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INTRODUCTI ON 

I. LES MECANISMES DE PHAGOCYTOSE DES MACROPHAGES. 

I. 1 • La poussée d'activité respiratoire (P.A.R). 

C'est le c~emiotactisme qui pousse les macrophages 

vers leur proie. Il se produit dès lors une phagocytose 

de la proie qui est stimulée par la présence de protéines 

de l'hôte fixées sur cette proie . Ces protéines sont 

appelées opsonines et sont membres de la famill e des 

immunoglobulines et du systè me du complément. Elle s 

sont reconnues par des récepteurs membranaires spécifiqu es 

que l'on retrouve entre autre chez les macrophages. 

Cette reconnaissance provoque la stimulation de deux 

mécanismes cellulaires: la dégranulation et l'initiation 

de la P • A • R • [1] 

La dégranulation comprend les mécanismes d'endocytose , 

la fusion avec les lysosomes primaires et la for mation 

du phagolysosome avec digestion du contenu grâc e au 

matériel enzymetique des lysosomes. 

La P.A . R. (ou explosion respiratoire) décrit un 

processus métabolique dont la fonction est de produir e 

un groupe d'age nts bactéricides hautement réactif s 

grâce à la formation de dérivés oxygénés. 

Fridovitch (1975) et Eabior montrèrent que la P.A.R. 

des macrophages incluait quatre phénomènes 

une augmentation de l ' oxygène consommé 

une augmentation de la voie de synthèse des hex os es 

monophosphates 

une augmentation des radicaux superoxydes produits 

une augmentation des peroxydes . 



2 . 

I. 2 . Induction de la P . A. R . 

Plusieurs substances peuvent provoquer la P . A . R., [ 2 ] 

par e xempl e: les bactéries enrobées d'opsonines, 

le zymosan , le phorbol myristate a cétate (P. M. A. ), 

des peptide s chimiotactiques, des lecti n es, l'a cide 

arachidonique, etc ... 

Cette induction se produit lors du simple co ntact 

de l'inducteur a ve c la sur fac e du phagocyte. 

de latence est de 30 à 60 secondes . 

Le temps 

I. 3. In teraction entre l es 4 phénomènes d e la P. A.R. 

L'augmentation de l' oxyg è ne s'explique en partie 

par la formation importante de radicaux superoxydes 

(0
2
.(-)), t b t ' . . d reconnus com me agen s ac eric i es 

2 o
2 

+ NADPH NADPH o xydase ) 2 o2 (-) + NADPH+ + H+ 

La NAD P H oxydase est l 'enz yme clé dan s les réactions 

de réd uc tion pa rt ielle de 1 1 0
2

• Ell e est locali sée sur 

la membrane externe des macrop hages [2] 

Par la suite, il peut se pro d uire une dismutation 
. ( - ) 

sp on tanée d'une partie des o2 en H
2

0
2 

: 

Babior et Curnutte démontrèrent que 1 1 02(-) n ' était 

pas le seul agent micro bicide , mais que par réaction 

avec H2 □ 2 , il pouvait for mer d'autre s agents hautem ent 

r éac t ifs , le radical hydroxyl (OH•) et l'oxygè ne 

singulet (
1

0
2

); ce derni er est une forme réactionnelle 

de l 'oxy gène due à la position de spin des électrons 

p é riph é rique s . 
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I.4. Mécanis~ es de déf ense contre les radicaux libr es . 

Il existe des méc anis me s de défens e enzymatiques 

et non enzymatiq u es. Les principaux enzymes impliqué s 

dans la défe nse con tre les dérivés o xygé nés sont : 

la su pero xyde d ismutase (50D), qui catalys e la tran s -
. ( - ) 

formation de □ 2 en H 2 □ 2 (Fridovitch + Mc Cord,1969) 

5. D. D. 

la catala se , qui détruit H 2 □ 2 en H 2 □ (R oos ,1 9 8 0 ) 

catalas e ) 

la glutathion peroxydase, qui catalyse la dét oxi 

fication de s peroxydes : 

G. pero xydase ) 

GSSG représente le glutathion réduit. Il est ré géné ré 

par action de la glutathion réductase qui utilise 

le pouvoir réducteur du NADP H. 

