n'est pas observée si le pH est maintenu au-dessus de 7.0

(187).



249

‘SJppe,p soussald 4+ ‘S)lppe,p SoUSsSqeR (- lWN|OZRIZ} 8p na|qosiu t 1GN

8dA}-1JB03 F SUUSAOW B| 9P BWIO) B| SNOS SWNAXS JUOS s)e) NSl $37]

e 3 a2 i€ oL [ o o 8 e
woellg| F oliwologg| FOofweolsy| Fo[wee|ag| F wolzzl F liwe|ool] F |SN|g| F v tZ| F SN| @ F |SN|o F w/sn) mw.mv_co_:o:_ml.ofwm_
T 09¢ 6L e 95 18 3 4 ve 4
100 | z¢ mﬁm ool LaL Wm ool g M_. oo S Oﬂm wo| € “ woo] 12 M. SN| M woo 12 M SN| ¢ M SN|o Mﬂ SE\&DV SWAZOSAT
1% o [T1%] o [T o 7] ea ] w [T @ [WT59 o [G[Q] = [S159) o [«
€0 Lo S0 Z0 ¥0 S0 60 0 90 90
wool 1p| F fooo| g | F |welog| F [wes|er| F o |weliz| F o|wwe|oz| F |SN|gg| F fowoles| F O ISNjoOL| F |SNIOGH ¥ (Nd 90l 938S/A) @2usdsaulWN[iWIyYy
1 20 el S0 ve ol 8¢ Qe v'e 6t
90 €0 90 ¥'0 60 90 ol 80 ol Al
woo| 28] F Lol 4| FO[Wolos| F lwwo|wi| Fo|weleo| F fevelig| F [SN|ve| F fweve|vo| F [snjoor| F [snjoa| F|{Nd 901 9IS/A old aougassUILNIWIYD
2T v'0 (A 60 vy &l v 6% ¥'9 9
%00 0o Y00 20 00 00 ¥00 00 200 %0
wolcg| F obowo|lgs| FOPo| 96| F [iwd og| F [0 og| F ofweo|eg| FO[wogs| F [Weeipe| F o |SNIOOL F |oNfoa| T Hd
£0°2 ov's 602 26 tA] o9 ST L ' L 289
L P L 8 L € L L L L
sNjood Fo|eoo| 19 F |anlool F o[weed 12| FO[SN|OO F [wee|ggl F |SN|og F |on|es| F O [SNfoor| F |[SNjoo| F (%) as0o)Ao06eyd
66 09 66 0L 65 k&) 65 16 66 23
g o S 9 [4 14 € 4 € 4
oo gg| Fo[weo| pp| F o |wee|ge| Fo|iewe| 95 F o|sN|2&| F |wee| F o|aNleg| F |wo|te F |SN|ooL| F |sN|ood F (%) 19N
L8 A4 88 €5 6 L ¥6 02 s6 %
FANG) 000 a0 ac Lo Qe a0 20 L0 "o
woolzel F Pl 0| F lews|0s| 3 leoo] | Fopeeo|os| F |weeslez| Fo|sn|ze| ¥ [eeds¥| ¥ |snjoot| F [enfood F (wwy) saurjuods uoijeIBIN
250 000 650 a0 Qo 830 960 850 al ZTL
ool g | F0 o] 0 | 99O fiowo| 2| 0 fiowof 5| @O fowol €9 %0 Lovo| o | 900 [gn|#8| 20 peoolor | Z0 |on|oo 80 | on fooy O
- H s ¥ o ¥ i - ¥ . - ol ol ¥ - F . (Wwy swsoRIoWIYD
d w |ovo|d| ] oo0 d| %] oot d w| @0 d w | ¥4 | d *o 90 | d | %2 d || seo |d[%0] a3 d | 2ze
s t + % r 99INsSaW Uo}oUoH
Y 96 YyaL Y8y 4yl 4o ’
UOILBAJIBSUOD 8p 83in(]

‘sofrpn sJr}Ippe sof
snojy ap uaprponb jnofe >4 [ 96 Ip UOIJeAIdsU0I duUn, p

SInod> ne Ng np suorjdouoj sap wopnjoAs : [IXXX ned[qef




250

Figure 17a : Evolution du chimiotactisme, de
la migration spontanée et du NBT au cours
d'une conservation de 96 h avec apport
Journalier de tous les additifs.
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Figure 17b : Evolution de la phagocytose, du
PH et de la chimiluminescence au cours d'une
conservation de 96 h avec apport journalier

des additifs.
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Figure 17c : Evolution du lysozyme et de la
béta-glucuronidase au cours d'une

conservation de 96 h avec apport journalier

des additifs.
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2.1.4.Action de I'adénosine triphosphate sur
le chimiotactisme.

2.1.4.1.Introduction.

Les essais précédents ont montré que pour assurer une conservation correcte, il
était indispensable d'apporter de nombreux additifs au milieu de base
PlasmionR. Parmi ceux-ci, 'adénosine triphosphate s'est avérée étre un additif
intéressant, en particulier en vue du maintien optimal du chimiotactisme (249-
251). Le chimiotactisme est un phénoméne consommateur d'énergie, et ' ATP
ajouté agit vraisemblablement en permettant un apport suffisant d'énergie au
PN durant la conservation (69). Dans cette étude, nous avons tenté d'explorer
plus en détail I'action de I'ATP. En particulier, nous avons voulu savoir si son
action bénéfique sur le maintien du chimiotactisme était dii & I'ATP lui-méme,

ou a deux de ses constituants: 1'adénosine et le phosphate.

2.1.4.2.Matériel et méthodes.

Les méthodes de séparation et de purification des PN ainsi que les conditions
de conservation (température ambiante...) sont identiques a celles décrites
précédemment (249-251). Nous avons utilisé le milieu de conservation
précédemment décrit, basé sur l'emploi de PlasmionR, additionné de
bicarbonate de sodium, de glucose, de vitamine C, d'acétate d'alpha-
tocophérol, de NADH, de NADPH, d'ampicilline et d'amikacine, aux
concentrations préalablement décrites (249-251).

L'ATP 1 pumol/ L, 'adénosine (Sigma, USA) 1 umol/ L et le phosphate de
sodium (Merck, Allemagne) 1 pmol/ L sont utilisés pour étudier l'influence de
ces composés sur le chimiotactisme (252).

Le pH du milieu de conservation est ajusté apres 24 h de conservation avec 10

ul de bicarbonate de sodium 900 mmol/ L par mL de milieu de conservation

(249,250).
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Le chimiotactisme est déterminé par la technique décrite pour les essais
précédents (249-251).

Le chimiotactisme est mesuré pour un milieu pourvu d'ATP, pour un milieu
pourvu d'adénosine, pour un milieu pourvu de phosphate et pour un milieu
controle dépourvu de ces additifs (252). La conservation des PN se déroule
pendant 48 h a température ambiante.

Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne * écart-type, I'analyse
statistique des résultats est effectuée par analyse de variance et le nombre
d'essais est de cing.

Pour tous les essais, la recherche d'endotoxines est réalisée a 1'aide du coffret-

réactif IBF (IBF, France).

2.1.4.3.Reésultats.

La température de conservation est de 24 + 2°C et la recherche d'endotoxines
et négative pour tous les essais.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 5.5 + 1.0 109/ L; 4.0 + 0.9 10%/ L; 30 +
1210/ L; 31 + 12 109/ L, respectivement.

Les résultats de 1'évolution du chimiotactisme au bout de 0 h, 24 h et 48 h de
conservation sont repris dans le tableau XXXII.

La figure 18 illustre 1'évolution du chimiotactisme au cours d'une conservation
de 48 h pour le controle et les milieux pourvus d'ATP, d'adénosine et de
phosphate.

A 24 h et 48 h de conservation, le maintien du chimiotactisme est
significativement meilleur (p < 0.001) pour l'ajout d'ATP que pour l'addition
d'adénosine, de phosphate et le contréle (252). A 24 h et 48 h de conservation,
I'ajout d'adénosine permet un meilleur maintien du chimiotactisme que I'apport

de phosphate et que le controle (p < 0.05) (252). A 24 h et 48 h de
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conservation, I'apport de phosphate ne donne pas de meilleur résultat que le

controle (252).

2.1.4.4.Discussion.

Comme le chimiotactisme est un phénoméne consommateur d'énergie, un
déficit en énergie au niveau du PN pourrait étre a l'origine d'une baisse du
chimiotactisme (69). Dans un premier temps, une corrélation trés nette entre le
taux d'ATP intragranulocytaire et le chimiotactisme avait été notée pour les PN
conservés (69).

Dans notre étude, nous avons essayé d'améliorer le maintien du chimiotactisme
en ajoutant soit de I'ATP, soit deux composants de I'ATP: 1'adénosine et le
phosphate (252). C'est I'ATP qui donne les meilleurs résultats, bien que
l'adénosine posséde également un effet bénéfique alors que le phosphate ne se
montre pas supérieur au controle (252).

L'ATP, qui ne traverse pas les membranes, pourrait agir par un mécanisme
indirect pour améliorer le maintien du chimiotactisme: libération de
l'adénosine a partir de ' ATP ou liaison de I'ATP a des récepteurs membranaire
pour celui-ci (récepteurs P1 et P2) suivi de la libération d'un second messager
en relation avec le métabolisme du chimiotactisme ? (252).

La relation entre le chimiotactisme et le taux d'ATP intragranulocytaire est
complexe. En effet, la déplétion en ATP induite par le 2-déoxyglucose
améliore le chimiotactisme, a l'inverse de la migration spontanée (15). Ceci
pourrait indiquer que la corrélation entre l'abaissement du chimiotactisme et

celui du taux d'ATP pour les PN conservés n'est pas un rapport de cause a effet

(202).
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Figure 18 : Evolution du chimiotactisme au
cours d'une conservation de 48 h avec apport
d’ATP, d'adénosine et de phosphate.
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2.1.5.Etude du métabolisme de la 3', 5'
guanosine monophosphate cyclique (GMPc)

au cours de la conservation des PN.

2.1.5.1.Introduction.

La 3', 5' adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et la 3', 5' guanosine
monophosphate cyclique (GMPc) exercent une action régulatrice opposée sur
de nombreux processus métaboliques (20).

L'incubation des PN avec des composés connus pour augmenter la
concentration intracellulaire du GMPc (acétylcholine, carbamylcholine,
phorbol myristate acétate, prostaglandine F»...), ou avec le GMPc lui-méme,
augmentent nettement le chimiotactisme des PN (25).

La mesure du taux de GMPc dans les PN conservés pourrait donc étre utile
pour tenter d'expliquer la cause de l'altération du chimiotactisme durant la
conservation.

Au cours de cet essai, nous avons mesuré le chimiotactisme et la concentration
leucocytaire en GMPc au cours d'une conservation de 48 h en milieu liquide.
Nous avons également étudié l'influence des additifs utilisés pour améliorer la

conservation sur le maintien du chimiotactisme et du taux de GMPc.

2.1.4.2.Materiel et méethodes.

Les méthodes de séparation et de purification des PN ainsi que les conditions
de conservation (température ambiante...) sont identiques a celles décrites dans
les essais précédents (249-251). Nous avons utilisé pour I'essai (+) le milieu de
conservation précédemment décrit, basé sur l'emploi de PlasmionR, additionné
de bicarbonate de sodium, de glucose, d'adénosine triphosphate, de vitamine C,
d'acétate d'alpha-tocophérol, de NADH, de NADPH, d'ampicilline et
d'amikacine, aux concentrations préalablement décrites pour les essais

précédents (249-251). Le controle est dépourvu de ces additifs. Le pH du
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milieu de conservation est ajusté au bout de 24 h de conservation (essai) ou
non (contrdle), selon les modalités précisées antérieurement (249-251). Le
chimiotactisme est mesuré selon la technique de migration par agarose vis-a-
vis du FMLP, préalablement décrite (249-251). Le GMPc est dosé par une
technique de radio-immunodosage de type compétitif, utilisant I'iode 125, dont
les détails sont développés dans I'annexe 9.

