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Introduction

Les microcystines (MCs) sont des cyanotoxines couramment rencontrées dans les
plans dean douce du monde. Ce sont des heptapeptides cycliques décrits comme inhibant les
proféines phosphatases a4 sérine /thréonine (Eriksson et @, 1990). La famille des MCs
regroupe pres de 90 variantes dont fa plus renconti€s, la plus foxique et le mieux étudié est la
microcystine LR (MC-LR).

Compte tenu du manque de données concernant les autres vanantes, seule lJa MC-LR a
¢té classée par le centre infernational de recherche sur le cancer (CIRC) dans le groupe 2B des
cancérigénes polentiels (Jare, 2010). Ces toxines font avjourd’hui Tobjet ume
recommandation de 'organtsadon mondiale de la sané (OMS), basée sw les dosmées
toxicologiques de la MC-LR ¢t proposant un seuil de 1 pg/L en équivalent MC-LR pour les
eaux de consommation (OMS, 2003).

Chez I"homme les sources d’expositions 4 ces toxines peuvent &tre multiples via les
eaux de consommation, les eaux récréatives lors d’activités aquatiques ef nautiques, les caux
de dialyse, la consommation d’organismes bioaccumulateurs ou de compléments alimentaires
{Chorus et Bartram, 1999). Si la voic orale constitue la principale voie d’exposition de
I’homme aux MCs, la majorité des données toxicologiques ont été obtenues in vivo aprés
administration intrapéritonéale. Quelques études confirment néanmeins que la MC-LR passe
la barriére intestinale pour se retrouver dans la circulation sanguine (Chen et al., 2011).

Aujourd’hui, la toxicité aigué de la MC-LR est bien caractérisée. Les dommages
induits par ces heptapeptides sur d’autres organes tels que Teins, cceur et intestin sont
¢galement largement étudiés. Cependant, trop peu d’informations existent sur les mécanismes
moléculaires de cette toxicité ainsi que la toxicité chronique de "ensemble des variantes de
MCs {Campos et Vasconcelos, 2010). D’auvtres parts, il existe peu d’études qui ont documentd
I"effet immunotoxique potentie]l des microcystines alors que leur effets hépatotoxiqgue,
¢écotoxique ct cytotoxique sont clairement élucidés.

Do la contribution de ce travail de recherche qui présentera tout d’abord un état des
connaissances portant sur le systéme immuniiaire et I'immunotoxicité, les MCs et leurs effets
toxiques. Ensuite, nous essayerons de chercher 1'éventuel effet immumotoxique de
I’heptapeptide en question une fois administré chez la souris Balb/C par voie orale et
intrapénitonéale et comparer la sévérité de la toxicite selon la voie empruntée.
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1. Définition et principales caractéristiques du systéme immunitaire

Le terme immunité (du lafin immunis : protégé de... ) évoque au premier abord
les mécanismes de défenses que l'organisme développe 4 I’enconire des
microorganismes. La notion de systéme quant 4 elle désigne un ensemble d’éiéments
qui vont interagir de fagon hiérarchisée et intégrée afin d*assurer une fonetion.

Le systéme immunitaire s'est développé av cours de I'évolution des espéces
par de nombreuses interactions hbtes-agents infectieux. Il confribuie au maintien de
l'intégrit¢ de T'organisme hdte en éliminant les constituants étrangers (virus, bactéries,
parasites et autres microorganismes, greffes, allergénes) et les constituants du «soi»
mndifids (Revillard, 2001). 11 assure cette fonction en &rvile relation avec les autres
systemes physiologiques, notamment les systémes nerveux et endocrinien, avec
lesquels il communique par lintermédizire de médiateurs  solubles
(neurotransmetteurs, hormones, cytokines) et de récepteurs spécifiques communs i

ces systémes. Par conséquent plusieurs des composantes du systéme immunitaire et

des éléments de réponse aux agressions sont couramment utilisées en médecine

comme bio-indicateurs de compétence de l'organisme entier (Descotes, 2000).

Plagues de
Peyer's dans
fintestin

Appendice

Figure 1. Schéma montrant les organes immunitaires (janway et al., 2009)

=
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2. Acteurs principaox du systéme immunitaire

Le systéme immunitaire contribue au maintien de l'intégrité de l'organisme par
I'exclusion des constituants étrangers (microorganismes, greffes) et de constituants du
«soi» modifiés transpori vers la membrane ou vers des sites intracellulaires de
dégradation compléte (protéaseme, lysosome) En cas daltération de I'ADN
interviennent des enzymes de réparation <t un systéme de contrile régulant d'une part
le cycle cellulaire, d'autre part l'expression des génes de mort et de survie. La
réparation incompléte conduit alors 2 l'amét do cycle et a4 la mori cellulaire par
apoptose. La défaillance du systéme de contrdle (mutations de p53) conduil i [a
transmission d'ali¢rations génétigucs aux cellules du méme clone Descules ef al,
2000).
2.1. La lignée my¢loide

Un progéniteur myéloide commun est le précurseur des cellules du systéme
mmmunitaire imné les macrophages. les granulocyies, les mastocytes et les cellules
dendritiques (Janeway et al., 2009).

2.1.1. Monoeytes

sont des cellules circulantes représentant environ 5% de leucocytes totaux du
sang et qui peuvent migrer dans les tissus pour y devenir des macrophages distribués
dans la plupart des tissus, Jouant un rdle imporiant dans 1’élimination de diverses
particules, dans la reconnaissance de pathogénes et dans la production de cytokines de
I’immunité inné (Chapel ef al_, 2004),

2.1.2. Les granulocytes ou polynucléaires

les granmulocyles ou polynucléaires forment une premiére ligne de défense
importante de I"immunité innée sont capables de quitter le sang pour migrer aux sites
inflammatoires (Gorochov et Papo,2000).

# Les neutrophiles

Les polynuciéaires neutrophiles représentent la plus grande population des
granulocytes circulants formant 60 a 70% des leucocyies du sang et secrétent des
molécules toxiques pour différents parasites (Homberg, 2004).
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%> Les hasoplhiles

Représentent moins de 1% des leucocytes du sang. Ce sont des cellules avec
un noyau rond et des granules avoides contenant des médiateurs de haute affinité et
qui entrent dans les réactions allergiques mettant en jeu les anticorps (Ac) de classe
[gE (Revillard, 2001).

2.1.3. Les celiules dendritiques

Sont un groupe particulier de cellules présentatrices d’antigéne(CPA)
distribuées dans de nombreux tissus de "organisme. Elles se différencient 4 partir des
preéswmsns, ol lyspbwfilies, soit mydtondes (Made, 20053, Les cellules dendritiques
qut ont rencontre des germes viennent a maturation, ¢’ est-la-dire deviennent capables
d'activer une classe particuliére de lymphocytes (Janeway er al., 2009).

2.1.4, Les mastocytes

Ce sont de grandes cellules présenies dans les tissus conjonciifs de tout
I"organisme dont le précurseur sanguin n’est pas bien défini (Janeway et al., 2009). 1is
sont particuliérement abondants dans les tissus en contact avec I’environnement (peau
muqueuses). Comme les basophiles, ils conticnnent de nombreux granules et
expriment sur leur membrane des récepteurs aux IgE de haute affinité. Lorsqu’ils sont
activés, les mastocytes libérent de nombreux médiateurs chimigues (dont I"histamine)
et interviennent dans les réactions immunitaires dépendant des IgE (Aymeric et
Lefranc, 2009);

2.2. La lignée lymphoide

Le précurseur lymphoide commpn ou cellule souche lymphoide donne
naissance aox lymphocytes (Gorochov et Papo, 2000). Ces demiers constituent
environ 20% des lencocytes sanguins (Male, 2005), classés en petits et grands
lymphocytes. Les petiis lymphocytes expriment a leur surface des réceptears
antigéniques. Il existe deux classes principales de lymphocytes B et T et un autre
groupe lymphocytes sont des ceilules cytotoxiques naturelles NK.

2.2.1. Les lymphoeytes B

Ne présentent que 5 4 10% des lymphocytes du sang (Homberg, 2004), leur
role essentiel est la synthése d’anticorps correspondant & I'immunité spécifiqus
humorale. La fonction des lymphocyies B ne se limite pas cependant 4 la production
d’anticorps, mais aussi capables de présenter aux cellules T ’antigéne qu’elles ont
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internalisé par leurs récepteurs spécifiques, et d’influencer la polarisation de cette
réponse (Chaienoud ez al_, 2012).

2.2.2. Les lymphocytes T

Tls représentent 75% des cellules lymphoides circulanies. Ce sont les seules
cellules immunitaires qui se différencient dans le thymus, d’od leur nom (T). Ces
cellules expriment des récepteurs pour Pantigéne (TCR) et se différencient en deux
sous-populations principales, I"une portant le marquenr CD4, 'autre le marqueur
CDS.

3. Fonctions immunitaires dans un organisme

Les cellules qui s'associent pour comsfituer un organisme utilisent, pour
s'agréger entre elles des paires de molécules membranaires complémentaires
(structure et conire structure ou encore ligand et récepteur). Parmi ces molécules
certaines peuvent étre produites sous forme soluble et participent a la signalisation
intercellulaire, par exemple les cytokines produites en réponse d un signal activateur
peuvent transmetire différents signaux aux cellules exprimant le récepteur spécifique,
dans ces condifions la multiplication cellulaire, la différenciation ou la survie des
cellules dépendent d'un ensemble de signaux issus de leur environnement (Male,
2005).

3.1. Immunité naturelle

Des structures moléculaires communes a de trés nombreux microorganismes
vont inferagir avec des molécules complémentaires préformées de I'hdte (en solution
ou a la surface de cellules) pour déclencher um signal de «danger» conduisant 4
I'exclusion du pathogéne (Chatenoud et al., 2012).

Par exemple les régions lipidiques des endotoxines des bactéries Gram négatif
(LPS: lipopolysaccharides) s'associent a des molécules de transport (LBP pour «LPS
binding proteinsy), 4 des técepteurs des phagocytes mononuclées (famille des Toll
récepteurs, CD14) et de I'endothélivon. Elles stimulent aussi la synthése de médiateurs
chimiotactiques et I'accumulation de phagocytes polynuclées (neutrophiles).
Différentes structures moléculaires communes a4 un grand nombre de bactéries et de
parasites activent une owv plusicurs des frois voies du complément, aboutissant a
I'opsonnisation du pathogéne (par liaison covalente de C3b et C4b 4 sa membrang),
étape initiale de sa phagocytose ainsi qu'a une réaction inflammatoire par libération de

5
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peptides C3a et C5a (anaphylatoxines) et 4 ia lyse du microorganisme par mise en jeu
du complexe d'attaque membranaire (Aymeric et Lefranc, 2009). Lors de l'infection
d'une cellule par des virus, des modifications membranaires (telles que la diminution
de lexpression des molécules de classe I du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) vont permettre la destruction de la cellule infectée par des lymphocytes
cytotoxiques NK («natural killery: cellules tueuses de Timmunité unaturelle). Les
cytokines produites dans le eadre de l'immunité naturelle agissent sur des cellules du
systéme hématopoiétique et siimulen préférentiellement telle ou telle lignée cellulaire
: augmentation des polynucléaires neutrophiles par l'action des facteurs de croissance
GM et G-CSF lors des wnleclions baciénenaes, angmentation des mastocytes (1L-4) ou
des ¢osinophiles (IL-5, éotaxine) au cours de certaines parasitoses ou d'agressions
toxiques. Au total l'immunité naturelle est caractérisée par sa mise en jeu rapide et par
le développement de réactions inflammatoires (baciéries, parasites) ou cytotoxiques
(virus) conduisant souvent @ l'exclusion du pathogene (revillard, 2005).