Les mécanismes de défense non enzymatiques sont 

principalement : 

les vitamines Cet E 

les hydroquinones 

beaucoup d'anti-oxydants synthétiques 

etc ... 

Ils agissent en trappant les radicaux ou 

par l eu r action anti-o xydan te. 



I. 5. Effets délétères de la P.A.R. 

I.5.1. Système HO - Myéloperoxydase - Halid e . 
---------2-2----------------------------

Le système bactérien le plus efficace décrit 

jusqu 'à présent est le système H 2 □ 2 - Myé loperoxydase -

Halide ( Klebanoff,1967) [ 1]. 

Pl us ieurs méc anismes ont été proposés 

l'halogénati o n de la surface étrangère pourrait 

permettre dans certains cas la destruction de la 

cible (Klebanoff,1967). 

la décarboxylation des acides aminés amènerait 

la rupture de la paroi bactérienne et provoqu erait 

ainsi sa lyse (Paul et coll.,1970). 

ce système pourrait aussi intervenir dans la 

formation de l'oxygène singulet, intermédiaire 

doté d'une très grande réactivité (Rosen et 

Klebanoff,1977). 

1 • 5 • 2 • Peroxydation_lipidique. 

Les membranes cellulaires, rich es en lipides 

insaturés, vont être une cible de choix pour les 

radicaux libres oxygénés 

OH' est capable d'initier la peroxydation lipidique 

par sa faculté d'oxyder des lipides insaturés pour 

former des hydr ope roxyde s. 

1 
Par contre, □2 peut réagir directement avec d es 

4. 

acides gras pol y insaturés pour former des hydropero xydes . 

. ( - ) . 
□ 2 , lui, intervient en tant qu'interm é diair e dans 

la peroxydation lipidique en provoquant la formation 
1 

d' OH. et □ 2 • 



I.5.3. Attaques_des_acides_nucléiques. 

OH • t 1 □ b ' . l e 2 sont capa les de reagir avec es 

acides nucléiques. 

Ils réagissent de la même façon que pour la 

pero xydation lipidique et peuvent de cette manière 

engendrer des erreurs dans le génome [s]. 

Il est évident, co mpte -tenu de l'efficacité 

des agents anti-bactériens et anti-tumoraux, qu e 

ces agents sont capEbles de provoquer la mort 

cellulaire ainsi que tissulaire. 

Certains [s] ont d ' aille urs montré les effets 

délétères des dérivés oxygénés en cas d'accumulation 

ou d'agrégation des leucocytes sur des cellules 

endothéliales en culture. 

5. 



II. LA CHEMDLU MINESCENCE. 

La chemolu minescence (CL) représente une émission 

de lumière par certaines molécules . Elle peut êtr e 

utilisée pour la détection de la production de 
. ( - ) 

radicau x □ 2 et des autres d é riv é s o x ygénés 

(H 2 □ 2 , OH" et 
1 □ 2 ). 

Allen et ses collaborateurs (19 72) avaient montré 

que la stimulation de macro p hages pouvai t donner li e u 

à une émission de lumière. 

Les macrophages non stimulés émettent aussi de 

la lumière, mais en plu s faible quantité. C'est ce 

que l'on appelle la lu minescence natur elle ou 

bioluminescence . 

Cependant cette émission naturelle peut êtr e 

grande ment aug mentée grâce à de s molécules amplifi-

catrices. On parlera alors de lu minescence induit e 

ou chemoluminescence. 

Ces molécules amplificatrices réagissent avec 

les a gents oxyg é nés émis par les macrophages lors 

de la P .A.R.; elles sont excitées et lors de le ur 

dése xcitation, elles ém e tt e nt un photon, qui peut 

être détecté par un photomètre. 

6 • 



On connaît principale men t deux molécules amplificatrices 

le luminol qui réagit principalement avec le H 2 □ 2 
et probablement 

1 □ 2 [6]. 