Le GMPc et le chimiotactisme sont mesurés aprés 0 h, 24 h et 48 h de
conservation, pour l'essai (milieu de conservation pourvu d'additif) et pour le
controle (milieu de conservation sans additifs).

Les reésultats sont exprimés sous la forme de la moyenne * écart-type, le
nombre d'expérimentations est de 5 et l'analyse statistique est réalisée par
analyse de variance.

Pour tous les essais, la recherche d'endotoxines est réalisée a 1'aide du coffret-

réactif IBF (IBF, France).

2.1.4.3.Résultats.

La température de conservation est de 21 * 2°C et la recherche d'endotoxines
est négative pour tous les essais.

La numération de leucocytes, de PN, d'érythrocytes et de plaquettes est de 7.4
£ 11 10% L, 58 + 1.3 10% L, 30 + 15 10% L et 39 + 19 109 L,
respectivement.

Les résultats relatifs au chimiotactisme et au GMPc sont résumés dans le
tableau XXXIII. L'évolution du GMPc et du chimiotactisme au cours de la
conservation est illustrée par la figure 19.

Avec le milieu dépourvu d'additifs, le GMPc diminue significativement apres
24h (p<0.01) et 48 h (p < 0.001). Avec le milieu pourvu d'additifs, le GMPc
diminue significativement seulement aprés 48 h (p < 0.01). Avec le milieu
pourvu d'additifs, le taux de GMPc est significativement plus élevé (p < 0.05)

que pour le milieu sans additifs, au bout de 48 h de conservation, mais pas au



260

bout de 0 h et 24 h de conservation. Que le milieu soit pourvu ou non
d'additifs, le chimiotactisme décroit significativement au bout de 24 h (p <
0.001) et de 48 h (p < 0.001). Le milieu pourvu d'additifs permet un meilleur
maintien du chimiotactisme au bout de 24 h (p < 0.001) et de 48 h (p < 0.001).

2.1.5.4.Discussion.

Pour le milieu dépourvu d'additifs, la décroissance du chimiotactisme est trés
rapide: seulement 32 % de maintenance au bout de 24 h et 11 % au bout de 48
h. Dans les mémes conditions, la décroissance du GMPc est moins nette au
bout de 24 h (61 % de maintenance) et de 48 h (31 %). Le GMPc est donc un
témoin de conservation moins sensible que le chimiotactisme.

En présence d'additifs, la décroissance du GMPc est assez similaire a celle du
chimiotactisme, au bout de 24 h (79 % contre 82 %) et de 48 h (59 % contre
60 %). Pour le GMPc, l'effet favorable des additifs n'est significatif qu'au bout
de 48 h (p < 0.05). Ces résultats pourraient indiquer que les additifs utilisés
seraient plus utiles au maintien du chimiotactisme qu'a celui du GMPc. De fait,
ces additifs ont été sélectionnés, dans les essais préalables, essentiellement en
vue d'un maintien optimal du chimiotactisme (249-251).

D'autre part, 1'abaissement du taux du GMPc pourrait partiellement expliquer
celui du chimiotactisme. Cependant, il est prouvé que d'autres facteurs peuvent
expliquer la décroissance du chimiotactisme, en particulier I'abaissement du
pH et du taux de glucose dans le milieu de conservation, la chute de 'ATP
intragranulocytaire, la modification de l'affinité de récepteurs membranaires

pour les facteurs chimiotactiques... (187,192-194).
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Figure 19 : Evolution du chimiotactisme et du
GMPc au cours d'une conversation de 48 h en
présence d'additifs.
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2.1.6.Influence de la 3', 5'guanosine
monophosphate cyclique iGMJPc) et de
1'acétylcholine sur le taux de GMPc

intragranulocytaire et sur le chimiotactisme
des PN conservés in vitro.

2.1.6.1.Introduction.

Sur la base de l'essai précédent, nous avons décidé d'étudier I'action du GMPc
et d'agents susceptibles d'augmenter le taux de GMPc intragranulocytaire.

En effet, des études antérieures montrent que I'augmentation du taux de GMPc
intragranulocytaire engendrait une augmentation du chimiotactisme.

Nous avons voulu étudier I'influence de 1'apport de GMPc et d'acétylcholine au
milieu de conservation sur le taux de GMPc intragranulocytaire, le

chimiotactisme et la migration spontanée des PN.

2.1.6.2.Matéeriel et méthodes.

Le modéle utilisé est identique & celui de 1'essai précédent (conservation de 48
h avec addition de bicarbonate au milieu de conservation au bout de 0 h et 24
h). Nous ajoutons au milieu de conservation, au bout de 0 h et 24 h, soit le
GMPc (Sigma, USA) 10”7 mol/ L (concentration finale), soit 1'acétylcholine
(Sigma, USA) 10" mol/ L (concentration finale). Ces coricentrations ont été
retenues suite a l'analyse de la littérature (25,38). Nous utilisons un milieu de
contrdle, sans GMPc ni acétylcholine.

Le GMPc intragranulocytaire est mesuré par la technique de radio-
immunoassay préalablement décrite. Le chimiotactisme et la migration
spontanée sont mesurés selon la technique de migration sous agarose vis-a-vis
du FMLP, préalablement décrite.

Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne * écart-type, le
nombre de déterminations effectuées est de cinq et l'analyse statistique est

effectuée par analyse de variance.
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La recherche d'endotoxines est réalisée a l'aide du coffret-réactif IBF (IBF,

France).

2.1.6.3.Résultats.

La température de conservation est de 22 * 2°C et la recherche d'endotoxines
est négative pour tous les essais.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes donne les résultats suivants: 8.2 0.5 109/ L; 5.0 + 1.0 10%/ L; 14 +
5 109/ L: 30+7 109/ L, respectivement.

Les résultats concernant le maintien du GMPc, du chimiotactisme et de la
migration spontanée sont repris dans le tableau XXXIV.

L'évolution du GMPc et du chimiotactisme au cours d'une conservation de 48
h sont illustrés par la figure 20.

Pour le contrdle, le chimiotactisme est significativement diminué au bout de 24
h (p <0.001) et 48 h (p < 0.001).

Avec l'ajout d'acétylcholine, le GMPc intragranulocytaire ne diminue pas
significativement au bout de 24 h et 48 h, alors que le chimiotactisme diminue
au bout de 48 h (p < 0.001). L'apport d'acétylcholine, comparé au milieu
contrdle, permet un meilleur maintien du GMPc au bout de 24 h (p < 0.001) et
de 48 h de conservation (p < 0.001). Au contraire, le maintien .du
chimiotactisme n'est pas significativement amélioré au bout de O h, 24 h et

48 h.

En ce qui concerne 1'apport du GMPc, le GMPc intragranulocytaire n'est pas
significativement diminué au bout de 24 h et 48 h de conservation alors que le
chimiotactisme diminue au bout de 48 h (p < 0.01). L'apport du GMPc,
comparé au milieu contréle, permet un meilleur maintien du GMPc au bout de
24h (p < 0.001) et de 48 h de conservation (p < 0.001). Comparé au contréle,
l'apport du GMPc améliore significativement le maintien du chimiotactisme au

bout de 48 h de conservation.
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2.1.6.4.Discussion.

Dans le milieu de controle, la décroissance du chimiotactisme et de la
migration spontanée sont trés voisines de celles observées pour l'essai de
conservation a 48 h ( paragraphe 2.1.3.) et pour l'essai relatif au maintien du
chimiotactisme et du GMPc au cours de la conservation des PN (paragraphe
2.1.5), ce qui était attendu puisque les conditions opératoires sont identiques.
Le méme phénomene est observé pour la décroissance du GMPc (confirmation
des résultats précédents).

Les deux additifs utilisés, GMPc et acétylcholine, aménent une amélioration
significative, quasi identique, du maintien du GMPc intragranulocytaire. Avec
le mode opératoire utilisé, ce dernier est maintenu a un niveau quasi constant,
proche de celui observé au temps 0 h. L'augmentation du taux de GMPc
intragranulocytaire causée par ces deux composés semble donc compenser la
diminution du GMPc liée a la conservation des PN. A notre connaissance,
aucun auteur n'a utilisé le GMPc et l'acétylcholine comme additif de
conservation.

Au contraire de l'acétylcholine, seul le GMPc apporte une amélioration
significative du maintien du chimiotactisme au bout de 48 h de conservation.
Ceci pourrait signifier qu'il n'y ait pas un rapport de causalité direct entre le
maintien du GMPc intragranulocytaire et celui du chimiotéétisme, en tout cas
dans le cadre du modéle envisagé, puisque le GMPc et l'acétylcholine
possédent une action trés semblable sur le maintien du GMPc..

Dans des essais ultérieurs, portant sur une plus longue durée de conservation et
des conditions expérimentales plus proches des concentrés transfusionnels, il
serait intéressant d'apporter journellement ces additifs et de mesurer en
paralléle leur effet sur le maintien du chimiotactisme. Il serait également

intéressant d'étudier ces additifs 4 des concentrations différentes, celles de
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notre essai ayant €té sélectionnées d'aprés les meilleurs résultats de la

littérature (25,35-38).
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Figure 20 : Evolution du chimiotactisme et du
GMPc intragranulocytaire en fonction de
l'apport de GMPc ou de l'acétylcholine au

milieu de conservation.
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2.2.Etude électrophorétique de la
membrane de PN conservés.

2.2.1.Introduction.

Dans le cadre de notre étude, nous avons sélectionné des critéres de bonne
conservation basés sur 1'analyse de 1'évolution de certaines fonctions des PN au
cours de la conservation. Il faut toutefois noter que la mesure de la libération
de lysozyme et de béta-glucuronidase dans le milieu de conservation peut étre
considéré comme un reflet d'une 1ésion structurelle des granules des PN.
Certains auteurs ont sélectionné des critéres morphologiques pour mettre en
évidence des lésions des PN au cours de la conservation de ceux-ci. La
microscopie optique (frottis colorés au May-Griinwald-Giemsa, examen en
contraste de phase...) et la microscopie électronique, en particulier, ont été
utilisées par plusieurs auteurs qui mettaient en évidence des 1ésions multiples
des PN: atteinte des granules et du cytosquelette, anomalies de répartition de la
chromatine nucléaire, vacuolisation, expansions cytoplasmiques...(69).

Une autre approche du probléme peut étre réalisée par une étude plus
spécifique de modifications éventuelles de certaines structures du PN au cours
de la conservation.

L'électrophorése constitue une des méthodes d'analyse de lé membrane du PN
et nous avons choisi d'utiliser cette technique dans le cadre de notre travail.

De plus, a notre connaissance, cette étude n'a été effectuée par aucun auteur de

la littérature examinée.

2.2.2.Matéeriel et méthodes.

2.2.2.1.Récolte des PN.

Les PN sont récoltés par ponction veineuse, selon les critéres préalablement

décrits (donneurs sains).
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2.2.2.2.Séparation des PN.

Toutes les manipulations sont réalisées stérilement. Les PN sont séparés par
sédimentation sur dextran, selon la technique décrite dans l'annexe 15; puis

sont mis en suspension dans le PlasmionR,

2.2.2.3.Additifs de conservation utilisés.