Une forme d'immunité intermédiaire, enfre immumniiés naturelle et spécifique,
peut intervenir dans cerfaines agressions, il s'agii des anticorps naturels, souvent de
classe IgM et de faible affinité, ce qui explique leur capacité d'interagir avec des
structures chimiques de microorganismes trés différents. Pamailélement les
lymphogcytes T & récepteur présenis surtout sur les revéiements cutanéomuqueux ont
des récepteurs de structure peu diversifie, ils constituent une premiére ligne de
défense et peuvent reconnaitre des glycolipides ou des protémes de stress de I'héte ou
des microorgamismes (revillard, 2005).

3.2. Immunité spécifique
3.2.1. Molécules propres A I'immunité spécifigue

L''mmumité spécifique est apparue lors de la divergence entre vertébrés et
invertébrés. Elle est caractérisée par un ensemble de molécules de structure
extrémement diversifi¢e appartenant toutes 2 la superfamilie des immunoglobulines
(lg): les anticorps. les récepteurs d'antigéne des lymphocytes T (TCR) et les
molécules CMH. Les molécules dlg existent sous forme soluble (les anficorps
répartis en cing classes de fonctions biologiques différentes chez Ihomme: IgM, 1gG,
IgA, 1gD et IgE et sous forme de réceptenrs membrinaires des lymphocytes B
(BCR). La molécule d'anticorps, formée en général de 2 chaines lourdes H et de 2
chaines legeres L (You K), interagit par son site de liaison ou paratope avec une zone
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de l'antigéne appelée epitope. Chague épitope correspond 3 ime zone de 2 4 3 nm de
diamétre (Gorochov G et Papo T, 2000). Les molécules des récepieurs d'antigéne des
lymphocyies T (TCRaf et Y8) existent exclusivement sous forme membranaire. Les
TCR «B interagissent avec une molécule du CMH associée & un peptide. Les chaines
des TCR comme les chaines H et L des anticorps sont codées par des segments
génétigues en mosaique qu fonmi l'objet d'un réarrangement au cours de la
différenciation des lymphocytes T (dans le thymus) et B (dans Ia moelle osseuse). Ces
mécanismes assurent une extréme diversité structurale de ces molécules. Les
molécules de classe 1 du CMH, présentes sur presque toutes les cellules de
l'organisme, s'associent dans la cellule & des nanopeplides produils dans le protéasome
par protéalyse de protéines endogenes (constituants naturels ou protéines virales).
(Janewayet al., 2009). Quire dans les cellules dendritiques spécialisées dans le
transport ¢t la présentation des anfigénes protéiques, les molécules de classe 1 du
CMH peuvent présenter des peptides d'origine exogéne. Les molécules de classe [
inieragissent avec le corécepteur CD8 présent sur enviren 1/3 des lymphocyies
périphériques. Les molécules de elasse II du CMH interagissent avec la molécule
CD4 et présentent des peptides en géneral d'origine exogéne, pénétrant par la voie des
endosomes. Ces molécules de classe Il sont exprimées par les cellules dendritiques.
les lymphocytes B et les monocytes/macrophages (Paul et Etienne R, 2002).

3.2.2. Déronlement de la réponse immunitaire

La réponse immunitaire & I'introduction d'un antigéne ou d'un microorganisme
comprend la capture de 'antigéne par des cellules dendritiques qui migrent des tissus
vers le ganglion lymphatique et présentent 'antigéne sous forme de peptides associés
aux molécules du CMH, aux lymphocytes T CD4" et CD8". Les cellules T ayant un
TCR spécifique du peptide sont activées et proliférent (expansion clonalg), puis une
grande partic d'entre elles meurent par apoptose (contraction clonale), les auires se
différencient en cellules T 4 mémoire et celhiles T effectrices cytotoxiques (la plupart
CD8") ou celiules T effectrices accessoires (CD4") productrices de cytokines de type 1
(IFNY, TNFa . IL-18) ou de type II (IL-4, IL-5). Les premiéres cytokines sont
impliquées dans les réactions dhypersensibiiité retardée, les secondes dans la
production d'anticorps en particulier de classe IgE et les réactions anaphylactiques
(hypersensibilit¢ immédiate). Des lymphocytes T de type Th3 ou Trl, producteurs
d'lL-10 et de TGF-B sont impliqués dans les phénoménes de régulation et de tolérance
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(Kindt et al_, 2007).

Les reéactions d'hypersensibilité retardéc de contact par application percutanée
dhapténe (ef un grand nombre de réactions d'allergie aux médicaments) sont dues
exclosivement aux lymphocytes T CD8” cytotoxiques, les lymphocytes CD4 ™ jouant
un role régulateur ou suppiesseur, Ceci explique probablement la fréquence de
T'hypersensibilité¢ aux médicaments chez les sidéens. A Iinverse, I'hypersensibilité
retardée aux protéines (hypersensibilité de type tuberculinique) implique des
lymphocytes T CD4". La réponse anticorps a lieu dans le cortex superficiel du
ganglion, elle implique une réaction des centres germinatifs avec prolifération des
celiules B, commutation de classe et mmztations somatiques permettant une sélection
des anticorps de haute affinité. Les cellules B différenciées en plasmocytes se
localisent dans la moelle osseuse et les muquenses (Kindt €L al., 2007).

4. Pathologie du systéme immunitaire

La complexité du systéme immunitaire explique ia grande variété de maladies
dans lesquelles il est impliqué. L'¢tude des genes des molécules impliquées dans
I'timmunité a condwt 4 la découverte d'un cerfain nombre de maladies génétiques
mono factorielles, avec des phénotypes irés variés allant des déficits immunitaire
combinés sévéres des nourrissons 4 des formes totalement asymptomatiques. Outre
les mutations, avec ou sans conséquences pathologiques ces éudes ont conduit 3 Ia
découverte de multiples allélismes, non seulement au niveau du CMEL mais aussi sur
les genes codant les cytokines et leurs récepteurs, des moiécules du complément et
des molécules impliqués dans la signalisation (Bach, 2012).

5. Définition de I'immunotoxicité

L'immunofoxicité peut &étre définic comme l'ensemble des effets délétéres
provoqués par un xénobiotique ou par tout auire constitnant hiologique ou physique
de l'environnement sur le systéme immunitaire, & la suite d'une exposition
professionnelle, environnementale ou thérapeutique. Divers ftypes deffets
immunotoxigues sont envisageables incluant l'immunosuppression qui peut favariser
les infections ei les tumeurs, l'immumostimulation, Thypersensibilité et l'auto-
immunité (Descotes et al., 2000). Un méme agent immunotoxique peut agir a Ia fois
comme antigéne ou hapténe pour induire une hypersensibilité spécifique, ef comme
immunomodulateur pour modifier la réponse immunitaire 2 un ensemble d'antigénes
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de l'environnement L'immunotoxicologie éiudie ces différents effeis. Elle couvrs

I'étude des altérations immunologiques survenant chez I'nomme et chez Ies animaux et

elle utilise une combinaison d'approches multiples incluant :

# Ja mise au point et l'utilisation de tests in vitro ¢t in vivo pour prédire un effet
immumotoxique.

» l'évaluation clinique et I'enregistrement des accidents immunotoxiques, ainsi gue
I'établissement de la relation causale entre la maladie observée et I'exposition & un
agent.

» létude épidémiologique des modifications immunologiques survenant dans les

populations exposées,

I'étnde des mécanismes d'action immunofoxique aux niveaux cellulaire et

‘f

moléculaire. Comme discipling, 'immumloxicologic est récente, et l'analyse des
nombreuses ‘atieinfes immunologiques induites par 'exposition 4 une substance
chimique ne fait que commencer. Mais, déja les données disponibles permettent
d'entrevoir des conséquences néfastes pour les individus, les populations et les
communautés exposées a des substances toxiques (Revillard, 2001).

6. Diverses manifestations d’immunotoxicité
On distingue quatre grandes catégories de manifestations immunotoxiques qui
sont décrites ci-dessous.

6.1. Immunosuppression

Une diminution de la résistance vis-a-vis des infections microbiennes, virales
et parasitaires signale généralement un effet immunosuppresseur des xénobiotiques.
L'épidémie due & un virus proche de celm de la maladie de Carré qui a décimé plus
des 2/3 des phoques de la mer du Nord & la fin des années 1980, s'explique
probablement par le fort degré de pollution chimigue des eawx marines: T est
relativement facile de déceler une iImmunosuppression aigué par [histologie des
organes lymphoides, I'analyse des sous populations lymphocytaires et des tests in
vitro de fonctionmement des cellules immuonocompétentes. Par contre,
I'immunosuppression 4 long terme comme celle induite par certains médicaments
immunosuppresseurs administrés sur de longues périodes de temps (cyclosporine A)
pourrait expliquer une incidence augmentée de certains types de cancers (Penn, 1988).
6.2. Hypersensibilité
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Les xenobiotiques et les médicaments sont susceptibles d'induire des réactions
dhypersensibilité  (allergies), Ja substance chimique ou ses produits de
biotransformation jouant le role dhapténe. La structure chimique de I'hapténe
intervient probablement dans son immunogénicité aprés liaison aux protéines
cellulaires. Les réactions allergigues résultent alors d'une seconde exposition 4 méme
antigéne ou & des expositions ultérieures. Comme indiqué plus hauf, on distingue
plusieurs types dhypersensibilité sur la base de leurs mécanismes immunologiques
effecteurs dépendant des anticorps ou de cellules T. Certains xénobiotigues,
parficuliérement les métaux (nickel, béryllium, dérivés de plating), les activateurs
d'époxyde, les disocyanates et certains antibiotiques anesthésiques locaux, induisent
une hypersensibilité immédiate impliquant la production d'anticorps de classe 1gE qui
se fixent sur les mastocytes et entrainent le relargage des molécules préformées
comme I'histamine et 'héparine.

Ces réactions dintolérance chimique provoquent divers signes cliniques
commeg l'asthme, les rhinites et Vanaphylaxie. Les réactions d'hypersensibilité retardée
les plus couranies soni celles induites par le nickel et le béryllium (qui induisent aussi
une hypersensibilit€ immediate tel que mentionné ci-dessus), le chrome, le mercure et
le cobalt Cliniqguement, ceci correspond a des demmatoses de confact (impliquant
essentiellement des cellules T cytotoxiques CD8”, spécifiques de peptides hapténisés
associés aux molécules de CMH classe I et a des réactions granulomateuses,

6.3. Auto-immumnité

Les maladies auto-immunes provoquent par les xénobiotique sont la
conséquence d'un dérégulation du systéme immunitaire, consistant en une réponse
dirigée contre les constituants du «soiy (Kammtiller ¢t al., 1989). Celles-ci peuvent
étre systémiques, comme le lopes érythémateux disséminé et la polyarthrite
rhumatoide, ou spécifiques d'organes comme cerfaines glomérulonéphrites,
thyroidites ou hépatites. Les maladies auto-immunes bien caractérisées d'origine
medicamenteuse ne soni pas nombreuses, un nombre limité de meédicaments pouvant
étre incriminé, comme I'hydralazine, la procainamide, Ia chlorpromazine, I'isoniazide,
la streptozotocine, la penicillamine et 'alphaméthyldopa. La fréguence des réactions
auto-immunes induites dans chaque cas est trés faible. De plus, les produits chimiques
et les toxiques de l'environnement n'ont ét¢ que rarement mis en cause dans les
maladies auto-immunes. Parmi ceux-ci, les métaux lourds tels que le mercure et I'or

10
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sont connus pour leur capacité d’induire glomérulonéphrite (Bigazzi, 1999) et certains
pesticides organochlorés ou organophosphorés peuvent induire des anémies
hémolytiques. Les mécanismes impliqués dans l'induction de I'auto-immunité sont
encore mal connus. La liaison du xénobiotique & des molécules endogénes est un
phénoméne qu'on retrouve dans certaines manifestations auto-immunes telles que les
an¢mies hémolytiques. Dans ces conditions, deux types d'anticorps sont produits:

» des anticorps dirigés contre le xénobiotique (ou un de ses métabolites) fixé a la
membrane des hématies.