+hY 

a mi nophthalate ion ion 

7. 

fluminol) aminophthalate excité aminophthalate 

la lucigénine qui réagit principalement et probablement 
. (-) [il exclusiveme nt av ec le radical superoxyde □ 2 ù. 

H 

1 

1 
H 

10,10'-diméthyl-bis-

9 , 9 '-biacridium nitrate 

(lucigénine) 

H 

1 

radical diméthyl 

biacridium 

nitrate excité 

1 
H 

radical diméthyl 

biacridium 

nitra te stable 

La possibilité de détection quantitativ e des photon s émis 

permet une quantification de la production des radicaux superoxydes . 



III. LA SUBSTITUTION CAPTD-DATIVE. 

La substitution capto-dative signifie la pré sence 

simultanée sur une molécule d'un donneur (d) et d'un 

capteur (c) d'électrons. 

La réunion de ces deux groupements sur un même 

atome ou en p osition vinylique permet la stabilisation 

de la forme ra dicala ire de la mol é cule [s] , [9]. 

8. 

Les molécules capta-datives trappent donc ai sé~ent 

les radicaux. On les nomme radicophiles par analogie 

avec les molécules nucléophiles et électrophiles. 

__/c 

R 

Une moléc~le qui possède un groupement capteur 

est rendue é lectrophi le et elle stab ili se bien 

l'addition d'un anion. 

__/0 

R 

Par cont~e, la molécule qui possède un groupement 

donneur est rendue nucléophile et elle stabilise bien 

l'addition d'un cation. 

C 

D 



Dès lors , une molécule qui possède à l a f o is 

un groupement capteur et donneur est dite r adico p hile 

car elle stabilise parfaitement l ' addition d ' un radical . 

Il faut cependant ajouter q ue l a not i on de 

radicophilicité est basée principalement sur la 

propriété des systèmes TC de former un radical thermo 

dynamiquement stable grâce à une réaction homolytiqu e , 

alors que celle de n u cléophilicité et d ' électrophilicité 

ont été définies en terme cinétique . 

La stabilisation cinétique est continuellement 

créée par des effets stériques ; par contre , la 

s t abilisation thermodynamique résulte principalement 

d ' effets de conjugaison et est formulée comme étant 

l ' énergie de stabilisation radicalaire (R . S . E . ) . 

9 . 
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IV. BUT DU TRAVAIL . 

L'objectif principal de c e travail é tait de tester 

certaine s molécules afin de vérifier leur capacité 

éventuelle d'augmenter la production de radica ux 

sup eroxydes (02(-)). 

Pour per me ttre le do sage d es radicaux libre s , 

nous avons utilisé une t echnique extrê ment sensible , 

la chemo luminescence 

da ns cette techniqu e , le s radicaux libres réagi ssent 

avec une mo l écule " amplificatrice " et provoquent 

l' émissio n de ph o ton s qu i seront facil em ent dét ectables 

par un photomètre . 

. ( - ) 
Le systè me util isé pour produire ces ra dicaux o

2 
est composé d e macrophages intrapéritonéaux murins 

activés afin d'obtenir un e production importante des 
. ( - ) 

ra dicaux o
2 

• 

Les mclécules que nou s avon s te sté es ont comme 

caractéristique chimique d 'être capta-datives. 

Elles offrent un intérêt tout particulier : 

e n effet, certaines de ce s molécul e s , grâce à la 

pr ésence simultanée de groupements capteur s et donneur s , 

seraient ca pables de stabiliser la présence de 

rad ic aux libres et de ce fait, s oit de capter 

les radicaux produits en les inactivant, soit, 

au contraire, de servir d'intermédiaires réactionnels 

et de favoriser ainsi la formation d e radicaux. 

C'est cette derniè r e proprié t é que nous avon s 

re ch erch é dans ce travail. 