Les additifs suivants, 4 la concentration finale indiquée, sont utilisés:
bicarbonate de sodium 9 mmol/ L, glucose 5.5 mmol/ L, ATP 1 umol/ L,
vitamine C 10 pymol/ L, NADH 1 umol/ L, NADPH 1 pmol/ L, vitamine E 46
umol/ L, amikacine 34 umol/ L et ampicilline 41 umol/ L.

2.2.2.4.Numérations cellulaires.

Elle est effectuée au temps 0 h, a 'aide d'un counter STKR (Coulter, USA).

2.2.2.5.Conditions de conservation.

La conservation est effectuée a température ambiante (mesurée pour chaque

essai), en l'absence d'agitation et de lumiére.

2.2.2.6.Analyse électrophorétique des protéines
de membrane du PN.

Cette technique est décrite en détail dans I'annexe 10. Nous n'en décrirons’ici

que les grandes lignes.

2.2.2.6.1.Séparation des membranes de PN.

Les PN sont isolés a partir du milieu de conservation par l'utilisation d'un
gradient de densité sur PercollR (Pharmacia, Suéde). Ils sont ensuite lysés
grace a une bombe a azote (Kontes, USA). Puis, les membranes sont séparées
des noyaux et des granules par 3 centrifugations successives a 500 g, 20000 g

et 80000 g, & 20°C.
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2.2.2.6.2.Analyse électrophorétique.

Elle est réalisée par migration sur gel de polyacrylamide a 8 % additionné de
dodécylsulfate de sodium. L'intensité du courant électrique est fixée a 20 mA

et la migration dure environ 2 h.

2.2.2.6.3.Révélation des protéines.

Elle est effectuée par une coloration argentique.

2.2.2.7.Protocole expérimental.

Nous comparons le profil électrophorétique de PN au temps 0 h (contr6le)
avec le profil de ces mémes PN, conservés pendant 24 h (essai). Le nombre de
déterminations effectuées est de cinq.

Il faut noter que les profils électrophorétiques de PN conservés 24 h en
l'absence d'additifs est irréalisable en raison de la formation massive d'agrégats

macroscopiques.

2.2.3.Reésultats.

2.2.3.1.Numeération cellulaire.

Les résultats de numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les
érythrocytes et les plaquettes sont de 19.8 +2.0 10%/ L, 14.7 + 1.5 10/ L, 17.0
+5.0 109/ L et 25.0 + 7.0 109L, respectivement (moyenne + écart-type).

2.2.3.2.Pureté des PN aprés sédimentation sur
gradient de Percoll.

La pureté obtenue est de 96 + 2 % (moyenne = écart-type).
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2.2.3.3.Comparaison des profils
électrophorétiques entre controles et essais.

La figure 21 illustre la comparaison des profils électrophorétiques obtenus

pour les contréles et les essais.

2.2.4.Discussion.

Les profils électrophorétiques ne montrent pas de différences détectables de
facon évidente. Ceci ne signifie pas qu'il n'existe aucune altération
morphologique membranaire, mais plutét qu'elles ne sont pas détectables par
cette méthode. En effet, des altérations de récepteurs membranaires pour des
facteurs chimiotactiques (FMLP) ont été décrites par certains auteurs. Elles ont
nécessité d'autres méthodologies (études d'affinité pour des peptides
synthétiques marqués a l'aide d'un isotope).

D'autre part, il est possible que des altérations soient finalement détectables par
cette méthode, mais seulement aprés plusieurs jours de conservation.

En conclusion, cette approche d'analyse structurelle s'avére beaucoup moins
sensible et nettement plus complexe au point de vue méthodologique que la
mesure de certaines fonctions du PN (par exemple, le chimiotactisme).

Suite a ces résultats difficilement utilisables dans le cadre de la conservation
des PN, nous avons choisi de développer une autre technique d'analyse-des
protéines du PN, basée sur la chromatographie liquide a haute performance

(HPLC).
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Figure 21 : Tracés électrophorétiques
correspondant aux membranes de

polynucléaires neutrophiles conservés durant
0 h et 24 h.

OH

24 H
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2.3.Analyse des protéines du PN par
chromatographie liquide a haute

performance en phase réverse (RP-

HPLC).

2.3.1.Introduction.

La chromatographie liquide a haute performance en phase réverse (RP-HPLC)
est une technique qui a connu un grand succes, dans beaucoup de domaines de
la biologie.

Evans a mis en évidence que des protéines marqueuses de la différentiation des
PN de cobayes sains pouvaient étre détectées directement a partir du lysat
cellulaire par RP-HPLC (253). L'analyse des fractions cellulaires montre que
ces protéines de différenciation sont associées aux granules et a la membrane
des PN. En particulier, le lysozyme et la lactoferrine peuvent étre identifiés par
cette méthode (253).

De plus, Evans a décrit une technique de RP-HPLC permettant I'analyse de PN
humains, sains ou pathologiques. Les PN de patients atteints de leucémie
myéloide chronique (LMC) analysés par cette méthode posseédent un profil
chromatographique différent de celui des PN provenant de donneurs sains
(253). |
Suite aux résultats décevants de l'analyse électrophorétique de membranes de

PN conservés, nous avons essayé d'adapter cette technique a 1'analyse de PN.

2.3.2.Materiel et méthodes.

2.3.2.1.Récolte des PN.

Les PN sont obtenus par une ponction veineuse de 30 ml, chez des donneurs

sains.
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2.3.2.2.Séparation des PN.

L'extraction des protéines est réalisée a partir de 108 PN. Les PN sont obtenus
par sédimentation sur PercollR; cette procédure est reprise en détail dans

I'annexe 10.

2.3.3.3.Analyse des PN par RP-HPLC.

Nous avons analysé les PN dans leur intégrité par RP-HPLC. Cette technique
est décrite en détail dans l'annexe 11, nous n'en décrirons ici que les grandes
lignes.

L'extraction des protéines est réalisée a l'aide du mélange recommandé par
Evans: un culot de 107 PN (lavé deux fois avec du PBS) est extrait deux fois
par 2 ml d'un mélange acétonitrile 10 % v/v, acide trifluoroacétique 0.1 % v/v
et de PMSF 1.0 mmol/ L, le tout en solution aqueuse.

L'analyse chromatographique est réalisée a 1'aide d'un chromatographe Varian
LC 500 (Varian, USA), d'une colonne C18 Aquapore et d'un détecteur UV
(longueur d'onde: 205 nm). La phase mobile est constituée par un gradient
d'acétonitrile additionné d'acide trifluoroacétique a 0.1 % par rapport a une
solution aqueuse d'acide trifluoroacétique a 0.1 %.

Le nombre de manipulations est de cing.

2.3.3.Résultats.

La pureté en PN par rapport a I'ensemble des leucocytes est de 95 %.
Le profil chromatographique obtenu est illustré par la figure 22. Nous avons

R

aussi effectué l'extraction des protéines du milieu Plasmion™ pur (figure 23).

2.3.4.Discussion.

La présence massive de gélatine (constituant majeur du milieu de conservation
Plasmion®) constitue un facteur trés génant dans l'analyse des

chromatographes, si l'analyse était effectuée sur des PN conservés dans ce
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milieu, en raison de 1'énorme pic alors détecté (figure 23). Ce pic masque peut-
étre la détection de protéines qui auraient été intéressantes dans le cadre de cet
étude.

Le profil chromatographique obtenu pour les PN entiers est assez proche de
celui obtenu par Evans (253). Par comparaison avec cet auteur, les pics de
lysozyme et de lactoferrine correspondent trés vraisemblablement avec les
deux pics indiqués par les fleches dans la figure 22. Il faudrait néanmoins
poursuivre 1'étude en RP-HPLC en analysant par cette technique des profils
correspondant & des protéines pures (lysozyme, lactoferrine, protéines du
cytosquelette...).

Cette étude pourrait étre complétée par une identification plus poussée des pics
détectés, par exemple par immunoblotting. Une autre approche pourrait étre
abordée, non plus a partir des PN totaux, mais de fractions subcellulaires,
comme les membranes ou les granules de ces cellules. Evans a abordé ce
probléme pour les PN de patients atteints de LMC (254).

Une autre approche du probléme pourrait étre abordée en analysant des
fractions d'éluats chromatographiques (RP-HPLC) par la technique
d'électrophorése des protéines du PN (annexe 10). Ceci aurait 1'avantage de

préciser le poids moléculaire des protéines détectées.
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Figure 22 : Tracé chromatographique
correspondant aux polynucléaires
neutrophiles entiers, obtenu par
chromatographie liquide a haute

performance.
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Figure 23 : Tracé chromato %;aphzque
correspondant au Plasmion™ pur, obtenu par
chromatographie liquide a haute
performance.
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2.4.Essai final,

2.4.1.Introduction.

Les essais précédents présentent un caractére expérimental et s'éloignent des
conditions opératoires des cytaphéréses a but transfusionnel. Comme I'un des
buts majeurs de cette étude est de tenter de trouver une solution au probléme
de la conservation des PN durant plusieurs jours, il nous semble nécessaire
d'adapter les résultats de I'étude expérimentale a des concentrés leucocytaires
obtenus normalement, par cytaphérése "classique".

Les principales différences de cet essai par rapport aux précédents résident
dans une concentration cellulaire beaucoup plus importante (aussi bien en PN
qu'en cellules contaminantes), un volume de suspension cellulaire beaucoup

plus éleve, ainsi qu'un conteneur de nature différente.

2.4.2.Materiel et méthodes.
2.4.2.1.Récolte des PN.

Cette technique est décrite en détail dans l'annexe 7, nous n'en donnerons ici
que les grandes lignes.

Le prélevement est effectué chez un donneur sain, ayant subi une
prémédication aux glucocorticoides afin d'augmenter le rendement de la
cytaphérése. Les PN sont ensuite séparés par centrifugation en flux continu et

recueillis dans une poche plastique utilisée pour les transfusions cliniques.

2.4.2.2 . Etude fonctionnelle des PN.

Les parametres suivants ont été mesurés au cours de la conservation des PN:
chimiotactisme, migration spontanée, NBT, phagocytose, chimiluminescence,

pH du milieu de conservation, libération de lysozyme et de béta-glucuronidase.
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2.4.2.3.Conditions de conservation des PN.

Toutes les étapes relatives a la conservation des PN s'effectuent stérilement,
dans les conditions préalablement décrites.

Les PN sont conservés quatre jours a température ambiante (notée pour chaque
essai), dans la poche de prélévement, & l'obscurité et sans agitation.

Les additifs de conservation utilisés sont identiques a ceux retenus pour les
essais précédents, mais & une concentration plus élevée, en fonction de la
concentration cellulaire plus importante. La concentration en PN et en
leucocytes est environ dix fois plus grande pour les poches de cytaphéréses que
pour les PN obtenus par ponction veineuse; la contamination en érythrocytes et
en plaquettes est encore plus élevées (environ trente fois). Nous avons décidé,
sur la base de ces données de multiplier 1a concentration finale des additifs de
conservation par un facteur dix. Les concentrations finales sont donc les
suivantes: bicarbonate de sodium 90 mmol/ L, glucose 55 mmol/ L, ATP 10
pmol/ L, vitamine C 100 umol/ L, NADH 10 umol/ L, NADPH 10 umol/ L,
vitamine E 460 umol/ L, amikacine 340 pmol/ L et ampicilline 410 umol/ L
(254). Tous ces additifs sont ajoutés au milieu de conservation par
lintermédiaire d'un systtme de connexion stérile (Sampling site
coupler,Fenwal,USA)) (254).

Le milieu de conservation est constitué par le liquide dans lequel baignentl les
cellules collectées par cytaphérése, constitué de plasma et des liquides utilisés
lors du prélévement (gélatine, héparine,...). Sa composition précise est donc
inconnue.