3 des anticorps dirigés contre un constifuant de la membrane des hématies. La
préeence de néoantipenis a &¢ démontrée dane certaincs hépatites auto-immunce
induites par I'halothane et l'acide tiémlique. L'activation de clones de cellules T
autoréactives et la fixation du xénobiolique sur les molécules du CMH ont élg

démontrées dans cerfains modéles animaux.

6.4. Syndromes d'activation et d'hyperéosinophilie

On observe un syndrome d'activation accompagné d'hype rthermie, de
malaise, de diarrhée, de fuite capillaire avec cedéme cérébral et pulmonaire au cours
de la premiére injection de certains anticorps monoclonaux (OKT3) ou lors des
traitements par 1TL-2 recombinante a4 forte dose. Des réactions semblables sont
observées a la suite d'une intoxication par ceriaines toxines bactériennes gui
contaminent accideniellement les aliments ou l'eau de consommation, comme dans le
cas de ia tragédie survenue en mai 2000 & Walkerton, une petite ville de I'Ontario au
Canada, a la suite de la contamination de I'eau municipale par des coliformes (E. coli
0157 : H7) et qui a fait 2 ce jour une dizaine de victimes et rendu 2000 personnes
malades. Le syndrome d'activation est di a l'induction d'une synthése de cytokines
inflammatoires telles que le TNF- g, I'ML-if et ITL-6 par action directe sur
l'endothélium et sur les monocytes/macrophages (comme le font notamment les
endotoxines et autres substances bactériennes) ou par activation des lymphocytes T
(notamment OK T3, TL-2 ou entérotoxines staphylococciques).

L'intoxication & I'huile frelatée survenue en Espagne en 1981, qui a fouché
plus de 20 000 personnes et provoqué 400 décés, s'est manifestée. dans sa phase
algué, par une hyperthermie, des éruptions cutandes, une pneumopathie interstitielle et

une péricardite associée 4 une hypercosinophilie.
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1. Définition des cyanotoxines

Les cyanotoxines sont des toxines de cyanobactéries recouvrent une grande
variété de structures chimiques et de mécanismes de toxicité. Les cyanotoxines sont
généralement classées selon leur mode d’action : les hépatotoxines, les nenrotoxines
et les dermatotoxines. Elles peuvent également étre classées selon leur structure
moléculaire en frois familles: les peptides cycliques, les alcaloides et les

lipopolysaccharides.

2. Différentes cyanvlusines el leurs orgmes

I1 a ét& démontré qu’au moins 46 cspcees dec cyanobacicries ont le potentiel de
produire des toxines, le potenfiel d’une souche de cyanobactéries & étre toxique
dépend principalement du fait qu’elle posséde le géne de production de toxines
(Haider et al., 2003).

Les cyanotoxines sont généralement produites et concentrées dans les cellules.
En phase de croissance, les toxines sont essentiellement infracellulaires, moins de 10 3
20 % de la teneur totale en toxine est extracellulaire (Jones et al, 1994). Cependant
dans certains cas, comme celui de la cylindrospermopsine, une proportion importante
de la toxine peut étre libérée dans le milieu par les cellules en croissance (Chiswell et
al., 1999).

La libération des cyanotoxines, sous forme dissouie dans I’cau, apparait
principalement lors des étapes de sénescence et de lyse cellulaire. Ta lyse peut étre
causée par les attaques virales (cyanophages ou cyanovirus naturellement présents en
milieux aquatiques) et les algicides.

2.1. Les hépatotoxines

Les hépatotoxines des cyanobactéries sont plus abondantes que les
oeurotoxines et peuvent ire divisées en deux groupes - des peptides cycliques de
faible poids moléculaire, microcystines et la nodularines, ef un compose de structure
alcaloidique, la Cylindrospermopsine. Les hépatotoxines de structure peptidique sont
les toxines les plus fréquemment impliquées dans les imtoxications. Elles sont
synthétisées entre auire par certaihes especes de Microcystis, Nodularia, Anabaena et
Planktothrix (Duy et al., 2000).
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2.1.1. Les microcystines
A ce jour, plus de 90 variantes de microcystine (MC) onit été identifiées. T est

important de signaler que leur structure chimique variable présente des différences de
solubilité dans I’eau ce qui peut conduire a des variations dans les organes cibles, le
métabolisme et la bicaccumulation (Craig et al,, 1996)
La MC-LR. qui présentc une toxicité élevée sur souris est la toxine la plus
fréquemment déteciée dans les écosysiémes. Elle est de ce fait la plus étudiée et la
Mmieux connue.

Peu de données sont dispomibles sur les autres variantes de la microcystine.

La DL5SU de la microcystine- LK, par voie intmperitoneale ou intravemneuse, chez la
souris et le rat est respectivement de 36 ef 122 pg/kg. (Bouaicha ef af., 1996)

Figure 1. Structure chimique de Iz microcystine LR (Ting Chen et al., 2004).
1-D-Alanine

2-Variable L-amino acid

3-D-Methylaspartic acid

4-Variable —L-~ amino acid

5-Amino-9 —Methoxy-2.6.8-trimethyle-10-phenyldeca-4 6-dienoic acice(adda)
6-D Glutamic acide

7-nmethydihydroalanine
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2.1.2; La nodularine

La nodularine, produite par Nodularia spumigena, est un pentapeptide cyclique
d'enchainement-D-MeAspl-L-Arg2-Adda3-D-Gla 4- Mdhb 5 (figure 1B). Sa structure
contient la N-methyldehydrobutyrine (Mdhb) et acide amine Adda caractéristique des
microcystines.

La DL50 de cette toxine varie entre 50 et 70 pg/kg 1. action de la nodularine
est identique a celle des microcystines par inhibition des PP1, PP2A et PP3. Elle

mimhe praterenhiellement la PF2ZA pwis 3 un méme mveau la PPL et la PP3. La
nodularine a aussi des effets chraniques a faibles doses et peut étre ainsi yn promoteur
de winews (Canmivliael el ul, 1993).

cyclo~(D-MeAsp'—Z2-Adda’- DGl -MdhbS) )

Figure 3. Structure chimigue de la nodularine (Carmichael et al., 1993)

2.1.3. La cylindrospermopsine

La cylindrospermopsine posséde une anité guanidine cyclique, Elle est
synthétisée par Cylindrospermopsis raciborskii qui apparait souveni dans les eaux
tropicales, par 1. espéce japonaise Umezakia natans (Harda et al,, 1994) et également
par Aphanizomenon ovalisporum (Sivonen et jones, 1999). Récemment, une nouvelle
variante la desoxycylindrospermopsine a éié isolée & partir de L’espéce
Cylindrospermopsis raciborskii (Norris et al., 1999). La cylindrospermopsine est
connue par son inhibition de la synthése proiéique au mveau du foie.

14
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Figure 4. Structure chimigue de la eylindrospermopsine (Harda et af,, 1994)

2.2. Les neurotoxines

Les neurotoxines rassemblent deux familles : la premiére comprend trois
anatoxines dont [l'anatoxine-a, 1’homoanatoxine-a et l'anatoxine-a(s) qui sont
spécifiques des cyanobactéries, la seconde est celle des saxitoxines produites surtout
par les genres Anabaena et Aphanizomenon. Les saxitoxines sont aussi synthétisées
par des microalgues marines (dinoflagelies). Elles sont responsables de I'intoxication
paralytique par les fruits de mer (IPEM) ou paralytic shellfish poisoning (PSP des
Anglo-Saxons). La structure chimique des neurotoxines est de nature alcaloidique.
(Van apeldoom et al., 2007)

2.2.1. Les saxitoxines

La saxitoxine (figure 3) ainsi que la néosaxitoxine sont principalement
synthétisées par des dinoflagellés et sont responsables d’intoxicafions alimentaires
aprés consommation de fruits de mer (Carmichael 1994). Elles ont été identifiées pour
la premiére fois en eau douce dans une souche 'Aphanizomenon flos aguae 1a
saxitoxine et la néosaxitoxine peuvent £galement étre produites par Aphnizomenon
Slosaguae (Chorus et Bariram.,1999)
La saxitoxine et la néosaxitoxine inhbent également Ia tramsmission de I’influx
nerveux. au nivean des jonctions neuromusculaires par blocage des canaux sodiques.
Elles inhibent ainsi la fransmission de "activité électrique et empéchent la libération
de IPacétylcholine. Leur toxicité est plus imporiante que celle des anatoxines avec une
DL50 dans les mémes conditions de 10 pg/kg (Henriksen et al., 1997).

15
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Figure 5. Structure chimique de saxitoxing (Tlenriksen et af 1997)

2,2.2. Les anatoxines

L'anatoxine-a (figure 5) est essentiellement synthetisée par Anabacna flos-
aquae, Anabaena spiroides, Anabaena circinalis ef moins fréquemment par des
espéces des genres Planktothrix, Cylindrospermopsis, Aphanizomeno n &t
Trichodesmium (Carmichael et al., 1997).

Cette toxine ouvre les canaux sodiques en se liant aux récepteurs nicotiniques
et muscariniques de ["acétylcholine ce qui déclenche une dépolarisation post-
synaptique et la contraction des cellules musculaires. Cependant elle n'est pas
dégradée par I*acétylcholinestérase, son action sur les cellules musculaires ne cesse
pas, et a force d'éue stimulées, ces cellules s'épuisent ef cessent de fonctionner. Les
symptomes typiques comprennent une fatigue excessive des muscles suivie par une
paralysie. Quand les muscles respiratoires sont aticints, "oxygénation insuffisante du
cerveau engendre des convulsions et la suffocation (Carmichael, 1994).

Figure 6. Structure chimique d'anatoxine (Carmichael 1994)
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23. T es dermatotoxines
Les dermatotoxines sont les toxines les moins étudiées a ce jour. Les plus

connues sont essentiellement produites par les genres Lymghya, Oscillatoria el
Schizothrix. Ces microalgues, essentiellement d’origine marine, produisent trois
sortes de dermatotoxines (aplysiatoxines, debromoaplysiatosine et lyngbvatoxin-a).
Elles sont responsables d’irritations et de réponses allergiques au niveau de la peau.

La toxicit¢ dermique des cyanobactéries a également ét€ aitribuée aux
lipopolysaccharides (LPS) (Pilotto, 2004). Ces constituants de la paroi cellulaire des
bacténies a gram négatif, incluant les cyanobactéries, sont présents chez toutes les
vyanubactéiies. Conliatiemenl aux luxises cildes ci-dessus, les LPS loul pailie
intégrante du corps cellulaire : ce sont des endotoxines, sur le plan structural, les LPS
sont constitugs d’une partie lipidique (lipide A) et d*une partie polysaccharidique ;
cefte derniére, formée de sucres de nature et de séquences propres a la bacténie,
constitue un puissant déterminant antigénique. La partie lipidique semble étre le
support de la toxicité de la molécule, dans le cas de Maeruginosa, elle présente une
activité endotoxique environ dix fois plus faible que celle de "endotoxine de
Salmenella. Le lipide A est ancré dans la bicouche et ne peut se détacher de la
bactérie gu'au moment de la lyse bactérienne, Elle correspond donc # I'endotoxine des
bactéries 2 Gram négatif, 1l est a I"origine d*effets délétéres tels gue fiévre, irritations
par contact cutané, gastro-entérite, diarrhée, el vomissement, suite & leur ingestion
(Raziuddin et al., 1983).

3. Risques liés aux eyanotoxines
3.1. Les sources d’exposition aux cyanctoxines

L’exposition aux cyanotoxines se fait principalement par I'eau utilisée a des
fins de consommation (cyanotoxines), 2 des fins domestiques conmme la douche, le
bain et la lessive (lipopolysaccharides et cyanotoxines) ou & des fins récréatives
(cvanotoxines par ingestion accidentelle d’eau et lipopolysaccharides par contact
direct). Des infoxications peuvent également se faire par voie parentérale pour les
personnes en traifement de dialyse, du faif d’une eau contaminée insuffisamment
traitée.

IYantres sources de contamination sont suspectées, notamment par voie
alimentaire. L’irrigation des cultures agricoles avec de ['ean contaminée peut
conduire 4 une confamination des surfaces externes des légumes (Codd et @/, 2005) et
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pourraif aussi provoquer une accumulation interne de cyanotoxines (Chorus et
Bariram., 1999).

La consommation de la chair d’organismes aquatiques tels que les poissons,
les crustaces et les mollusques représente également une source d’exposition puisque
les eyanotoxines présentes en milieu aquatique peuvent s’accumuler dans ces
organismes. Pour les poissons I"accumulation des toxines se fait essenticllement dans
les muscles, le foie et les reins. Pour les crustaces, ’hépatopancréas, le ceeur et les
muscles peuvent présenter des concentrafions en cyanotoxines. Enfin pour les
mollusques, les toximes s’accumulent dans ["hépatopancréas, les organes
reproducteurs et les muscles.

Le bétail peut également étre en comtact avec des cyanotoxines lors de
I’'abreuvement d’eau contaminée. De nombrenx cas d’empoisonnement ont &té
rapportés chez les ovins et surtout les bovins. 11 est alors Iégitime de s”interroger sur la
possibilité d’exposition via la consommation de chair et de lait

3.2. Effets des cyanofoxines sur la santé humaine

Les effets des cyanofoxines sur la santé humaine sont nombreux et
comprennent :
Des gastro-entérites, des nausées et vomissements, de la fiévre, des symptomes
comparables 4 la grippe, des irritations des yeux et des oreilles, des éruptions
cutanées, une myalgie, une hépatomégalie (augmentation du volume du foie), une
consolidation pulmonaire; des troubles visuels, des dommages aux reins et au foie
(Codd et al., 2005).
Les lipopolysaccharides produits par les cyanobaciéries peuvent également étre des
[rritants cutanés et peuvent provoquer des réactions allergiques (Sivenen et Jones.,
1999).

3.2.1. Infoxications humaines dues aux toxines des cyanobactéries

Chez I'homme; I"absorption de faibles deses dhépatotaxines par ingestion
accidentelle d'eau de boisson contaminée est 4 'origine de symptdémes liés & une
hépatite, des Iésions rénales et intestinales, nausées, vomissements, céphalées, maux
d'estomac, douleurs abdominales, hépatomégalie doulourcuse, perte urinaire de sang,
constipation suivie dune diarrhée profuse sanglante, nécessitant souvent une
hospitalisation (Falconner et a/., 1996). Une consommation réguliére de faibles doses
de toxines favorisent 1'apparition de troubles chroniques du foie et du tube digestif
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avec une nécrose, une fibrose cellulaire progressive et une infiltration leucocytaire des
tissus endommages (Carmichael el al, 1994). Cependant, de fortes doses
d'hépatotoxines sont responsables dune bepatotoxicose hémorragique qui peut
provoquer des troubles graves ou la mort (Jochimsen et a/., 1998).

Les toxines des cyanobdciéries sont essenticllement des endotoxines, qui
s'accumulent & I"intérieur des cellules algales. Elles agissent soit par ingestion de ces
microorganismes, soit par leur libération au cours de lyse algale. Un certain nombre
de cas dallergies ou d'intoxications ont &é répertoriées chez |’homme par coatact
avec des cyanobactéries toxiques ou ingestion deau confaminée. Le degré
dintoxication dépend de 1"age de la personne, de son sexe el de son éal de santd, Ies
enfants étant les plus sensibles. La quantité d'eau polluée, fatale a un individu, dépend
de 1a concentration en cellules dans 1’efflorescence, de la concentration et de la nature.
des toxines dans les cellules, et de la sensibilité du sujet & ces toxines. Cette quantité
varie de quelques millilitres a plusieurs Litres (Carmichael et a/., 1993).

L'absorption de faibles doses d'hépatotoxines par ingestion accidentelle d'eau
de boisson contaminée est 4 I'origine de maux d'estomac ei de troubles intestinaux
(diarrhées, vomissements, gastro-entérites (Turner P.C ef al, 7990). De tels cas
d'intoxications par des eaux provenant de sources ou de réservoirs d'ean potable, ou

des eyanobactéries s'étaient accumulés, ont éié identifiés dans le monde.

B. Intoxications chronigues

Les expositions chroniques et subchroniques aux hépatotoxines favorisent
I’apparition de fumeurs chez les animaux .Chez les humains, les dégats provoqués par
la consommation répéiée de faibles quantiiés de toxines sont probablement plus
fréquents gue les intoxications aigugs. Ce type de toxicité est difficile & évaluer aussi
bien par une étude épidémiologigue que par des expérimentations. En effet, de
nombreux aspects concernant ces foxines restent inconnus notamment cenx relatifs 4
leffet cancérogéne de microcystines il faut signaler a ce propos guune étude
épidémiologique téalisée en Chine dans la région de Jiangsu a montré une forte
corrélation enire la proportion élevée de cancers du foiea la présence de forts taux
d'hepatotoxines de cyanobactéries dans I'eau de boisson, Cependant, la présence
d'aflatoxine B1 et de virns d'hépatite B dans T'eau de boisson pourrait aussi expliquer
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le fort taux de cancers hépatiques observe dans cette région contamines par des
microcystines sont antagonisees par la cyclosporine (Negri et Jones, 1995).

4. Techniques de détection des cyanotoxines

La mise en évidence des cyanotoxines dans des échantillons dalgues ou d'eau
peut s”effectuer par plusieurs techniques analytiques : des essais immunologiques (test
ELISA), des tests biochimiques (inhibition enzymatique) et des méthodes
physicochimiques (chromatographie en phase liquide, gazeuse ef ¢lectrophorése
oapillaire).

4.1. Techniques immunoenzymatiques

Des iests immunoenzymatiques (ELISA) permettant d'évaluer le contenu total
en microcystines dans les échantillons, toute fois sans distinction possible entre les
difi¢rentes variantes, ont éi¢ développés. Un kit sur plaque de 96 puits est aujourd'hui
commercialisé, il permet de détecter de faibles concentrations en microcystines dans
T’eau Cette approche peut &iré considérée comme semi quantitative car elle peut aussi
bien sous-estimer ou sirestimer les quantités de microcystines (Chu et al, 1990).

4.2. Tests biochimigues

Partant du principe que I'activité toxique majeure des microcystines et de Ia
nodularine résulie d'un pouvoir inhibiteur sur des phosphatases qui déphosphorylent
des protéines sur des sites sérine ou thréonine (Mackintosh et al, 1990), une méthode
sensible et rapide de détection de ces foxines a ét€ mise au point (le test PP2A). Une
activité de la phosphatase a été mesurée soit par un test radiochimique (Lambert et al.,
1994). Soit par un test colorimétrique ceite demiére méthode est basée sur
I’utilisation du paranitropheunylphosphate (p-NPP), composé incolore qui, aprés
déphosphorylation par diverses phosphatases, libére le paranitrophenol, composé
coloré absorbant 4 405 nm Récemment, des substrats fluorescents ont été utilisés
dans le but d'améliorer la sensibiliié du test d'inhibition de PP2A, permettant ainsi la
détection de guantité trés faible en microcystines. On atteint 1 ordre du pico-gramme
(Fontal et @/, 1999). Un test d'inhibition enzymatique a €té aussi développé pour la
détection de I'anatoxine-a(s), il est basé sur I'inhibition de I"acétylcholinestérase
(AChE) par cette foxine. Ce test n’est Cependant pas spécifique car d'auires composés


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Rexue bibliegraphigue Cyanotexines produites par les cyanobactéries

tels que les pesticides  organophosphorés peuvent également étre détectés
(Carmichael, 1994)

4.3. Méthodes physicochimiques

Les méthodes d'analyse physico-chimiques ufilisées pour Ja détection des
cyanotoxines sont fondées sur une séparation analytique suivie d'une détection par un
détecteur plus ou moins sélectif. Les microcystines, de méme que les anatoxines ou
les saxitoxines, sont des composés pen volatils. Par conséquent la chromatographie
en phase liguide est préférée a la chromatographie en phase gazeuse. La plupart des
analyses ont été réalisées par chromatographie en phase liquide & polariié de phases
inversées spivie d'une détection en UV (Lawfon et af., 1994)L’utilisation d'un
détecteur a barrette de diode permet de déterminer la présence de toxines ainsi que
leur nature par comparaison des specires d'absorption lorsque 'on dispose de
standards . La sensibilité de ce mode de détection cst généralement faible, en partie
due 4 la faible absorptivit¢ des composés. La limite de détection sur des extraits de
cyanobactéries toxiques est de ordre de 50 4 100 pg de microcystines/g d'algues
lyophilis¢es. Afin d'améliorer la sensibilité de ces techniques, un traitement préalable
des échantillons par extraction liguide-solide est donc nécessaire.

L'utilisation de la microchromatographic en phase liquide ou de
I'électrophorese capillaire (Bouaicha et al, 1996) permet la détection de faibles
quantit€s de microcystines, mais un probléme réside dans le manque de standards. En
effet, sur la cinquaniaine de microcystines, seulement sept d’entre elles sont
commercialisées : les microcystines ~LR, -LW, -LF, -RR, -LA, -LY, -YR La
spectrométrie de masse couplée & ces techmiques permet identification et la
confirmation de la présence des cyanotoxines dans des échantillons d'algnes et d'eau.
Les neurotoxines peuvent €tre détectées et dosées par chromatographie en phase
liquide. Les caractéristiques d’absorbance du groupe Adda permetient de les
distinguer entre elles.

4.4. Tests biolegigues

Les tests biologiques sur animaux sont insuffisamment sensibles. Le test sur
souris est le seul test reconnu 4 I'échelle infernationale permettant de fournir nne
premiére information sur [a présence de toxines dans ’ean de boisson. L'observation
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des symptomes chez l'animal intoxiqué permet parfois de déterminer le type de
toxines (Falconer, 1993).

Cependant ce test n'est pas quantitatif et de moins en moins utilisable pour des
raisons ¢thiques. D'autres bio-essais utilisant des invertébrés pour la détection des
microcystines tels que le test sur artemia (Artemia salina) ou celui sur les daphnies
ont été développés, par ailleurs, la toxicité des extraits de cyanobactéries produisant
des neurotoxines et des hépatotoxines peut étre évalude par des tests sur des cellules
animales en culture. Des cultures primaires d'hépatocytes de rat ont été utilisées pour
la détection de faibles concentrations en microcystines (Eriksson et al,, 1990).

Des tests de toxicité sur den fihroblastes de cellules pulmonaires de hamater do
la lignée V79 ont été également utilisés. En se basant sur le pouvoir de blocage des
canaux sodiques par les saxifoxines, il a €té possible de détecter Ia présence de celles-
ci sur la lignée cellulaire de meuroblastomes de sourns (Neuro-2A). Ce test de
cytotoxicité est actuellement disponible sous forme d'un kit en plagues 96 puits et
permet la détection des saxitoxines dans les produits de mer (Jellet et al, 1998).