Pour l'essai, les additifs de conservation sont ajoutés au temps 0 h, 24 h, 48 h
et 72 h.

Pour le contrdle, aucun additif n'est ajouté.

La numération cellulaire est effectuée au temps 0 h, par la méthode

précédemment décrite (counter STKR).
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La recherche d'endotoxines est réalisée a l'aide du coffret-réactif IBF (IBF,

France).

2.4.2.4.Analyse statistique.

Elle est effectuée par le test d'analyse de variance et le nombre d'essais est de

6. Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne + écart-type.

2.4.3.Résultats.

La numération cellulaire pour les leucocytes, les PN, les érythrocytes et les
plaquettes est de 53.0 + 1.6 10%/ L; 43.7 + 1.7 109/ L; 1670 + 40 10%/ L et
1054 + 27 10%/ L, respectivement.

La température de conservation est de 22 + 2°C et la recherche d'endotoxines
est négative pour tous les essais.

Pour le contréle au temps 0 h, les résultats sont les suivants: chimiotactisme
(mm): 1.70 + 0.24, migration spontanée (mm): 0.82 + 0.10, NBT (%): 96 + 1,
phagocytose (%): 99 + 1, pH: 7.02 + 0.08, chimimiluminescence pic
(V/sec.109 PN): 5.3 + 1.5, chimiluminescence (V/sec.106 PN): 2.8 + 1.0,
lysozyme (ug/mL): 12 £ 6 et béta-glucuronidase (US/mL): 24 + 6.

Aux temps 24 h, 48 h, 72 h et 96 h, la formation massive d'agrégats
macroscopiques a été observée au niveau du contrdle, rendant impossible la
mesure des fonctions du PN.

Les résultats de I'essai (avec additifs) sont repris dans le tableau XXXV. Les
figures 24a et 24b illustrent 1'évolution des paramétres mesurés au cours de

cette conservation de 4 jours.

2.4.4.Discussion.

La formation massive d'agrégats observée pour le controle illustre la nécessité

absolue d'utiliser les additifs de conservation. Pour l'essai (milieu pourvu
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d'additifs), aucune formation d'agrégats macroscopiques n'a été mise en
évidence.

Le chimiotactisme et la migration spontanée ne diminuent significativement (p
< 0.001) qu'au bout de 72 h de conservation. Dans l'essai précédent de
conservation durant 4 jours des PN, le chimiotactisme était déja
significativement diminué au bout de 48 h (250,251).

A 72 h de conservation, le chimiotactisme est maintenu a 55 %, alors que pour
l'essai précédent, il était maintenu a 46 % et que Glasser (meilleur résultat de la
littérature examinée) obtient 15 % (174,250,251).

A 96 h de conservation, le chimiotactisme est maintenu a 37 %, alors qu'il était
maintenu a 20 % pour 'essai précédent (Glasser ne donnant pas de résultats a
96 h) (50,174,251).

La conservation de la mobilit¢é du PN est donc mieux maintenue avec le
modele proche des conditions transfusionnelles qu'avec le milieu PlasmionR.
Ceci pourrait en partie étre expliqué par la nature de la poche transfusionnelle
Fenwal, qui assure peut-étre de meilleures conditions de conservation
échanges gazeux optimaux et réduction de 1'adhérence des PN aux parois du
conteneur. Ces facteurs pourraient étre déterminants pour des conservations de
longue durée (254).

D'autre part, la contamination massive en lymphocytes, érythrocytes et
plaquettes ne semble pas jouer un role trés défavorable au niveau de la
conservation des PN. L'approximation qui consiste, dans une certaine mesure,
4 augmenter en proportion directe la concentration des additifs selon la
concentration en PN semble donc avoir donné des résultats satisfaisants (254).
En particulier, 1'apport accru de bicarbonate n'a pas entrainé une alcalinisation
excessive du milieu et l'augmentation de concentration en glucose ne semble
pas avoir engendrée une destruction notable des PN par un phénomene de lyse
osmotique. La procédure d'apport journalier du bicarbonate permet un

maintien correct du pH, celui-ci ne chutant pas en-dessous de 7.2, ce qui est
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sans doute le facteur majeur de maintien des fonctions du PN, en particulier du
chimiotactisme.

Le milieu non défini (mélange de plasma, de macromolécules, d'héparine...)
correspondant au liquide dans lequel baignent les PN obtenus par cytaphérése
constitue un bon milieu de conservation par rapport au PlasmionX, pour autant
que les additifs soient ajoutés tous les jours (254).

Le NBT, la phagocytose et la chimiluminescence ne diminuent pas
significativement au cours des 4 jours de conservation des PN, ce qui constitue
un résultat satisfaisant. Toutefois, le pic de chimiluminescence diminue au
bout de 72 h.

La dégranulation des PN est déja notable au bout de 24 h de conservation, en
ce qui concerne la libération de lysozyme. Il faut toutefois considérer par
rapport aux essais précédents que la concentration en PN est beaucoup plus
élevée (environ 10 fois), ce qui explique cette libération rapidement
significative du contenu des granules du PN.

En conclusion, cet essai final a donné des résultats satisfaisants au point de vue
de la conservation des fonctions du PN. Toutefois, le processus d'apport
journalier d'additifs reste fastidieux et peu adapté a une utilisation du systéme
en routine en raison de 'aspect trés contraignant du respect de la stérilité de la
procédure, absolument indispensable dans ce contexte (254).

D'autres solutions techniques pourraient étre abordées dans des travaux
ultérieurs, comme l'utilisation de récipients contenant un ou plusieurs additifs,
et reliés a la poche transfusionnelle par une tubulure stérile. Le contenu de ces
récipients pourrait étre mis en contact avec la suspension cellulaire au bout
d'un laps de temps adéquat.

Cette approche pose plusieurs difficultés, comme la compatibilité chimique des
additifs entre eux (s'ils étaient mis dans un récipient unique). De plus, la
température de conservation des additifs est de 4°C dans le cadre de cette

étude, alors que la conservation des PN se déroule a 22°C, ce qui risquerait de
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dégrader plusieurs composés comme le NADH, le NADPH et les antibiotiques,

par exemple.



"WNI|oZel1}8) ap N3|qoiiu 1| gGN ‘@dA1-11e09 + SUUSAOW ©| ap 3WIC) B SNOS SawlidXa JUOS S)e)nsgl $37

‘U 96 jueInp dJJouuoIsnjsue.I)
yo0od aun suep NJ SOp UOINCAIISUOI AXXX Nedjqer

000> | L9 LTF681 000> | 6L 9LFIO0H 100°0> Sl 9FLE SN Zz YFT SN 0 v¥2Z {lu/gnyesepiuoinanit g
000> | 621 vIFOVL 1000> | 68 £1700L 0woo> | ¢ 8F8¥ oo> | 8 £T61 SN | o v (w/Bry sukzosh
v Yo v YWV yov Yo v
80T, N ‘0T6" SN ; £6 z . Nd 901/%¢5/4
SN 19 S 89 Lo¥el GL 0¥z SN 80792 SN | ool 6'0F82Z ellame seymmans
; 60F67Z o> | 8% N G “ T SN 136 {(Nd Q0L ES/A
000> [ ¥§ LOFLIE SN 99 6'07¢E SN 16 Z1¥8Y ool 81FEG i RSN ES
000> | /6 WOFZL | 10005 | 86 20'0FLZL | 000> | 86 oL | 1o | 66 Z00F9¢L | SN | OOt YO'OFEY L Hd
SN ool 66 SN ool 1+66 SN 00l ¥66 SN ocL 1+66 SN 00l |F66 v esoyAs0beyy
wn
S
SN | ¢6 £¥¢6 SN | 86 LF+6 SN 66 1756 sN | ool 1¥96 SN | ool ¥9%6 {%) 18N
; ; ; ; {w
000> | 1 U0FGE0 | 000> [ 89 W OF8S'0 SN €6 | ero¥eLo SN | €6 ZL'0T6L0 SN | ool £L'0F98°0 o@csco%cmozem_z
00> | /g LVOFP90 [ 000> | oS ¥LOFYE0 SN 98 WoFshl SN %6 LVOFF9 SN | ool Z0FZLL {Wuy ewsnoROIYD
d YW % d Yo % d W% d Yo % d YW %
Y 96 yz/ y 8y Y #¢ yo 33dNS3A NCILINCA
Uol}eAIasu0D ap 33in(




286

Figure 24a : Evolution du chimiotactisme, de
la migration spontanée, de la phagocytose et
de la chimiluminescence au cours d'une

conservation de 96 h avec apport journalier
des additifs.. % 0 h
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Figure 24p : Evolution du lysozyme et de la
béta-glucuronidase au cours d'une

conservation de 96 h avec apport journalier

des additifs.
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Le lysozyme est exprimé en différence de concentration (),1g/ mL)
entre les conservations de O h, 24 h, 48 h, 72 h et 96 h.

La béta-glucuronidase est exprimée en différence d'activité (US/ mL)
entre les conservations de O h, 24 h, 48 h, 72 h et 96 h.
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3.Conclusion
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3.1.Intérét et limites du modéle.

Le modéle retenu est basé 1) sur une analyse préalable de la littérature; 2) sur
une étude expérimentale, qui a été basée sur des analyses de fonctions du PN
ainsi que sur des analyses de la structure de cette cellule.

Nous décrivons une conservation en milieu liquide des PN, basée sur
l'utilisation d'une gélatine fluide modifiée (PlasmionR). Ce modéle présente
l'avantage d'étre synthétique (composition connue) et injectable (avantage en
cas d'utilisation thérapeutique).

Plusieurs composés ont été ajoutés au milieu de conservation: bicarbonate de
sodium 9 mmol/ L, glucose 5.5 mmol/ L, ATP 1 pmol/ L, vitamine C 10 pmol/
L, NADH 1 umol/ L, NADPH 1 pmol/ L, vitamine E 46 pmol/ L, amikacine
34 umol/ L et ampicilline 41 pmol/ L. La température ambiante (20-25°C),
l'absence d'agitation et l'obscurité sont également des facteurs utiles a la
conservation des PN.

Une donnée expérimentale importante réside dans la nécessité d'ajouter une
quantité adéquate de ces additifs tout au long de la conservation. Nous avons
pu ainsi prolonger la conservation des PN pendant 4 jours, dans des conditions
relativement satisfaisantes (3 notre connaissance, meilleur résultat de la
littérature a ce jour).

Une autre considération capitale concerne le choix de critéres adéquat de
bonne conservation. La littérature révéle une liste trés longue de parametres
analysés durant la conservation des PN. Dans le cadre de notre étude, le
chimiotactisme s'est avéré étre le paramétre le plus précocement perturbé au
cours de la conservation, et le meilleur critére de bonne conservation.

L'ATP est un additif de conservation intéressant pour le maintien du
chimiotactisme, qui agit sans traverser la membrane du PN et dont l'effet est lié
3 1a molécule dans son intégrité (action beaucoup plus faible de l'adénosine,

non significative du phosphate).
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Le maintien du taux de GMPc a un niveau satisfaisant est un critére de bonne
conservation intéressant, mais moins sensible que le chimiotactisme. Par
ailleurs, les agents augmentant le taux de GMPc intragranulocytaire
(acétylcholine...) et le GMPc lui-méme améliorent le maintien du
chimiotactisme des PN conservés in vitro.

L'analyse structurelle du PN: analyse électrophorétique de la membrane du PN
et analyse par RP-HPLC des PN totaux, a donné des résultats moins
directement utilisables que 1'analyse fonctionnelle.

La principale limite de ce modele est probablement la nécessité d'ajouter
journellement les additifs de conservation, dans des conditions de stérilité
adaptées. Il serait donc souhaitable de mettre au point un dispositif efficace qui

puisse permettre I'apport de ces additifs de fagon adéquate.
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3.2.Applications pratiques possibles.