5. Recommandations et réglementations de Porganisation mondiale de la santé

Au niveau international, 'OMS a élaboré en 1999 des recommandations pour
les eaux récréatives et les cyanobacténes. Des valeurs guides ont éi€ sugpérées en
tenant compte des éventuels risques par contact direct (effets imitatifs et allergies),
inhalation et ingestion [l a été estimé que le visque le plus important éait li¢ 2
Iingestion accidentelle d’eauw conienant des cyanofoxines (enm particulier des
microcystines). Ces valeurs guides sont présentées en trois niveaux et ont &té établies
a partir d’études ou de cas d’ mmfoxication avérée :
> Seuil a faible fisque sanitaire - la valeur guide de 20 000 cellules/ml dérive d’une

étude épidémiologique de (Pilotto et al., 1999).
# Seuil & risque sanitaire modéré : I"évaluation du risque se base sor la valeur guide
de la microcystine-LR dans I’eau potable.

A une abondance de 100 000 cellules/ml, une concentration de 20 pg/l de
microcystines peut &ire attendue; un niveaun 20 fois plus élevé que la valeur guide pour
I’eau potable. Sewil a haut risque sanitaire: des cas d’empoisonnements mortels
d’animaux et des probléemes sanitaires chez 1"homme ont été rapporiés, aprés

expaosition & de I"écume.
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6. Traitement des intoxications dues aux cyanotoxines

En [absence de traitement spécifique des intoxications dues aux
cyanobacténes, la thérapeutique consiste en on traitement symptomatique afin de
restaurer les fonctions de l'organisme. Toutefois, il est souhaitable d'utiliser des
antihistaminiques on des corticoides pour les manifestations atopiques qui surviennent
aprés un contact avec un bloom, de cyanobactéries (Elder G H et al, 1993).
D'autre part, Negri et Jones ont montré que certains antioxydants comme les caroténes
protégent les souris de maniére significative des effets mortels des hépatotoxines mais
ils doivent étre injectes avant I'expesition aux toxines. D'autres travaux ont montré
yue les modificativns morphologiques observées sur des cultures d'hepatocytes
contamines par des microcystines sont antagonisees par la cyclosporine (Negri A.P et
Jones, 1993),
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1. Effet cytotoxique de la microcystine LR

Les cellules cibles des microcystines sont essentiellement les hépatocytes et
les cellules épithéliales de l'intestin gréle. Les microcystines sont responsables d'une
hépatofoxicité hémorragique qui peut provoquer des troubles graves tels qu'une
nécrose hépatique évoluant vers la fibrose, une cytolyse hépatique, une insuffisance
hépatigue ou le plus souvent la mort. Une consommation réguliére d'eau de boisson
contaminée méme 4 de faibles doses favorise €galement des effets chroniques au
niveau du foie et du tube digestif, ainsi que I'initiation et la promotion de tumeurs.

1.1. Inhibition de la phosphatase
En effet "activité toxique des microcystines résulte de son pouvoir inhibiteur
puissant sur les phosphatases & sérine/thréonine cssentielles pour l¢ métabolisme

cellulaire. Elles inhibent I"activité des sous-unités catalytiques des phosphatases, de

type 1, 2A ef 3 (PP1, PP2A et PP3), en se fixant sur le sites catalytique de ces
enzymes, dont 'inactivation compléte peut ére létale (Mackintosh et al,, 1990). En
établissant des liaisons covalentes dans le cytoplasme entre leur résidu Mdha (N-
methyldihydroalanine) et les cystéines 273 et 226 des sous-umi€s catalytiques de ces
enzymes. L’inhibition de ces enzymes eniraine une modification de I’érat de
phosphorylation de nombreuses protéines. 11 en résulte des effets divers ef en
particulier ung perte de 1"intégrité du cyiosqueletie (altération des micro filaments, des
filaments intermédiaires et des microtubules), et en conséquence une nécrose des
hépatocytes mais aussi des cellules glomeruiaires et tubulaires proximales. Le foie
endommageé peut libérer des médiateurs inflammatoires causant pne inflammation
pulmonaire secondaire (Dawson, 1998).

Cette inhibition peut avoir plusieurs conséguences surtout au niveau du foie. Ainsi on
observe chez les mammiféres une augmentation du poids et du volume hépatiques
causée par des hémorragies et une infiltration de leucocyies mononucléaires. On
observe aussi classiquement une perte de la structure sinusoidale ef une augmentation
du diamétre des camalicules biliaires (Hermansky et af 1993). Les néeroses ou le
développement de fibrose progressive sont aussi des phénoménes associés 4 une
exposition aux MCs (Carmichael et f, 2001). Les cellules se rétractent, s'écartent les
unes des auires ef se séparent des vaisseaux sinusoidaux. Les cellules des vaisseaus se
détachent également, de sorie que le sang s’infiltre dans le tissu hépatique et s'y
accumule. 1I se forme alors une iésion locale avec, en général, un éfat de choc. La
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mort est le résultat du choc hémorragique et se manifeste ainsi aprés quelques heures

d’une exposition 4 des concentrations élevées en cetfe inhibition peut aussi avoir

d’autres conséquence au niveau cellulaire (Carmichael et al., 2001).

# les mitochondries s’agrégent, se dilatent et présentent des crétes et des cryptes
mitochondriales plus développées que la normale (Hermansky et o/ 1993).

%> réticulum endoplasmique se dilate et prend une forme spiralée (Hermansky et al
1993).
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Figure 7. Systéme de phosphorylation et déphosphorylation (Dawson, 1988)

1.2. Stress oxydatif

Les microcystines induisent une production d'espéces réaciives d'oxygéne
(ROS) et, par conséquent causent ie stress oxyvdatif, conduisant & l'oxydation des
composants cellulaires comprenant les protéines, les lipides membranaires et ' ADN.
Depuis la fin des années 1980, de nombreux auteurs ont rapporté des effets des
microcystines sur les mitochondries, organites ciés dans la preduction de stress
oxydant. On constate aussi une augmentation de la taille des crétes mitochondriales
aussi bien dans des hépatocytes, des cellules rénales épithéliales ou des fibroblastes
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(Khan et al,, 1995). 11 a été montré que les mitochondries étaient des cibles précoces
de la MC-LR. En effet, leur fonctionnement est perturbé (perturbation de leur
potentic] membranaire et iransition de la perméabilité mitochondriale bien avant
"appanition des premiers signes d’apoptose dans des culiures d’hépatocytes de rats).
Cette perturbation serait liée a un influx massif d’ions calcium dans les mitochondries
(Ding et al, 2001). La transition de perméabilité mitochondriale ainsi induite est
source d’une forte production d’espéces réactives de "oxygéne (ERQ) et donc de
stress oxydant menani les cellules a4 T'apoptose. De plus deux molécules
mitochondniales ont derniérement éi¢ identifiées comme cible potenticlle de la MC-
LR : ATP synthéase (synthétasc) ct Valdéhydc déshvdrogénase. Le stress oxydatif
proveque aussi une augmentation des lipides peroxydases (Pinho et al, 2005).
Cependant, les causes et les mécanismes impliqués dans ces réactions n’ont été pas
analysés en profondeur.

En ouire I’exposition aux microcystines est directement associée & une

augmentation du taux de GSH dont oxydation provogue un épuisement du GSH
cytotoxique ce qui engendre une diminution de la concentration de GSH 4 l'intérieur
des mitochondries, une situation qui favorise 'augmentation décrite de ]2 production
des ERO contribuant & l'iniensification de la dépolarisation de la membrane
mitochondriale (Chernyak, 1997).

L*abaissement de la concentration de GSH intracellulaire peut avoir des
conséquences dramatiques pour la cellule notamment la perte de la capacité de
détoxification aux microcystines. En plus de la perte de la capacité de désintoxication,
la modification de lz concentration de GSH peul €galement avoir des effets dans
plusienrs voies de signalisation qui sont modulées par des altérations de I'état redox de
la cellule. Certaines études suggérent que I’induction du stress oxydatif est due 4 un
gtat de hyperphosphorylation de 1a cellule aprés I'exposition aux microcystines et des
modifications post traductionnelles modulant l'activité des enzymes anti-oxydantes
(Rhee et al., 2005).

2, Effet génofoxique des microcystines
2.1, Effet sur la transcription des génes

Il y a beaucoup de preuves que les MCs sont impliquées dans de changemenis
majeurs de la transcription de certains génes. Parmmi ces génes, les microcystines
perturbent la transcription des génes du cytosqueletie dans les organes suivants (foie,
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reins et rate...). Les vanations de la transcription des génes du cytosquelette se fait
comme suite : acting, ezrin, radixine et tous dans le foie, stathmine dans les reins, et
radixine dans Ia rate sonmt significativement corrélée avec la concentration des
microcystines dans ces organes. Toutefois, les facieurs gui influent sur la transcription
de la plupart des génes étudiés sont plus grandes dans le foie que dans le rein ou de la
rate: Les effets des microcysiines sur la transcription des génes cytosquelettiques
peuveni expliquer certains des changemenis morphologiques et pathologigues
observées dans ces organes et de fournir de nouvelles informations sur I'hépatotoxicité
de ces composés. En outre, les changements de la transcription des génes (Ezrin.
moésine et stathmine) du cytosqueletie est associé qui ont été observés dans des
¢tudes fournissent un indice possible du potentiel de valorisation de tumeur due 2 la
microcystine. Des analyses ontologiques révélent que les MCs perturbent
significativement plusieurs autres genes. dont: les génes biomarqueurs du stress
oxydatif du téticulum endoplasmique, de ['enzyme ubiquitine (UBC);GSTa
(glutathion) , SLCO 4Al codant pour le fransporteur OATP 4A1, UCHL] et UCHLS
(Wang et al, 2010) ainsi que les génes des transporfeurs et des emzymes du
métabolisme chez les Caco-2.

2.2. Induction des mutations

Suite & une exposition (inirapéritonéale) aux MC-LR, des lésions d'ADN ont
été principalement induites dans le foie, mais également dans les reins, intestin, le
colon et le sang, Cependant, les organes affectés différent en fonction de la voie
d'administration des MCs. Des fragmeniations de I'ADN et des cassures bicentenaires
dans le foie et des mutations des génes chez Jes mammiféres ont éi¢ observées lors
d’exposition aux microcystines LR (Suzuki et al., 1998).

Dans le géne thymidine kinase (7K) par exemple, MC-LR élévent la
fréquence de mutants, suggérant que MCLR induit principalement une brute
modification structurelle, telles que des déiétions importantes, recombinaisons, et
réarrangements. L’analyse moléculaire a fortement souienu cetie hypothése. La
plupart de la mutation du géne 7K induites par MCLR était le résultat de LOH, tandis
que la fraction de non-LOH mutants n’a guére changé.

Les MCs interférent aussi avec deux voies de réparation de PADN : TNS et la
reparation ORD par NHE]. Ouire les dommages a I'ADN, la dépréciation de
réparation de I'ADN est un facteur important impliqué dans les processus de la
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cancérogencse. Si les processus de réparation sont campromises la non réparation des
Iésions induit des emeurs, ’ADN endommagé peut causer des mutations, qui a
finalement pourrait contribuer 2 la transformation néoplasique. Ainsi, par induction de
dommagges oxydatifs 4 I'ADN et l'inhibition ultérieure de réparation de I'ADN,
I’exposition & de faibles concentrations de MC pourrait contribuer 4 l'instabilité
génomique et, par conséquent, a un risque accru de cancer (Chorus et Bertram, 1999).