Nous avons essayé d'extrapoler les conclusions des études expérimentales a un
modeéle proche de celui utilisé pour les transfusions de PN.

Les PN sont prélevés par la technique habituelle de cytaphérése appliquée au
centre de transfusion de Nancy. Les additifs de conservation préconisés sont
ajoutés journellement, durant quatre jours, a l'aide d'un systéme de connexion
stérile. Les concentrations des additifs sont ajustées en fonction de la
concentration en PN (concentration 10 fois plus élevée en rapport avec une
concentration en PN dix fois plus élevée par rapport au modéle de départ).
Dans ces conditions, le maintien des fonctions du PN est relativement
satisfaisant. Toutefois, le chimiotactisme n'est conservé qu'a 37 % au bout de 4
jours. D'autre part, l'inconvénient d'ajouter quotidiennement les additifs de
conservation persiste.

L'idéal serait d'obtenir une forme retard d'apport d'additif (microcapsules?),

mais ceci n'a pas été développé dans le cadre de notre étude.
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3.3.Perspectives d'avenir.

L'utilisation des PN dans un cadre transfusionnel s'est considérablement
réduite, en raison de I'apparition des chambres stériles, de nouvelles
générations d'antibiotiques et surtout des cytokines, pour le traitement des
neutropénies. Toutefois, 1'utilisation de ces 2 derniéres voies thérapeutiques
n'est pas dénuée d'inconvénient: résistances sans cesse renouvelées aux
antibiotiques, toxicité des cytokines, coiit de ces traitements...

Dans un certain nombre de manipulations expérimentales, il serait intéressant
de prolonger la durée de vie in vitro des PN, par exemple pour étudier des
interactions cellulaires entre les PN et les plaquettes.

En résumé, 1'étude expérimentale menée jusqu'a présent n'est ni parfaite, ni
exhaustive mais a néanmoins permis une amélioration significative de la
conservation des PN, quasi nulle au point de départ pour atteindre finalement

quatre jours.
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4.Annexes techniques
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Annexe 1 : Migration par

chimiotactisme et migration
spontanée des polynucléaires.

1.Mateériel.

.Boites de Pétri stérilisées en plastique pour culture cellulaire 60 X 15 mm
(Falcon 3002, USA).

.Bain-Marie bouillant.

Incubateur & 37°C, 5 % CO7 et 100 % d'humidité (Flow laboratories, U.K.).
.Tubes jaugés de 10 ml en verre.

.Emporte-piéce pour gélose de 3 mm de diamétre intérieur.

.Microscope Wild Heerbrug (Suisse).
2.Réactifs.

.Suspension fraichement isolée de PN

.Eau distillée.

.Minimum essential medium (M.E.M.) concentré 10 X (Gibco, UK).
Conservation: 2 a 3 mois a 4°C.

.Bicarbonate de sodium a 70 g/ L (Gibco, UK).

.Sérum humain inactivé par la chaleur (56°C pendant 30 min). Conservation: a
- 80 °C.

.Agarose (Indubiose, 'Industrie Biologique Frangaise, France).

.Méthanol (Coopérative Pharmaceutique de Melun, France).

.Formol (Prolabo, France).

.Fuschine basique (Société Chimique Pointet Girard, France) a 1 % dans
I'éthanol (Coopérative Pharmaceutique Francaise,France).

Formyl-méthionyl-leucyl-phénylalanine (FMLP) (Sigma, USA) 10™/ mol/L.
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Préparer d'abord une solution 103 mol/ L en dissolvant 2.2 mg de FMLP dans
5 mL de milieu M.EM.(500 pL. de M.E.M. 10 X, 100 pL de bicarbonate
sodique a 75 g/ L et 2 mL d'eau distillée). Faire ensuite deux dilutions au

centiéme. Conserver a -20°C au moins 15 jours avant l'utilisation.

3.Préparation des boites d'agarose.

Les quantités indiquées sont données pour la confection de 4 boites. Peser 0.24
g d'agarose dans un tube jaugé de 10 mL. Ajouter peu a peu et en délayant
vigoureusement dans de 'eau distillée jusque 10 mL. Placer 5 2 10 minutes au
bain-marie bouillant jusqu'a ce que le mélange soit homogéne et ne renferme
plus de bulles.

Pendant ce temps, dans un bécher, déposer aussi stérilement que possible:

.5.8 mL d'eau distillée stérile.

.2.0 mL de M.E.M. 10 X.

.2.0 mL de sérum inactivé.

.0.2 mL de bicarbonate de sodium 7.5 %.

Ajouter ensuite 1'agarose liquide dans le bécher. Mélanger.

Distribuer 4.7 mL de milieu dans chaque boite de Pétri en évitant l'introduction
de bulles d'air, la surface de la gélose devant étre lisse. Remuer
horizontalement les boites et les laisser refroidir 30 min a 4°C,

A l'aide d'un modele sur papier millimétré, on découpe a I'emporte-piéce 4
séries de 2 puits disposés de fagon radiaire et séparés entre eux de 3 mm (le
plus rigoureusement possible). Il faut veiller a ne pas griffer la surface du
plastique, ce qui inhiberait la migration des polynucléaires, et & découper des
puits bien verticaux. Enlever les morceaux d'agarose découpés a l'aide d'une
trompe a vide et d'une pipette Pasteur & bec fin.

11 est nécessaire de travailler sur des géloses aussi stérilement que possible afin
d'éviter I'apport "sauvage" de cytotaxines (bactéries) qui viendraient fausser les

migrations.
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4.Test de chimiotactisme et de migration

spontaneée.

Dans 3 puits externes, déposer 10 uL. de FMLP; ne rien déposer dans le
quatriéme (migration spontanée des PN). Déposer dans les 4 puits externes 10
uL. de suspension de polynucléaires. Recouvrir ensuite les boites de leur
couvercle et les porter dans l'incubateur. Le temps d'incubation est de 3 heures,

apres quoi les géloses sont fixées et colorées.

5.Fixation et coloration des géloses.

Recouvrir la surface de la gélose avec 5 mL de méthanol, pendant 30 min. Si
on ne dispose pas du temps complet pour la fixation et la coloration, on peut
allonger ce temps a une nuit ou un week-end en mettant les boites a 4 °C.
Sinon, aprés 30 min, le méthanol est remplacé par 5 mL de formol pendant 30
min précises. Eliminer le formol. Détacher ensuite soigneusement la gélose de
la boite, pour ne pas déplacer les images de migration. Puis, colorer les boites
avec quelques gouttes de fuchsine. Rincer doucement a l'eau distillée et laisser

sécher.

6.Lecture.

Au microscope avec oculaire de 10, dont un avec grille, les réglages suivants
sont effectués:

.objectif de 10.

.boite retournée fond en I'air.

Joupe du condenseur enlevée.

En positionnant la grille en bordure du puits des polynucléaires, mesurer les
distances A (migration par chimiotactisme) et B (migration spontanée) de
fagon radiaire, en repérant la bande de grille qui renferme encore au moins 2
PN ayant migré. Faire la moyenne des résultats pour A et B et convertir le

nombre obtenu en mm, en sachant qu'une bande correspond & 0.12 mm.
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Annexe 2 : Test cytochimique de

réduction du nitrobleu de
téetrazolium (NBT) et de phagocyvtose.

1.Materiel.

.Bain-marie avec mélangeur Thermomix 1420 B (Braun Melsungen,
Allemagne).

Réglage du mélangeur: 160 oscillations/min.

.Centrifugeuse Minifuge (Hereaus Christ, RDA).

.Microscope Wild Heerbrugg (Suisse).

.Lames de verre.

2.Réactifs.

.Sérum AB.

.Solution de NBT (Sigma, USA) a 1 g/ L dans I'eau distillée. Conservation a
4°C.

.Suspension de billes de latex: Bactolatex 0.81 (Difco, USA), préparé par
dialyse de 48 h en eau physiologique a température ambiante. Conservation a
4°C.

.Fuschine de Ziehl.

3. Technique.

.Dans un tube de 5 mL en plastique, mettre: 350 pL. de sérum AB, 100 pL de
NBT, 10 pL de latex.

Incuber 15 min a 37°C, sous agitation.

.Ajouter 100 uL de suspension cellulaire a 2000 PN/uL.

Incuber 15 min a 37°C, sous agitation.

.Centrifuger 10 min a 1500 g.
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.Faire un étalement du culot cellulaire sur une lame de verre, aprés avoir 6té le

surnageant. Laisser sécher. Colorer 4 la fuchsine.

4.L.ecture des lames.

NBT

Microscope oculaire 10, grossissement 50 X, sous immersion. Différencier sur
100 PN le nombre de ceux qui ont phagocyté plus de 10 billes de latex par
rapport & ceux qui ont phagocyté moins de 10 billes de latex. Le résultat est
exprimeé en pourcentage.

Phagocytose

Méme réglage microscopique. Différencier sur 100 PN le nombre de ceux qui
ont phagocyté plus de 10 billes de latex par rapport a ceux qui ont phagocyté

moins de 10 billes de latex. Le résultat est exprimé en pourcentage.
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Annexe 3 : Mesure de 1
chimiluminescence,

1.Principe.

Quand la cellule phagocytaire est activée par un stimulus phagocytaire, son
métabolisme est augmenté: elle consomme plus d'oxygéne. Cette augmentation
de consommation d'oxygéne s'accompagne de la production de divers

métabolites oxygénés, hautement réactifs, générés comme suit :

N o
NAD "
2
Glycolyse <~ NADH oxydase
NADH 29,
NADP B
205 |
Cycle des <« NADPH oxydase
Péntoses phosphate. y
> NADPH 10

2

-+ — O + OH- +'OH
02' H202 2
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Ces métabolites vont ensuite réagir avec le luminol et générer un signal

lumineux, ensuite enregistrer par un luminometre.
2.Matériel.

.Luminometre 1251 (LKB Wallac, Finlande).
.Centrifugeuse Minifuge (Hereaus-Christ, RDA).

3.Reéactifs.

.Tampon PBS-G pH 7.4.

Suspension de PN a 5 106 /mL.

.Zymosan A (Sigma,USA) opsonisé. Réaliser une suspension a 15 g/l de
zymosan A dans du sérum AB. Le zymosan est opsonisé pendant 1 h a 37°C,
sous agitation. Le surnageant est éliminé aprés une centrifugation de 10 min a
400 g, et remplacé par un méme volume de tampon PBS-G. Cette préparation
peut étre conservée par congélation.

. Luminol 104 mol/ L.

Faire une solution stock de luminol 10°2 mol/ L: dissoudre 3.45 mg de
luminol dans 2 mL de diméthylsulfoxyde (Merck, RDA). Conservation : une
semaine & 4°C. Faire ensuite une solution diluée 104 mol/ L: dilution au

centiéme de la solution stock dans du tampon PBS-G, au moment de I'emploi.

4.Mode opératoire.

Les mesures s'effectuent a 37°C. On utilise un échantillon et un blanc. Le

mode opératoire est résumé comme suit:
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Essai Blanc
Luminol 0.1 mmol/1 (L) 700 700
Zymosan opsonisé (ul) 200 /
PBS (pb) / 200
Suspension cellulaire 100 100

(b

Noter l'intensité maximale du signal (pic) et l'intégration du signal durant 25

min, exprimés en volt (V).

5.Expression des résultats.

Elle s'effectue de la maniére suivante:

Emission maximale
de lumiére =
(V/sec.106 PN)

Emission moyenne
de lumiére
(V/sec.106 PN)

pic échantillon (mv) - pic blanc (mv)

Concentration en PN (106/ul x 100

Intégration échantillon (mv) — Intégration blanc (mv)

Concentration cellulaire (106 PN!}JL} x 150000
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Annexe 4 : Adénosine triphosphate
ATP) intragranul ire et

extragranulocytaire.

1.Principe.

Mesure de 'ATP par bioluminescence selon la réaction suivante:

luciférase

ATP + luciférine + 02 —  oxyluciférine + AMP + PPi + (302 + lumiére

2.Matériel.

.Luminométre 1251 (LKB Wallac, Finlande).
.Centrifugeuse Minifuge (Heraeus Christ, RDA).
.Mélangeur Top-Mix 94323 (Bioblock Scientific, France).

3.Réactifs.

.ATP monotoring reagent (LKB Wallac,Finlande). Mélange lyophilisé de
luciférase de luciole et de luciférine (conservation: -20°C). La solution est
reconstituée en ajoutant 10 mL d'eau distillée (conservation: 4°C).

Standard ATP (LKB Wallac, Finlande) (conservation: -20°C). Une solution
102 mol/ L est préparée en ajoutant 10 mL d'eau distillée au standard ATP

lyophilisé (conservation:4°C).
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.Réactif Tris-Acétate (LKB Wallac, Finlande) (conservation: 4 °C).
Tris-acétate: 0.1 mol/ L, EDTA (éthyléne diamine tétraacétate): 2 mmol/ L
(pH 7.75).

.Solution d'acide trichloracétique a 200 g/ L dans I'eau distillée (LKB Wallac,
Finlande) (conservation: 4°C).

Solution d'EDTA disodique dihydrate (Merck, RDA) 4 mmol/ L dans I'eau
distillée (conservation: 4°C).

.Solution d'acétate sodique trihydrate (Prolabo, France) 2 mmol/ L dans 1'eau

distillée (conservation: 4°C).

4.Mode opératoire.

Si I'ATP est utilisé comme additif, centrifuger la suspension de PN 10 min a
400 g. Récupérer le surnageant qui servira a la détermination de I'ATP
extragranulocytaire. Laver 2 fois le culot de PN avec le PBS glucosé
(centrifugation: 10 min a 400 g). Remettre le culot en suspension et on effectue
une numération des PN avec le counter STKR (Coulter, USA).
- Extraction de I'ATP intragranulocytaire.
.Mélanger 200 puL de TCA 200 g/ L et 200 pL de solution d'EDTA. Mélanger
200 pL de TCA/ EDTA et 200 pL de suspension de PN.

Mélanger 20 sec a 1'aide du Top-Mix. Laisser 10 min & 4°C.

Centrifuger 5 min a 1500 g.
- Mesure de 'ATP par le luminometre.
.La température est réglée a 25°C.
UIntroduire dans la cuvette de mesure:

.100 L. d'ATP monitoring reagent.

400 pL de réactif Tris-EDTA.

.10 pL d'acétate sodique.

.Lire l'intensité du signal (millivolt) = signal blanc
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-Ajouter 100 uL d'extrait granulocytaire. Lire l'intensité du signal (millivolt) =

signal échantillon.

.Ajouter 10 pL de standard ATP. Lire l'intensité du signal (millivolt) =

standard ATP,

5.Calcul de la concentration d'ATP
intragranulocytaire (IG).

Signal échantillon (mv) - signal blanc (mv)

Concentration en ATP

Signal standard (mv) - Signal blanc (mv)
Intragranulocytaire =

(rmole ATP/106 PN) Concentration en PN;‘}JF

6.Calcul de la concentration d'ATP
extragranulocytaire (EG).

5
X 10

La suspension de PN est centrifugée 10 min a 400 g. Le surnageant est séparé

et servira pour la détermination de I'ATP extragranulocytaire. Le matériel et

les réactifs sont identiques a ceux utilisés pour la mesure de I'ATP

intragranulocytaire, mais ne reprend pas la procédure d'extraction.

Concentration en ATP Signal échantillon (mv) - Signal blanc (mv)

extragranulncvtaire —

meoh’I} Signal standard (mv) - Signal blanc {mv)
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Annexe 5 : Dosage de la béta-

glucuronidase libérée dans le milieu
de conservation.

1.Principe de la réaction.

Il est résumé comme suit:
Phénolphtaléinate d'acide mono béta—glucuronique
Béta-glucuronidase —>

Phénolphtaléine + acide glucuronique

Phénolphtaléine + NaOH ——— Coloration rouge-violet (650 nm)

2.Matériel.
.Spectrophotométre Shimadzu UV 160 (Japon).
.Bain-marie Haake D 8 (RDA).

3.Réactifs.

Coffret-réactif Sigma (USA), comportant

R1: tampon acétate: acétate de sodium 0.2 mol/ L (pH 4.5 a 25°C).
Conservation a 4°C.

R2: Phénolphtaléinate d'acide mono B glucuronique 0.03 mol/ L
(pH 4.5 a 25°C). Conservation a -18°C.

R3: Tampon AMP: -2 amino-2 méthyl-1 propanol (AMP) 0.1 mol/ L et

laurylsulfate de sodium 0.2 % (pH 11). Conservation a 4°C.

R4: Eau distillée.
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4.Mode opératoire.

.Préparer la solution de dilution pour la calibration.

mL de tampon acétate (R1).

mL d'eau distillée (R5).

mL de tampon AMP (R3).

Mélanger.

.Préparer une solution diluée de phénolphtaléine (40 ug/ mL).
.0.2 mL de solution standard de phénolphtaléine (R4).
.4.8 mL de solution de dilution pour calibration.

.Mélanger.

.Préparer les solutions de calibration comme suit:

Tube numéro Solution diluée Solution de Concentration

de dilution (mb) en phénol-
phénol- phtaléine
phtaléine (ml) (ng/mL)
1 0.3 i 2.0
2 0.6 5.4 4.0
3 0.9 5.1 6.0
4 1.2 4.8 8.0

Lire 1'absorbance a 550 nm contre un blanc d'eau distillée.

.Tracer la droite d'étalonnage: absorbance en fonction de la concentration.
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5.Dosage de la béta-glucuronidase.

JPour chaque échantillon, effectuer un blanc "suspension leucocytaire" et un

test.

.Pour chaque série de mesures, effectuer un blanc réactif.

.On procéde de la maniére suivante:
Blanc réactif Blanc Test
suspension
leucocytaire
Tampon acétate 0.6 0.6 0.6
R1 (mD)
Phénolphtaléinate 0.2 / 0.2
d'acide B
glucuronique (ml)
Eau distillée (ml) 0.2 0.2 /
Suspension / 0.2 0.2

leucocytaire (ml)
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.Placer les tubes dans un bain a 56°C pendant 1 h.

.Immédiatement aprés incubation, ajouter & chaque tube 5 ml de tampon AMP
R3. Mélanger.

.Lire I'absorbance du blanc réactif, des blancs "extraits cellulaires" et des tests,
a 550 nm, contre un blanc d'eau distillée.

.L'absorbance corrigée du test est calculée de la facon suivante:

Abs corrigée=abs test-(abs blanc extrait cell.+ blanc réactif).

A vpartir de la droite d'étalonnage, déterminer la concentration en
phénolphtaléine correspondant a l'abs corrigée. Si la concentration en

phénolphtaléine dépasse 8 pg/ml, diluer la suspension leucocytaire au demi.

6.Expression des résultats.

Activité en béta-glucuronidase (unité Sigma modifiée/ mL) =

Concentration en phénolphtaléine X 30. NB: X 30, car 0.2 ml de prise d'essai
correspondent a 6 ml de volume final.

Les résultats obtenus au bout de 24 h, 48 h, 72 h et 96 h de conservation sont
rendus en concentration totale et en différence par rapport a la concentration au

temps 0 h (delta 0 h).
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Annexe 6 : Dosage du lysozyme

libéré dans le milieu de conservation.

1.Principe.

Sous Il'action du lysozyme, une suspension tuée de Micrococcus lysodeiktikus
est lysée. De ce fait, la suspension opalescente s'éclaircit et d'autant plus
rapidement que la concentration en lysozyme est plus élevée. La mesure de la

diminution d'opalescence de la suspension a 405 nm permet de suivre la lyse.

2.Mateériel.

.Photometre Eppendorf 1101 M (Allemagne).
.Enregistreur Eppendorf 6512 (Allemagne).

3.Reactifs.

.Substrat tamponné de Micrococcus lysodeiktikus (Eurobio,France). Reprendre
le contenu d'un flacon lyophilisé de Micrococcus lysodeiktikus par environ 10
mL d'eau distillée et agiter vigoureusement. La pastille se disperse rapidement.
Transvaser dans une fiole jaugée de 50 mL. Rincer soigneusement le flacon
avec de 'eau distillée et compléter a 50 mL avec les eaux de ringage. Maintenir
la suspension sous agitation constante, par exemple avec un agitateur
magnétique, pour que la suspension soit parfaitement homogene. Conservation
a4°C.
.Solution mére de standard de lysozyme a 40 pug/ mL (Eurobio,France).
Reprendre le lyophilisat de standard lysozyme par exactement 4 mL d'eau
distillée. Agiter doucement jusqu'a dissolution compléte. Celle-ci est

pratiquement immédiate. Conservation a 4°C.

4.Mode opératoire.

.Equilibrer la température du substrat 2 25°C.
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-Diluer la solution de lysozyme au vingtiéme pour obtenir une solution a
2 pg/ mL.

Introduire dans une cuvette:

.Substrat tamponné de Micrococcus : 2 mL.

-Suspension cellulaire diluée au dixiéme : 0.2 mL.

.Mélanger par retournement.

Enregistrer 'absorbance 4 405 nm en fonction du temps.

Si la variation d'absorbance est trop élevée, diluer I'échantillon.

Traiter la solution étalon a 2 ug/ mL de maniére identique.

S.Résultats.

Mesurer la variation d'absorbance par minute.

Le calcul de l'activité en lysozyme est effectué comme suit:

Concentration en 2 x delta absorbance/min échantillon x 10

lysozyme (ug/ml)
g delta absorbance/min étalon

Les résultats obtenus au bout de 24 h (et de 48 h) de conservation sont rendus
en concentration totale et en différence par rapport a la concentration au temps

0h ( 0h).
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Annexe 7 : Séparation des PN par
cytapherese.

Les PN sont obtenus par cytaphérése par centrifugation en flux continu a I'aide
de la centrifugeuse Fenwal CS 3000 (Fenwal, USA).

Le prélévement peut étre entiérement automatisé grace aux microprocesseurs.

1.Prémeédication du donneur.

Au CRTS de Nancy, le protocole suivant est recommandé : 12 comprimés
d'acétate de dexaméthasone a 0.5 mg (Dectancle, Roussel, France), pris la
veille du don, répartis pendant le repas du soir; 200 mg d'hydrocortisone en IV
(Hydrocortisone Roussel, France) au début du don; 200 mg d'hydrocortisone

en IV apres le traitement de 4.5 L de sang.

2.Cytapheérése.

Le sang total, avant son entrée dans le bloc de centrifugation, est mélangé a
une solution "macromolécule/anticoagulant" dans une proportion de 1/10. La
macromolécule utilisée est la gelatine fluide modifiée (PlasmagelR,
Laboratoire Roger Bellon, France). L'anticoagulant utilisé est 'héparine: au
total 10000 UI perfusé en continu durant la durée du don, qui prolonge l'effet
d'un bolus initial de 3000 UL |
L'ensemble est alors dirigé vers la poche de séparation a un débit de 70
mL/minute. La vitesse de centrifugation du systéme est de 750 rpm.