2.3. Cancérogénicité des microcystines

En 2010, le Centre intemational de Recherche sur le Cancer (CIRC) a classé
MC-LE  colmme cacinogens  lwmaie  pussible  (woupe  2B). Des éludes
épidéminlogiques ont montré qu unc exposition chronique 4 de faibles concentrations
des MCs augmente le risque de développement du cancer de foie du colon gastro-
entérite. Elles agissent essentiellerment comme promoteur de tumeur via une inhibition
des protéines phosphatases | et 2, les protémes phosphatases jouent un réle important
dans le maintien de I"homéostasie dans les cellules. Elles mlentissent la division
cellolaire en neuiralisani les effets des diverses kinases par déphosphorylation des
protéines. L’inhibition de la protéine phosphatase entraine un déplacement de
I"équitibre vers une phosphorylation plus élevée des protéines cibles. Il s’agit d’une
modification post traduction importante , les microcystines perfurbent également le
contréle de la prolifération cellulaire et donc favorisent la promotion des fumeurs
d’aufres part la MC-LR inhibe I'expression des génes suppresseurs de tumeur et
modifie I'expression des proto-oncogeénes dont les produits sont impliqués dans la
régulation des geénes en réponse & une variation des stimuli, v compris des cytokines
et des facteurs de croissance entrainant une progression du cycle cellulaire (Sueoka et
af., 1997).

Afin de vénfier davantage l'effet du MC-LR sur les métastases, les cellules
cancéreuses du sein ont £t exposées a différentes concentrations de MC-LR (0, 25 et
100 oM), les cellules ont été étudiée par analyse de ia cicatrisation des plaies les
résultats ont montré une accélération significative de la migration cellulaire se
traduisant par une propagation rapide du cancer dans I’organisme.
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Figure 8. Schéma explicative des effet toxiques de la microcystine LR (Alverca et
al., 2009).

3. Effets immunotoxiques des microcystines
3.1 .Effets des microcystines sur les lymphecytes

Des cellules de rate de sours ont €t€ traitées avec des extrait de MC-LR, MC-
YR, on constate un arrét de la prolifération des lymphoeytes T ceci se traduit par une
inhibition de la transcription des génes de IL-2 mais aussi par la réduction de la
stabilit¢ des ARNm de ces méme interleukines, par contre il 2 été constaié une
apgmentation de la production de linterleukine-6. La modification du taux de
I'interleukine-6 peut s’expliquer par l'inhibition par des radicaux libres dont la
preduction est due aux microcystines, cetle angmentation de la production d'TL-6 peut
provoguer des effets imitants et allergiques chez les humains et les animaux. Une
injection intraperitoneale de la MC-LR modifie la libération dTL-1 et TNF-a par les
macrophages. Des doses de 1g /ml angmentent de fagon significative la fréquence de
cellules apoptotiques (lymphocyies T) dans des échantillons (poulet et lhummains) aprés
un a deux jours cela est dil au fait qu’une forte inhibition de PP1 et PP2 peut induire
un blocage de la métaphase provequant "arrét du cycle celiulaire (Janssens et al.,
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2000). D autres part, l'adhésion des cellules T et B, qui dépend de 1’inhibition PP1 et
PP2 est modifiée par les MCs, ce qui peut influencer 'apopiose 4 médiation cellulaire
des cellules B. Les MC pourraient avoir une immunotoxicité plus puissante dans des
conditions telles que "insuffisance hépatique. Compte tenu du fait que la présence des
récepteurs MC (ou transporteur) est critique pour l'activité cellulaire, il est suggéré
qu’ils existent récepteurs ou d'autres systémes de transport pour MC dans les
lymphocytes. Il a ét€ rapporié que les MC se lient aux récepteurs de I'acide okadaique,
qui sont présents dans les membranes des cellules. (Ragu et al., 1997). Le mécanisme
d'action de I'acide okadaique s’est révélé similaire a celle des MC dans les cellules
hépatiques, ce qui suggére que la voie de signalisation modifiée par ’acide okadaique
peut ére un mode daction des MCs dans les lymphocytes; ce qui conduit au
dysfonctionnement des lymphocytes.

Par ailleurs certaines études suggérent que l'inhibition de la prolifération de
lymphocyte peut se faire par la modification du niveau d’expression d’autres
cytokings autre qu’IL-2 (Sung et al., 2001),

3.2. Effet sur les organes lymphoides (rate)

Une exposition chronique et répétée des souris aux MCS-LR provoque une
accumulation de celle-oi dans les fissus de la rate de ces amimaux. Cetie accumulation
provoque un rétrécissement de la rate eréant un fossé entre la pulpe rouge et blanche
et aussi une déformation du cenire germinatif (voir figure 12).0n consiate aussi une
diminution de Ja taille et du poids de la rate, elle devient plus foncée et plus diffus
avec un aspect atrophique aprés I’exposition.

Figure 9, Lésions observés au niveau de Ia rate de souris traitées par MC-LR
(Sung et al., 2001).
Une diminution significative de l'activité du lysozyme dans la tate chez le rat pourrait
étre remarquée. Cette activité lysosomale esi un outil indispensable dans le
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fonctionnement du systéme immunitaire. Ces dégits subis par la rate compromettent
la fonction immunitaire. (Barrés et al., 2010).

3.3. Perturbation et modulation du systéme immunitaire

Une exposition de trés longue durée perfurbe I’expression de plusieurs
protéines impliquées dans la réponse immunitaire et inflammatoire Parmi ces
proiéines touchées, la famille des galectines de la rate du rat présente 4 la surface des
réticlocytes et les érythrocytes (Barés et al, 2010). Ces protéines jouent un rdle
mporiani dans le processus de maturation des réticulocytes ce qui coutribue a
Fandémie Tes sérines prordases sont des composanis imporiantes du systéme
mamunitaire, celle-ci jousnt un rdle crucial dans de nombreux processus immunitaires
polamment la migration des cellules immunitaires, la phagocytose, 1'€limination des
infections virales et les cellules cancéreuses. Les membres de la Superfamille des
serpines régulent l'activité de ces protéases limitant des dommages aux tissus et Ia
mori cellulaire injustifiée La régulation et I'inhibition de serpine B9 et serpine A3n
ont également ét¢ détectés. Les patients présentant un déficit en serpine A3n peuvent
éire vulnérables 4 I'élaborafion d'anévrismes spléniques de l'ariére, tandis que la
surexpression de la serpine B9 peui empécher les lymphocytes T cytotoxiques 4
éliminer certaines tumeurs (Toossi et &/, 2012). Le taux d'expression de la serpine B9
et serpine A3n pent €tre un marqueur du dommage de la MC-LR induit dans ia
rate. L inhibition de 'expression de quatre protéines inflammateires (T-Kininogene 1,

11111

T-kininogéne 2 précurseur, le fibrinogéne et preprohaptoglobine) a aussi été déteciée.
La T-kininogéne inhibiteur de la cystéine protéinase joue un role imporiant dans le
processus de sénescence immune, cette protéine peut moduler I'activité de plusieurs
éléments de la réponse immunitaire .La MC-LR est impliquée dans I”inhibition de la
production de WO. Cette molécule produite par un large éventail de cellules
immunitaires intervient dans la surveillance immunitaire, 13 modulation de Ia morl des
cellules immunitaires. La forte inhibition de la MC-LR sur Ja production du NO peut
permettie 4 cette toxine de se soustraire 4 la défense de T'hdfe et agit comme un
immunosuppresseur. Des poissons (carpes) soumis 4 des extraits contenant des MC
des concentrations élevées présentent une diminution considérable la capacité
phagocyiaire des mononucléaires affaiblissant ainsi la capacité de ces animaux 3 se
défendre contre les agents pathogénes et les maladies infectieuses (Rymuszka, 2012).
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I1. Matériel et méthodes

Ce tmavail a ét¢ réalisé en grand partie dans le laboratoire de Biochimie et
d’immunologie de I'miversité de Guelma, ainsi dans un autre laboratoire d”analyse médicale
prive. 11 s7agit d”une étude comparative de I'effet de deux voies d”introduction de 1a MC-LR &
des doses semi-létales sur des paramétres biochimiques, hématologiques et immunologiques

chez la souris.

1. Matériel biologigue
1.1. Animaux

Poul la salisution de oo Lavail, 60 souris blanches de la souche Balb/C, d'un poids
corporel moyen d’environ 26g #gé de 3 semaine fournic par P'institut pasteur (Alger). Ces
souris oof éi¢ soumis a une période d’adaptation de deux semaine, aux conditions de
I’animalerie de la faculté des sciences de la nature et de la vie et sciences de la terre et de
I"univers de I"université de Guelma & une température ambiante et nourries avec un concentré
énergétiquement équilibré, les souris sont gardées dans des cages en polyéthyléne, tapissées
d’une litiére constituée de copeaux de bois.

2. Matériel chimique et réactifs (voir annexe)

2.1, Traitement

4 lots de souris d’un effectif égale a 15 souris, ont &€ séparés dans des cages différentes et
préparées pour le traifement.

Lot 1 : Témoins VO, les souris ont & traités par voie orale avec de PBS contenant 0.1% de
méthanol.

Lot 2 : Témoin VI, les souris ont reca 200 pl de PBS (0.1% méthanol) par voie

intrapentoneale.
Lot 3 : traités VO, les souris ont été traités par voie orale de 200ul de MC-LR. a une dose de
50pug/kg de poids corporel.

Lot 4: traités VL 200ul de MC-LR a ¢t¢ imjecter par voie intraperitoneale par voie
infraperitoneale aux souris.

2.2. Sacerifice et prélévements
2.2.1. Prélévement saunguin

Aprés 24 heures de traitement les 4 groupes sont sacrifiés par décapitation. Le sang
est immédiatement reparti dans des tubes sces et des tubes contenanl un anticoagulant
(EDTA) étiquetés.
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Les tubes @ EDTA serviront pour la défermination de la formule de numération sanguine
(FNS).

Les tubes secs sont centrifugés a 5000 tours/minute pendant 15 minutes, les sérums récupéres
serviront 4 la défermination des parametres biochimiques (phosphatase alcaline, transaminase
ASAT/ALAT).

Tous les tubes sont immédiatement transportés dans une glaciére au laboratoire d’analyse
(Laboratoire d” Analyse Médicale de Guelma) pour les dosages des paramétres précédents.

2.2.2. Prélévement de la rate
Les animaux sacrifiés ont été pesés avani le sacrifice puis ouvertes ventralement pour

le prélévement de in mrc T matc a & [ORES [WIE SONCes of hriyde o préscnce de 1am [t T

phosphate a raison de 1g pour le dosage de MDA
3. Parameétres du systéme immunitaire

3.1. Numération des celliles immunitaire dans le sang
Le comptage des cellules immunitaires qui se trouvent dans le sang sont compté grice & une
automate.
3.2. Méthode de numération des macrophages péritonéaux

Apres avoir préparé et stérilisé les instruments ainsi que la planche & dissection avec
I"alcool, les souris ont été placées sur la phase dorsale. Une boutonniére cutanée de 0.5cm fut
ouverte sur la ligne médio-ventrale du tronc en avant de I'orifice urinaire. La peau est
proprement écartée pour découvrir les muscles péritonéaux

A I’aide d’une seringue si¢rile, 3 ml de la solution PBS ont été introduit dans la cavité
péritonéale. Aprés 5 minutes, le liquide de lavage est récupéré dans un tube stérile et
centrifugé 5 minutes a 1500 tours/min.
Le culot issu de cette premiére centrifugation a été remis en suspension dans 3 ml de PBS et
centrifugé S munite 4 1500 tours/min (deux fois). A 1a fin du demnier lavage, I¢ culot est remis
ent suspension dans 3 ml de PBS, 4 partir de laquelle 100 pl ont éi2 dilués dans 900l de la
solution de bleu de Trypan. Les macrophages périfonéaux ont été compiés en utilisant la
cellule de Malassez et leur pourcentage de viabilité est évaiué par le test (Trypan bleu
exclusion test (Ducan, 1995).
Le nombre des leucocytes par litre est calculé selon I'équation suivante:

N=(n/v).f

N (Nombre de cellules par litre) | n (nombre de cellules compiges) ; v (volume de comptage
en litre) et [ (facteur de dilution) de valeur 10.
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4. Dosage des paramétres hématologiques
La formule de numération sanguine (FNS) a éié réalisée par "analyseur ERMA. INC

(full automatic blood cell counter model PCE-210N). Le tube de sang total avec I'EDTA
(anticoagulant) est placé dans I'automate. Quelques secondes aprés, I’hémogramme des
echantillons sanguins est obfenis.