La masse sanguine est scindée dans cette premiére partie en 2 phases: le
concentré de globules rouges et le plasma riche en leucocytes; ce dernier
rejoint au fur et & mesure, la chambre de collection sous I'action de la pompe a
plasma. L4, les leucocytes se concentrent et se collent contre la paroi externe
de la poche. Le plasma, appauvri de ces cellules, quitte la chambre de

collection pour se méler aux globules rouges avant d'étre restitué au donneur.
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Neuf litres (environ) de sang sont ainsi exploités. La durée du don oscille varie
de 131 a 180 minutes.
Les PN sont recueillis dans une poche de transfert R 2021 de 600 mL (Fenwal,

USA). Le volume de suspension ainsi recueilli est d'environ 300 mL.
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Annexe 8 : Sédimentation accélérée
des PN sur Dextran.

1.Matériel.

- Seringues plastiques stériles de 20 mL (Plastipak, Becton Dickinson,
Irlande).

- Embouts plastiques stériles, provenant d'un nécessaire a dissolution de
plasma lyophilisé (Laboratoire Fandre, France).

- Filtres Cathivex GS 0.22 um (Millipore, France).

- Tubes a centrifuger stériles de 50 mL (Falcon 2059, USA).

- Centrifugeuse Minifuge (Heraeus Christ, RFA)

- Counter STKR (Coulter, USA).

- Flux laminaire Gelaire BSBY (USA).

- Balance Mettler H 10 W (Suisse).

2.Préparation des réactifs.

Toutes les solutions sont filtrées sur filtre Cathivex, si la stérilité est nécessaire.

2.1.Dextran T 500 a 20 g/ L dans du

NaCl 0.9g/ L.

.Dextran T 500 (Pharmacia, Suéde) 10 g
.NaCl (Prolabo, France) 4.5 g
Dissoudre dans trés peu d'eau distillée en remuant avec un agitateur. On ajuste

ensuite 2 500 mL avec de l'eau distillée. Cette solution est ensuite stérilisée si

nécessaire.
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2.2.Solution de chlorure d'ammonium
(Merck,RDA) a 8.5 g/ L d'eau distillée.

Cette solution est stérilisée si nécessaire.

2.3.Tampon PBS (phosphate buffer saline)
glucosé 1 mmol/ L pH 7.4.

.Chlorure de sodium anhydre (Prolabo, France) 8 g

.Chlorure de potassium anhydre (Prolabo, France) 0.2 g
.Hydrogénophosphate de sodium anhydre (Prolabo, France) 1.15 g
.Dihydrogénophosphate de potassium anhydre (Prolabo, France) 0.2 g
.D+ glucose (Prolabo,France) 0.18 g

.Eau distillée 1 L

Ce tampon est ensuite stérilisé si nécessaire.

3.Mode opératoire.

Toutes les manipulations se déroulent sous flux laminaire , avec les
précautions d'usage, si la séparation doit étre réalisée stérilement.
.Homogénéiser le tube de sang hépariné par retournements et vérifier 1'absence
de caillots. Déposer le volume total de sang mélangé au méme volume de
dextran dans une seringue de 20 mL.

.Adapter I'embout a la seringue et la retourner sur son piston, inclinée a 45°
puis laisser sédimenter 30 min a température ambiante.

.Reprendre le surnageant dans 2 tubes stériles de 50 ml. Ajouter la solution de
chlorure d'ammonium jusqu'a ras bord et attendre 10 min, jusqu'a hémolyse
compléte.

.Centrifuger 8 min a 250 g a 4°C.

.Le surnageant est éliminé. Le culot est lavé une fois avec le PBS glucosé et
remis en suspension dans le milieu de conservation. On effectue ensuite le

comptage des cellules avec le counter STKR.
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Annexe 9 : dosage de la

3'.5'guanosine cyclique (GMPc).

1.Principe.

Aprés séparation des PN par sédimentation sur dextran, ceux-ci sont ensuite
lysés par sonication. Le GMPc est extrait du leucolysat par une colonne de
séparation Amprep SAX. Le dosage proprement dit du GMPc est réalisé par un
radio-immunodosage de type compétitif, avec séparation de la fraction liée par

un 2éme anticorps et par phénomeéne magnétique.

2.Preélévement et séparation des PN.

Ils sont identiques a ceux décrits dans l'annexe 1. Les additifs utilisés:
bicarbonate, glucose, ATP, vitamine C, acétate d'alpha-tocophérol, NADH et
NADPH, ainsi que les antibiotiques sont identiques a ceux décrits dans les
annexes relatives aux additifs de conservation. Au terme de la conservation,
soit 24 h ou 48 h, la suspension de PN est lavée avec un tampon PBS-G. Les
PN sont ensuite remis en suspension dans le tampon PBS-G et la numération

des cellules est réalisée a 1'aide d'un counter STKR (Coulter, USA).

3.Extraction du GMPec.

Un leucolysat est réalisé grace au traitement de la suspension cellulaire
pendant 30 sec & l'aide d'un appareil a ultrasons Labsonic 1510 (Braun,
Allemagne). L'extraction du GMPc a partir du leucolysat utilise une colonne
Amprep SAX RPN 1918 (Amersham, UK). Cette colonne est conditionnée par
2 mL de méthanol (Prolabo, France), puis par 2 mL d'eau distillée. Le
leucolysat est appliqué dans la colonne et le GMPc est ensuite élué de celle-ci
par une solution de méthanol acidifié¢ avec de I'HCI 0.1 mol/ L (Prolabo,

France). L'éluat est ensuite évaporé a sec sous un flux d'azote. Le dosage du
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GMPc est ensuite effectué a l'aide du coffret-réactif GMPc 1129 assay system

(Amersham, UK), selon les indications préconisées par la firme.

4.Dosage du GMPc.
4.1.Matériel.

.Coffret-réactif GMPc 1125 assay system (Amersham, UK) avec séparateur
magnétique Amerlex-M (Amersham, UK).

.Compteur a scintillation.

4.2 .Réactifs.

Le coffret-réactif d'Amersham comprend les réactifs suivants:

-Tampon essai (acétate): diluer le contenu du flacon en portant 2 500 ml avec
de I'eau distillée. La concentration en acétate est alors de 0.05 mol/ L et le pH
de 5.8.

.Standard acétylé: aprés hydratation du GMPc lyophilisé par le tampon essai,
la concentration est de 2.56 pmol/ mL.

.Traceur: il s'agit du composé suivant: guanosine 3',5'-acide phosphorique
cyclique 2'-O-succinyl 31125 iodotyrosine méthyl ester, 41 kBq, 1.1 uCi,
lyophilisé. Hydrater avec 11 mL de tampon essai. _

.Premier anticorps: il s'agit d'un anticorps d'origine ovine, lyophilisé, qui est
réhydraté avec 11 mL de tampon essai.

.Second anticorps: il s'agit d'un anticorps d'ane anti-mouton, prét a I'emploi.
.Réactif d'acétylation: il est produit en mélangeant 0.5 ml d'anhydride acétique

avec 1.0 ml de triéthylamine.

4.3.Mode opératoire.

.Préparer le tampon essai.
.Préparer le traceur.

.Préparer le premier anticorps.
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.Préparer la courbe d'étalonnage du standard acétylé, de la fagon suivante:
.Ajouter 500 pL de tampon essai dans 7 tubes de 5 mL en polypropyléne.
Ajouter 500 L de standard acétylé dans le premier tube, mélanger et réaliser
des dilutions successives au demi, au quart...et rejeter 500 pL de la derniére
dilution.

Les concentration en GMPc sont de 128, 64, 32, 16, 8, 4 et 2 fmol/ L.

.Faire la réaction d'acétylation de la fagon suivante:

Zéro standard: 25 uL réactif d'acétylation + 500 pL tampon essai.

Standards: 25 uL réactif acétylation + 500 uL standard.

Echantillons: 25 pL réactif acétylation + 500 uL échantillon.

.NB: procéder en double.

.Procéder ensuite de la fagon suivante :

Compte Zéro Standards Echantillon
total standard S
Tampon essai / 100 / /
(nD
Standards (}1]) / / 100 /
Echantillon / / / 100
(uh)
/ 100 100 100
Premier
anticorps (D

Mélanger au vortex,couvrir les tubes et incuber 1 h a 22°C
Traceur (}11) 100 100 100 100
Mélanger au vortex,couvrir les tubes et incuber 15 h 2 4°C

Second / 500 500 500
anticorps (pl)
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Mélanger au vortex, incuber 10 min a température ambiante, puis procéder 2 la
séparation magnétique.

.Séparation magnétique.

Introduire les tubes dans le porte-tube et mettre la base du tube en contact avec
l'aimant. Laisser 15 min en contact. Rejeter ensuite le surnageant radioactif
dans un récipient approprié en laissant bien la base des tubes en contact avec
I'aimant.

Renverser le porte-tube sur du papier absorbant en éliminant bien toute trace
de liquide.

.Procéder ensuite au comptage de la radioactivité.

.Comptage de la radioactivité.

Il faut compter la radioactivité pendant au moins 1 min dans un compteur a
scintillation gamma.

4.4..Expression des résultats.

.Faire le rapport zéro standard/compte total (BO/TC).

.Faire les rapports standards/zéro standard et échantillons/zéro standard (%
B/B0).

.Tracer un graphique avec le % B/B0 standards en fonction du logarithme de la
concentration en standards (log 2, log 4...).

.Extrapoler la concentration des échantillons a partir des B/B0 échantillons et

du graphique.
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Annexe 10 : Analyse

electrophoreétique des protéines de
membrane de polynucléaires (PN)

conserves in vitro.

1.Séparation des membranes de PN.

1.1.Séparation des polynucléaires.

Le sang est obtenu par ponction veineuse chez des donneurs sélectionnés selon
les normes du don de sang en France.

A 20 mL de sang prélevé dans un tube de polypropyléne stérile (Becton
Dickinson, USA) hépariné a 10 Ul/ mL (Héparine Eurobio,France), on ajoute
4.0 mL de PlasmagelR (Laboratoires R.Bellon, France). Le mélange est
introduit dans une seringue de 50 mL en polypropyléne (Becton dickinson,
USA), posée a 45°. Laisser sédimenter les globules rouges 30 minutes a
température ambiante. Préléver la couche surnageante en poussant doucement
sur le piston aprés avoir adapté un petit tuyau en plastic stérile (Becton
Dickinson, USA) sur la seringue. Ce prélévement est fait plusieurs fois au
cours des 30 minutes, au fur et & mesure de la sédimentation, en évitant
d'entrainer des globules rouges. Le surnageant prélevé est recueilli dans des
tubes a centrifuger coniques stériles (Falcon 2070, Becton Dickinson,USA).
Aprés une centrifugation de 10 minutes & 250 g a 4°C dans une centrifugeuse
Minifuge (Heraeus Christ, Allemagne), éliminer les surnageants et remettre les
culots de globules blancs en suspension dans du chlorure d'ammonium 0.16
mol/ L (Merck, Allemagne), a raison de 100 mL de solution de NH4CI pour un
culot de globules blancs obtenu a partir de 20 mL de sang total. Ce volume de
NH4Cl peut étre augmenté en fonction de la contamination en globules rouges.
La suspension obtenue doit étre un peu trouble. Laisser en contact pendant 10

minutes & 4°C, pour hémolyser les globules rouges. Centrifuge ensuite 10
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minutes a 250 g et a 4°C. Remettre tous les culots repris avec une solution de
NaCl (Prolabo, France) 0.9 % en un seul tube et laver ces culots de globules
blancs avec une solution de NaCl 0.9 %. Reprendre ce culot final avec 2 mL
d'une solution de NaCl 0.9% et l'ajouter au mélange suivant: PercollR
(Pharmacia, Suéde) 5.4 mL et tampon Percoll 6.6 mL. La composition du
tampon Percoll est la suivante: Tris (Merck, Allemagne) 33 mmol/ L et NaCl
0.5 mol/ L dans de I'eau distillée. Aprés mélange par retournement, centrifuger
ensuite 18 minutes & 30000 g et a 4°C (sans frein) dans une centrifugeuse J-21
(Beckmann, USA), puis recueillir 'anneau de PN avec une pipette Pasteur
siliconée (Corning, USA) aprés avoir éliminé I'anneau de lymphocytes.