Les parameétres déterminés sont : globule rouge (GR), globule blanc (GB), hémoglobine (Hb),
hématocrite (HT), plaquetics (PLT), lymphocytes (LY), granulocytes (GRA), volume
globulaire moyen des hématies (VGM) et la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine (CCMH).

5. dosage des paramétres biochimigues

5.1. Mesure de Paspartate aminotransferase
Prineipe : Paspartate aminotransferase (ASAT) appelée aussi oxaloacetate de

ghutamate (GOT) catalyse le transfert réversible d'un groupe amine 4 partir de Uaspartate au a-
cetoglutarate formant le glutamate et l'oxaloacetate. L'oxaloacetate est réduit au malate par la
malate deshydrogenase (MDH) et le NADH, H+.

_ AST
Aspartate+x —cétoglutaraie — Glutamate + oxaloacétate

_ . MbH _
Oxaloacétate + NADH + HY — Malate + NAD*

Le taux de diminution de la concentration en NADH est directement proportionnel a 1"activité
de I’aspartate aminotransferase dans I’échantillon (AMurray, 1984).

5.2. Mesure de I’alanine aminotransferase
Principe - le principe est présent selon le schéma réactionnel suivant ;

ALT
« —cétoglutarate + L — alanine — Glutamate + pyrovate

LDH
pyrovate + NADH + H* — L —lactate + NAD*

La diminution de la concentration en NADH est directement proportionnelle A I’activité
enzymatique d"alanine aminotransferase dans 1’échantillon (AMurray, 1984).
5.3. Mesure de la phosphatase alcaline

Principe : la phosphatase alcaline (PAL) catalyse I"hydrolyse de p-nitrophenyl Phosphate 4
pH 10.4 pour donner le p-nitrophenol et Ie phosphate. La formation de pnitrophenol est
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mesurée par spectrophotométrie, ou elle est proportionnelle 4 Iactivite catalytique de la
phosphatase alcaline dans I"échantillon (Wenger et al., 1984).

PAL
p — Nitrophenylphosphate + H20 — p — Nitrophenol + phosphate

6. Dosage des paramétres du stress oxydant
6.1. Préparation de "hemogénat

La rate des souris des différents groupes étudiés, a ét¢ prélevée. Apres broyage et
homogénéisation des tissus dans le tampon phosphate (pH 7.2). on a procédd 4 une
centrifugation de la suspension cellulaire (3800 trous/min, 1°C, 15 min), puis lc surnagcant
obtenu est aliquoté dans des tubes eppendorfs puis conservés i -20°C en atiendant d’effectuer
les dosages de MDA.
6.2. Détermination de la peroxydation lipidiques du statut oxydant

Le MDA est I'un des produits terminaux formés lors de décomposition des acides gras
polyinsaturés médiés par les radicaux libres, les taux du MDA évalués selon la méthode
(d’ohkahawa et al., 1979). La conceniration repose sur la formation en milieu acide et chaud
(100C°) entre le MDA et thiobarbituriques (TBA) d’un pigment coloré absorbant a une
longueur d’onde A=532nm.

%ﬁ e L] =12
= e .,—7/;'
T
i

Wizts ndislcdS hyd o Acicds thicsbarb o g us
LU =] ITEAS

S"ﬂ-\-\\‘r,,_a e . _ ﬁys-H
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DeErivs iDuac (T Ba) s

Figure 10. Réaction de formation du complexe MDA-TBAR (Ohkahawa et al., 1979).
Méthode
250l d"échantillon ont éi¢ ajoutés 4 un mélange constitué de - 250u] TCA 20%(1g de
TCA dans 5ml H;0), 500p1 de I'acide TBA (0.67%) .Le mélange 2 été incubé au bain marie
a 100C° pendant 15 mumite, puis refroidir, ensuite 4ml de n-butanol ont été ajouté et le toui a
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¢té cenfrifugés a 3000 r.p.m pendant 15 munite, "ahsorbance du surnagent a €{é mesuré a une
longueur d’onde de 532nm & ["aide d’un spectrophotométre. La concentration du MDA est
calculée selon la loi de Beer -lambert (DO=E.CL).
=2

E4
C : Concentration en nmples
DO : Densité optique lue & 532 nm..
E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1.
L : Longucur du trajct optique = lem.

7. Analyse statistique

Les données obtenues pour tous les paramétres oni éé analysées par le test t de
Student a deux échantillons appariés aprés un traitement par le logiciel SPSS 18,
Les résultats sont expnimés en moyenne + écart type avec un seuil de significativité P<0.05.
Un premier traitement statistique reposant sur la recherche de I’effet immunotoxiqgue des deux
voies d’administration (la voie orale et I"intraperitoneale) a été effectud ; suivi d un autre

comparant les deux voies utilisées.

£
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I -
Solutions utilisées
Nom de la solution Composition Quantité du réactif
Phosphate Buffer saline NaCl Bg
(PBS)PH7.4 KCl 0.22¢g
10mM Na;HPQO, 1.44g
KH;POy 0.24¢g
Eau distillée 1000ml
Tampon phosphate PH7 2 KH>POy 13.609g
K>HPOy 17.418¢g
Hau distillee 1000mI
Solution d’acide TCA g
salicylique Eau distillée 100ml
Bleu de Trypan Bleu de Trypan 0.2g
Ean distillée 100ml
Solution TBA TBA 0.67g
Eau distillée 100ml
Solution EDTA (0.02M) EDTA 5.613
Eau distillés 750ml
Appareillages Référence
~Vortex -NUVE Bath NF200
-Balance de précision -VELP scientifica Zx
-Agitateur magnétique -VELP scientifica Zx
-Cenirifugeuse -Sigma
-spectrophotomeétre -Secomam basic
-Analyseur biochimique -mindry BS200
-Micropipetie s
-Bain-Marie ~Memmert
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Annexe _

Tableaux récapituiatifs

Tableaul. Effet de la MC-LR administrée par voie intrapéritonéal chez les souris

Témoins vip Traités vip Signification
LT 1.78+0.44 5.29+0.63 S (P =0.016<0.05)
GB 3.33+1.20 7.21:0.49 S (P= 0.046<0.05)
GRAN 1.05+1.44 0.78+0.30 NS (P=0.731>0.05)
MAC 9.80+1.30 5.60£1.14 HS (P=0.00<0.05)
GR 9.10::0.59 8.32+.19 NS (P-0.870.05)
HB 13.8340.20 11.2920.15 HS (P=0.00<0.05)
VGM 45.0£1.73 46.0:1.0 NS (P=0.225>0.05)
HMTC 414143265 38.22:+0.52 S (P=0.025<0.05)
ALAT 66.16+32.65 555.62:-181.86 S (P=0.017<0.05)
ASAT 267.90+28.94 537.20+197.58 S (P=0.028<0.05)
PAL 81.60440.55 45.40+12.44 NS (P=0.121=0.05)
MDA 0.00+0.00 0.00+0.00 NS (P=0.88>0.05)

Tableau 2. Effet de la MC-LR administrée oralement chez les souris

Témoins vo Traités vo Signification

LT 0.81+0.58 3.2+1.00 NS (P=0.072>0.05)
GB 154117 745£1.41 S (P=0.023<0.05)
GRAN 0.60::0.00 2.90+0.38 8 (P=0.014<0.05)
MAC 8.20+1.92 5.2040.83 8 (P=0.013<0.05)
GR 7.91+0.88 11.86+2.57 NS (P=0.082>0.05)
HB 12.80+1.77 14.663.15 NS (P=0.58>0.05)
VGM 44.00+1 46.66+5.77 NS (P=0.448>0.05)
HMTC 35.23+4.67 56.50:18.68 NS (P=0.132>0.05)
ALAT 61.0.+7.51 607+56.24 HS (P=0.00<0.05)
ASAT 320.82+44.66 427.00£101.24 S (P=0.036<0.05)
PAL 320.82+44 66 427.00::101.24 S (P=0.036<0.05)
MDA 0.00::0.00 0.00=0.00 NS (P=0.819>0.05)
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Tableau 3. Comparaison de I"effet de la MC-LR administrée par les deux voies.

Traités vo Traités vip Signification
LT 3.23+1.00 5.26+0.63 NS (P=0.082>0.05)
GB 7.45£1.41 7.214:0.49 NS (P=0.748>0.05)
GRAN 2.90+0.38 0.78+0.30 S (P=0.006<0.05)
MAC 5.2040.83 5.60+1.14 NS (P=0.61>0.05)
GR 11.66+2.75 8.32+0.19 NS (P=0.174>0.05)
HB 14.66+3.15 11.26+0.15 NS (F=0.2090.05)
VGM 46.66+5.77 46.00+1.00 NS (P=0.837>0.05)
HMITC 56.50418.68 38224052 NS (P=0.2340.05)
ALAT 607.90+:56.24 555.624281.86 NS (P=0.704>0.05)
ASAT 427.804101.49 537.20+197.58 NS (P=0.254>0.05)
PAL 427 80:+-101.48 45.40+12.44 S (P=0.001<0.05)
MDA 0.079+0.00 0.34+0.34 NS (P=0.154>0.05)
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Résumé

Résnmé

Les microcystines, hépatotoxines produites par des cyanobactéries d’eau douce, sont
incriminées dans des intoxications humaines et animales. L’ingestion est la principale voie
d’exposition chez I"homme. Parmi les quelgues 90 variantes décrites, la MC-LR constitue la
variante le plus toxique. Afin de mieux caractériser le danger pour Phomme nous avons choisi
d*étudier Veffet de la toxine sur quelques paramétres du systéme immunitaire et de comparer
la sevénité de son effet une fois administrée chez les souris Balb/C par deux voies
d’administration (orale et intrapéritonéale). Aprés détermination de Ia dose semi-létale de la
toxine par les deux voies émdices, un comptage des paraméires immunologiques,
beématologiques ainsi qu'une exploration de la fonction hépatique et du statut oxydant de la
rate ont été réalisés. Les résultats ont révélé une augmentation comsidérable du taux des
lymphocytes chez les lots traités avec la MC-LR par voie intrapéritonéale et un recrutement
important des granulecytes. Ceci a confirmé que la molécule a favorisé une réponse
adaptative de fagon a éliminer la toxine et prévenir les effets néfastes de I’inflammation sur le
foie. Ce travail a confirmé que la microcystine a4 un effet significatif et confirmé sur les
celhiles immunitaires une fois administrée par voie intrapéritonéale.