Laver ensuite les PN avec une solution de NaCl 0.9 % dans un tube a
centrifuger conique de 50 mL, 10 minutes a 500 g et a 4°C. Remettre le culot
cellulaire en suspension dans 2 mL de NaCl 0.9 % et effectuer une numération
des PMN a l'aide d'un counter STKR (Coulter, USA). Ajouter ensuite 50 pl de
diisopropylfluorophosphate 0.1 mol/ L (Serva, USA) par 3.107 PMN, en
laissant en contact 5 minutes a 4°C.

Dans un tube a centrifuger conique de 50 mL, laver les PN avec du NaCl

0.9% a 4°C, puis centrifuger 10 minutes a 250 g a 4°C.

1.1.2.Préparation des membranes de PN.

Le culot cellulaire est repris par 1 mL du tampon suivant: Tris (Merck,
Allemagne) 25 mmol/ L, KCl (Prolabo, France) 125 mmol/ L, MgClp
(Prolabo, France) 5 mmol/ L et adénosine triphosphate (ATP) (Sigma, USA)
1mmol/ L ; le pH de ce tampon est de 9.6. Lyse ensuite les PN dans une
bombe 2 azote (Kontes, USA), en laissant les PN 20 minutes & 40 Bar. Puis, en
relachant la pression jusque 0 Bar, récupérer ainsi le lysat goutte a goutte, dans
un tube contenant du phénylméthane-sulfonylfluoride (PMSF) 20 umol/ L en
final. Par centrifugations différentielles, séparer les différents éléments

cellulaires: par centrifugation 10 minutes a 500 g, les cellules entiéres et les
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noyaux sédimentent; puis par centrifugation du surnageant 10 minutes a 20000
g dans une centrifugeuse Airfuge (Beckmann, USA), éliminer les granules;
enfin par centrifugation du surnageant 25 minutes a 80000 g, on fait
sédimenter les membranes. Conserver alors le culot et le surnageant de cette
derniére centrifugation, le surnageant contenant des protéines du cytosol et des

membranes dissoutes pendant leur préparation a -80°C.

2.Séparation électrophoreétique des protéines
de membrane du polynucléaire neutrophile.

2.1.Préparation des gels de polyacrylamide a 8
%.

Les gels sont préparés de la fagon suivante:

-Solution stock d'acrylamide (Biorad, USA) 30 %: 3 mL; N,N'méthyléne
bisacrylamide (Fluka, Allemagne) 0.8%: 27 mL. Ce mélange doit étre filtré sur
papier filtre plissé 00 (Pratt et Dumas, France).

-Tris (Merck,allemagne) 0.375 mol/ L (pH 8.8): 30 mL.

-Sodium dodécylsulfate (SDS) (Prolabo,France) 10 % P/V/1 mL.
-N,N,N'N'tétraméthyl-ethyléne diamine (TEMED) (Eastmann Kodak, USA)
1%: 2.5 mL. NB: ce réactif doit étre préparé extemporanément et ajouté au
dernier moment.

-Persulfate d'ammonium (Eastmann Kodak, USA) 1.5%: 10 mL; NB: ce
réactif doit étre préparé extemporanément et ajouté au dernier moment.

-Eau distillée: gsp 100 mL.

Filtrer la solution sur filtre Cathivex 0.22 um (Millipore, USA) avant d'ajouter

le TEMED et le persulfate d'ammonium.
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2.2.Préparation du tampon d'électrophorése.

Il se compose des réactifs suivants: Tris 0.025 mol/ L, glycine 0.192 mol/ L,
SDS 1%, dissous dans de 1'eau distillée. Le pH est de 8.1. Filtrer cette solution

sur un filtre Cathivex GS 0.22 um (Millipore, USA).

2.3.Solubilisation des échantillons de membrane.

Les échantillons sont solubilisés dans la solution suivante: PMSF 1mmol/ L,
TRIS 62.5 mmol/ L, Nonidet P-40 (NP-40) (Sigma, USA) 5%, SDS 2 %, B-
mercaptoéthanol (Eastmann Kodak, USA) 5%, glycérol 10 % (Prolabo,
France), bleu de bromophénol (Nullmann, West Germany) 1mg. Puis, ils sont
chauffés au bain-marie & 100°C pendant 10 minutes.

2.4.Solubilisation des témoins de bas poids
moléculaire.

Nous utilisons des témoins de bas poids moléculaire (LMW) de Pharmacia
(Suéde) auxquels nous ajoutons 100 uL de tampon d'électrophorése, 12.5 ml de
SDS & 20 % et 100 uL. de B-mercaptoéthanol. Chauffer au bain marie a 100°C

pendant 10 minutes.

2.5.Préparation des plaques d'électrophorése.

Les plaques d'électrophorése sont préparées a partir de deﬁx plaques de verre
de 8 cm sur 14 cm, séparées par deux espaceurs de 1.5 mm d'épaisseur et
fermement unies par du papier collant (Sell-O-Tape,Pharmacia,Sweden). On
utilise un peigne de plastic pour creuser les puits destinés a recevoir les
échantillons (Combs 6 wells 1.5 mm, Pharmacia, Suede).

Laisser polymériser plusieurs heures, en présence de rayons UV a température

ambiante.
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2.6.Electrophorese.

Le systéme électrophorétique est constitué d'une cuve a électrophorése gel
electrophoresis apparatus GE 2/4 LS (Pharmacia, Suede) et d'un générateur
EPS 500/400 (Pharmacia, Suéde). Remplir la cuve a électrophorése avec le
tampon d'électrophorése, puis introduire les plaques contenant le gel
d'électrophorése. Effectuer ensuite une pré-électrophorése a 20 mA par plaque
pendant 40 a 60 min. Puis, déposer les échantillons (la quantité déposée
dépend du nombre de PN utilisés au départ ou peut étre estimée par un dosage
de protéines) et le marqueur de poids moléculaire (LMW). Effectue ensuite
I'électrophorése & 20 mA par plaque pendant 15 a 20 minutes; puis a 40 mA
par plaque pendant deux heures environ. Le front de migration est matérialisé
par le bleu de bromophénol qui doit étre arrivé au bord du gel en fin de
migration. Retirer les plaques de la cuve et on sort les gels des plaques de

verre. Effectuer ensuite la coloration argentique d'Oakley.

2.7.Coloration argentique d'Oakley.

2.7.1.Préparation de la solution de glutaraldéhyde 10 %.

Solution de glutaraldéhyde 25 % (Merck, Allemagne) 800 mL, eau distillée
1200 mL. NB: Cette solution peut étre utilisée 5 a 10 fois si l'on prend la

précaution de n'introduire que des gels bien égouttés.

2.7.2.Préparation de la solution 1.

AgNO3 (Prolabo, France) 8 g, NaOH 190 mg/ L (Prolabo, France) 16 mL ,
ammoniaque 30 mL, eau distillée 4 L. Agiter trés fortement les 4 L d'eau avec
le nitrate d'argent. Puis doucement ajouter la soude. La solution devient brune.
Elle se décolore complétement avec 'ammoniaque qu'il faut ajouter par petites

étapes. Ce volume de solution est suffisant pour 10 gels.
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2.7.3.Préparation de la solution 2.

Acide citrique (Prolabo, France) 200 mg, paraformaldéhyde (Merck,
Allemagne) 2 mL, eau distillée 4 L. Ce volume de solution est suffisant pour

10 gels.
2.7.4.Mode opératoire.

Toutes les manipulations des gels se font avec des gants préalablement lavés au
détergent et rincés a l'eau bidistillée.
Les différents bains se font avec de I'eau bidistillée sous agitation modérée

2.7.4.1.Fixation aprés I'électrophorése.

Composition du bain de fixation: éthanol (Prolabo, France) 500 mL, acide
acetique glacial (Prolabo, France) 100 mL, eau distillée 400 mL. Fixer les gels
pendant deux heures dans cette solution dont le volume est suffisant pour 5
gels (1 L pour un bac contenant 5 gels).

2.7.4.2.Lavage a l'eau distillée.

Laver 2 fois 15 minutes dans 1 L d'eau (pour 5 gels), en changeant 1'eau aprés
le premier lavage.

2.7.4.3.Fixation.

Composition du fixateur: méthanol (Prolabo, France) 100 mL, acide acétique

glacial 50 mL, eau distillée 850 mL. Fixer une nuit dans cette solution (prévue
pour 5 gels).
2.7.4.4.Lavage a 1'eau distillée.

Laver 5 gels dans 1 L d'eau pendant 20 minutes.

2.7.4.5.Bain de glutaraldéhyde 10 %.

Laisser baigner 10 gels par litre de cette solution pendant 1 h minimum.
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2.7.4.6.Lavage a 1'eau distillée.

Laver 5 gels par litre d'eau, 6 fois pendant 20 minutes, en changeant l'eau

chaque fois.

2.7.4.7.Bain solution 1.

Laisser baigner 5 gels par litre de solution, deux fois 30 minutes, en changeant
la solution aprés le premier bain.

2.7.4.8.Lavage a l'eau distillée.

Laver 1 gel par litre d'eau, trois fois pendant deux minutes, en changeant I'eau

a chaque fois.

2.7.4.9.Bain solution 2.

Travailler avec 1 gel par bac. Préparer 3 bacs contenant chacun environ 300 a
400 ml de la solution. Dans le premier bac, le gel est agité quelques secondes;
dans le deuxiéme, on laisse apparaitre les premiéres taches, toujours sous
agitation; dans le troisiéme, on laisse la coloration se terminer. On renouvelle

les solutions tous les 4 gels.

2.7.4.10.Bain d'arrét.

Pour 10 gels, on prépare 2 L de solution de la composition suivante: acide

acétique glacial 100 mL, méthanol 100 mL, eau distillée 1800 mL.
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Annexe 11: Analyse des protéines du
PN par chromatographie liquide a

haute performance en phase inverse
ZRP-HPLCi.

1.Prelévement des PN,

Les PN sont prélevés par ponction veineuse chez des donneurs sains, comme

précédemment décrit.

2.Séparation des PN.

Les PN sont séparés par sédimentation sur dextran, selon la technique

précédemment décrite.

3.Extraction des protéines de PN totaux.

La suspension de PN obtenue est lavée 2 fois avec le tampon PBS. Le volume
de suspension est ensuite ajusté de fagon a obtenir un culot cellulaire de 107
PN.

Ce culot subit une double extraction, pendant 15 minutes a 4°C, avec 200 pl
d'une solution aqueuse contenant de l'acétonitrile (Merck, Allemagne) a 10 %,
de l'acide trifluoroacétique (TFA) (Merck, Allemagne) a 0.1 % et du PMSF
(phénylméthane sulfone fluoride, Merck, Allemagne) 1 mmol/ L.

Les 2 extraits sont centrifugés 15 minutes a 100000 g, a 4 °C, de fagon a
éliminer les matiéres insolubles. Les surnageants (environ 400 pL) sont ensuite

réunis et congelés a -80°C, si 1'analyse par RP-HPLC doit étre différée.

4.Séparation des protéines par RP-HPL.C.

Nous utilisons un systtme HPLC Varian LC 500 (Varian, USA), équipé d'un
détecteur UV 200 (Varian, USA).
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