Mots ¢lés : microcystine LR, immunotoxicité, stress oxydant, rate, FNS. protéine

phosphatase, transaminases

Abstract

Microcystins, hepatotoxins produced by freshwater cyanobacteria, are incriminated in human
and animal poisoning. Ingestion is the principal route of exposure to humans. Among some 90
described variants, the MC - LR is the more toxic one. To better characterize the danger to
humans we have chosen to study the effect of the toxin on some parameters of the immune
system and compare the severity of its effect when administered in Balb/C mice by two routes
(oral and intraperitoneal). After LD50 determination by the two studied route in mice, a count
of immunological, hematological parameters as well as an exploration of liver fumction and
the oxidative status of the spleen has been made. Resulis showed a considerable increase in
the rate of lymphocytes in batches treated with the MC-LR through ip. and an important
recruitment of granulocytes. This confinned that the molecule has developed an adaptive
response to eliminate toxin and prevent the harmful effecis of inflammation on liver. This
work confirmed that the microcystin induce a significant effect on immune cells when
‘administered infraperitoneally,
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Keyword (s): microcystin LR, immunotoxicity, oxidative stress, spleen, NSF, protein

phosphatase, aminotransferases.
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Pagtic explérimentile Résuitats

11k Résultats

I. Effet du traitement par MC-LR sor les paraméires immunologigues

Tous les résultats concernant les paramétres immunologiques sont regroupés dans les
figures (11 et 12). En effet 1'étude statistique a révélé des différences significatives dans la
plupart des paramétres étudiés et avec les trois comparaisons effectudes a savoir :
» Entre les témoins V.0 et le groupe traités V.0.
o Entre le groupes témoins et le groupe qui a ¢i¢ traité par VIP,
s Entre les groupes traités par la toxine différemment (traités VO ef traités VIP).

E .

I * * significatif

; Li

lympphocyte  globulesblans  grsnulocyte  Macrophage

H témoins (VO)
B Traités (VO)

Cellules en %
= T N U L B - TR Y - B V.

Tes cellules

Figure 11. Variation des paramétres immunologigues chez les souris traités par voie
orale.

*significative
¥ hautement
significative

@ témoins VIP
® traitds VIP

Cellules en %
ORrNWE O N 0D |

lymphoeytes  globulesblancs  granulocytes macrophages les cellules
intrapertitonéaux

Figure 12, Variation des paramétres immunologiques chez les souris traités par la voie
infrapéritonéale.
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2. Effet du traitement par MC-LR sur les paramétres hématologiques
Les figures (13-14) affichent les variations des paramétres hématologiques chez les 4 groupes

qui font Iobjet de cette étude.
= )
60 _
** hautement sanfica
5o nautement signficatiie
*
S
§  Témoins(VO)
'E = Traités (VO)

uliI

Globule Hemoglobine  VGM
rouge

Hematocrite

Figure 13. Variation des paramétres hématologiques chez les souris traités par voie

orale.
m -
#rificatia
50 R
*# hautement piicatie
40 - s
®
wr
R |
't'g 55 | » témoins VIP
?* = traités VIP
“m W
0 1
globules  hémoglobine  VGM  hématocrite
Touge parametres hématologiques

Figure 14, Variation des paramétres hématologique chez les souris traités par voie

intrapéritonéale.
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3. Effet de la MC-LR sur les paramétres biochimiques
Les résultats de 'exploration biochimigue : quantité enzymatique des transaminases et
de la phosphatase alcaline sont regroupés dans les figures (15-16). La comparaison de
I"activité enzymatique des transaminases a montré des différences significatives (voir figure et

annexe)-

700 %

600
| *igpiative
= =>0a # futoment sniiatie
=
% 400
E 200 ——
é * & témoins vo
© 200 -

100

ASAT ALAT PAL
parametres hiochimiques

Figure 15. Variations des paramétres biochimiques chex les souris traités par veie orale.

*# hautement signficative

= traités VIP
B témoains VIP

ASAT ALAT PAL

parametres étudids

Figure 16. Variations des paramétres biochimigues chez les souris traités par voie orale.
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4. Effet sur le poids relatif de la rate
Nous avons suivies I°évolution de poids relatif (PR) de Ia rate chez les souris témoins.

et les souris recevant des doses de microcystine LR par la voie orale et la voie
intrapéritonéale et les résultats sont représentées dans Ia figure (17).
0,25 —
02
2
e
® 0,15 —_—
@
% & témoins (VO)
- — ™ traiités (VO)
3 |
®
0,05 ——
0 | 1
Poids de la rate{VO) poid de la rate (VIP)

Figure 17. Variation du poids de la rate chez les souris traités par voie orale et
intrapéritonéale

5. Effets sur les paramétres du stress oxydant
5.1. Effet du traitement sur Is concentration de MDA au niveau de la rate

Les résultats de UTeffet de la microcystine administrés oralement et
infrapéritonéalement sur le taux de MDA issue de la peroxydation lipidique au niveau de la
rate de la souris sont représentés respectivement dans les figures (18).

# témains vo

——  Btreitésvo
= t&moins vip
B traités vip

témoinsvo  traitdsvo témoinsvip  traités vip

Figure 18. Variation de la concentration de MDA chez les souris fraitées par la voie
orale et la voie intrapéritonéale.
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1V-Discussion

L’ingestion accidentelle d’eau contaminée ou le contact avec les eaux

récréatives contaminées par les microcystines est considéré comme un probléme de
santé publiqgue. L induction des tisques, en conséquence ce probléme nécessite des
études détaillées sur la toxicité aigie par voie orale, cutanée ainsi que par d’autres

voies.

L amalyse des iésullals oblenus dans ce wavail 4 moned que le caiwement des
souris par une dose semi-Iétale de la microcystine LR pendant 24h a provoqué une
diminution importante des macrophages intapéritonéaux, ef une augmentation
importantes des lymphocyies ; pen imporie la voie d’administration. Les mémes

résultats ont été€ rapportées par une étude récente faite par I'équipe de Rymuszka et en

2007. Ces dermiers ont etudié 'action de Ia microcystine sur des souris et ils ont

remarqué unc augmentation dv nombre des lvmphocytes, globules blancs et les
granulocytes.

D’apres ces résultats on peut dire que la microcystine a provaqué une réaction
immunitaire justifiée par "augmentation des cellules immunitaire tans dis que la
diminution des macrophages intapéritonéaux peut &tre expliqués par "apoptose ; ce
qui concorde aux résuliats de McDermott et coll (1998). Cette équipe a porté une
étude sur des patients volontaires exposés 4 la microcystine LR pendant 24H. les
résultats obtenus laissaient comprendre que les cellules polynucléaire ont subit une
apoptose induite par la toxine d’oti le recruiement accru des macrophages de 12 cavité
infrapéritoneéale vers les orgames speécifique de la toxine. Ce recrutement est
caractéristique d'une inflammation qui peut s’installer 4 la suite d’une réaction
d’hypersensibilité.

Dans une étude similaire, Nakano ei son équipe (1989) onf constaté une
régulation de 1a production de cytokines, suggérant que cefte toxine peut participer 2
la réponse inflammatoire. Ceci peut &tre aussi expliqué par I'inhibition de la
production de NO. Cette molécule produitc par un large éventail de cellules
immunitaires, Intervieni dans la surveillance immunitaire, la modulation de la mort
des cellules immunitaires (Brune ef @l, 1998). La foric mhibiton induite par
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P

I’hépatotoxine sur la production du NO permetire & cetie toxine de se soustraire 4 la
défense de I'hdte et agit comme un immunosuppresseur (Kim ef a/., 2001).

Conceérnant les paramétres hématologiques (globules rouges, hémoglobine,
volume globulaire moyenne ainsi que ’hématocrite) on a pu constater qu’ils peuvent
€tre des cibles de la toxine supplémentcée par voie orale et intra péritonéale. La MC-
LR peut facilement traverser la bamiére intestinale vers le sang et peut entrer dans
diverses cellules a fravers les fransporieurs de OATP (Zellerer af, 2012). Les
résultats de cetle éde monfremt une diminution accrue des globules Touges qui
pourrait &étre expliqué par I'installation d’une anémie due & I'hypersensibilité de type
Il (Xiamng ef al., 2013). Aussi, une diminution de "’hémoglobine chez les lots trailés
par la toxine par la voie intrapéritonéale. Ce qui nous conduit 4 déduire gue Ila
microcystine 2 un effet néfaste sur ’hémoglobine et I’hématoerite chez le lot traité par
voie infraperifoneale plus que chez le lot traifé par voie orale.

Les enzymes secrétées par le foie peuvent nous renseigner sur Iétat 1ésionnel
de cet organe. Ainsi, on a remarqué une importante inhibition de phosphatase alcaline
sérique chez les souris qui ont oralement recu DL50 de I"heptapeptide. Cet
constatation est largement approuvée par une panoplie d’études mettant en évidence
I’inhibition des protéines phosphatases par la chaine latérale ADDA des microcysiines
(Yoshida ef al, 1998). Concemant leés transaminases, enzymes ayant ung activité
métabolique importante 4 l'intéreur des cellules par leur capacité de transférer un
groupement ammé (NH2) dun acide amné vers un acide o-cétonique, leur
augmentation refléte une lésion cellulaire em particulier au niveau hépatique,
cardiaque, rénal ou musculaire. Ce qui est le cas dans cetie éiude, validant encore une
fois I"effet hépatotoxique prononcé de la MC-LR (Dawson 1 af, 1998).

En ce qui concerne les effets sur le poids relatif de la rate, 1a plupart des études
se sont focalisées sur les arganes suivants : foie, reins, coeur et intestins (Hermansky et
al., 1993). Selon les données de ce travail el peu importe la voie d’administration de
la toxing, le poids relatif de la rate n’a révélé ni une angmentation ni une diminution
Donc, on pourrait supposé que la microcystine 4 une dose léfale tuant 50% des
animaux n’ait pas d’effels sur cet organe.

L’analyse des résultats concernant la peroxydation hpidique qui représenie un
marqueur ¢l¢ du stress oxydant et qui sont déterminée par [a mesure de la (MDA),
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confirmerait la précédente conclusion Le traitement statistiques qui a comparaif les
tam: an MDA des rotea dea souris traitéca par route orale et intrapéctonéale n’a 1vélS
aucune s différences statistiques. Ce qui pourrait étre argumenté par ["absence des
récepteurs spéeifiques (OATP) permettant la pénéiration de fa toxine 4 I'intéricur de
la rate.

43


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Conclusion


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Conclusion

A Tissue de notre étude, nous pouvons conclure que la microcystine LR a
provoqué une réponse immunitaire adaptative combinée 4 une inflammation délétére
pour le foie caraciérisé par I"augmentation des tapx sériques des enzymes hépatiques.
Ces effets immunotoxiques et hépafotoxiques ont été marquants dans les deux
groupes de traitements (par voies orale et intrapérifonéale) avec un effet plus
prononcé chez les souris infrapérifonéalement traitées par la toxine.

En fait, notre étude a révélé que la microcystine a favorisé une réponse
adaptative accompagnée d’une réaction inflammatoire protectrice du foie et d’ume
anémie que nous avons expliqué par une réaction d’hypersensibilité de type 11 car
certains auteurs ont confirmé gue la toxine induit une anémie. Autrement dit, bien que
le stimulus (la toxing) persisie, el provoques des dommages tissulaires qui sont
souvent consécutifs 4 une réaction inflammatoire. Ceci nous améne 4 penser que la
microcystine a un effet stimulant sur le sysiéme immunitaire impliqué dans une
réaction inflammatoire.

Cette activité stimulatrice pourrait étre due @ sa capacité 3 induire la
prolifération des lymphocytes qui peuvent &tre des lymphocytes B ou T. Les
publications scientifiques ont rapporié que le traifement des souris avec une faible
dose de microcystine provoque une réponse immunitaire humorale, tans dis que des
forte dose provoque une apoptose. 11 est donc souhaifable de procéder 4 des études
plus approfondies afin de vérifier cette hypothése.

Nous sommes néanmoins persuadés qu'en plus des effets hépatotoxique
(augmentation de I’activité enzymatigue des transaminases) et hématotoxique
(anémie), I’étude mérite d’étre poursuivie. Cela permettra sans doute de progresser um
nouveau champ de connaissance sur les effets de la toxine sur les aufres organes du

systéme immunitaire.
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