MATEHIEL ET ME TH OD ES 

I. PRELEVE MENTS DES MACROPHA GES. 

Après avoir effectu é une injection de 

thioglycollate ( 2 ,5 %) ( Me rck,Darmstadt) dans 

la cavité intrapéritonéale de so u ris quatr e jours 

auparavant, on procéde au sacrifice de l'ani mal. 

Il est préférable d e la décapiter a prè s l'avoir 

1 1 • 

endormie pour éviter un afflu x s angui n dans l'a bdome n. 

La souris est alors placé e sur une planche à dissection. 

On pratique une section de son abdome n suffisamment 

grande p o ur permettre l'introduction d'une pipette 

pasteur. La cavité intrapéritonéale est lavée 

grâce à un milieu de culture RP MI 164 0 (Eurobio, Par i s ) 

contenant 20 ~ de sérum de veau foetal et la suspension 

est recu eil lie dans un tu be préalablem e nt refroidi 

dans un bac à glace afin d'éviter l'a dhé sion des 

cellules sur les parois. En effet, à 0° C., le 

métabolisme des cellule s est au repo s . 

Il faut compter 2 à 3 ml de milie u par souris 

pour obt en ir une concentration approximative d e 
6 

1 .1 0 ce l lules par millilitre. 

Il est po s sible d'estimer la pop u lation de 

macrophages d'une manière plus correcte grâce à 

un hémocymètre qui permet de répertorier un nom bre 

de cellules dans un volum e connu. 



II. TEST DE CHE MOLUMINESCENCE. 

11.1. Solutions 

-3 lucigénine (Sigma,St-Louis) 10 M dans la solution 

de Hanks (et à l'abri de la lumière) 

PMA (Sigma) (phorbol myristate acétate) 

1 M dans du DMSO (Merck) (dim é thylsulfoxyde) 

s olution salée de Hanks 

Nacl 8 

glucose 1 

Kcl 0,4 

NaHCo 3 
0,35 

Cacl2 .2H 2 □ O, 186 

MgS □4 .7H 2 □ 0 ,10 0 

Mgcl2 .6H 2 □ 0,100 

Na
2

HPo
4

.2H
2
o 0,060 

KH
2

Po 4 0,060 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

(composition pour 1 litre 

d'eau distillée) 

1 2 • 

molécules à tester: diluées à différentes concentrations 

qu i s'échelonnent de 1 □- 2 
à 10-B Molaire. Lorsq ue l e s 

molécules sont insolubles dans l'eau, elles sont 

dissoutes préalablement dans de l'éthanol. On les dilue 

encore 100 fois dans le tampon d'incubation afin de 

les utiliser dans le test. 

II. 2. Méthode 

Le dosage est réalisé à 37°c sur un photomètre 

(biocounter Lumac M2010,Schaesberg,Netherlands). 

On maintient une agitatio~ constante tout au long de 

l'expérience grâce à un agitateur magnétique. 

Les macrophages sont maintenus à 4°c jusqu'au moment 

de leur utilisation. 



Les échantillons des molécules sont préchauffés 

à 37° quelques minutes auparavant. Nous avons indiqué 

à la fig.1 l'observation d'une expérience. 

Au départ,nous incubons 0,4 ml de la suspension 

contenant des macrophages et 0,1 ml de lucigénine. 

La chemoluminescence est faible. 

Nous rajoutons, cinq minutes plus tard, ml de 

PMA afin d'activer les macrophages et nous observons 

alors une nette augmentation de la chemoluminescence 

qui atteint un max imum après quinze à vingt minutes. 

Cinq minutes après l'addition du PMA, nous ajoutons 

0,1 ml de l'échantillon pour le test et 0,1 ml de 

la solution de Hanks pour le témoin. 

Et nous observ ons alors l'évolution de la courbe de 

chemoluminescence. 

Pour obtenir un résultat plus précis, on peu t 

calculer l'intégrale de la courbe d'activation. 

Le pourcentage d'activation d'une molécule sera 

le rapport de l'aire de sa courbe d'activation sur 

l'aire de la courbe témoin. 

1 3 • 



Figure 1 
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III. SYSTE ME XANTHINE - XAN THINE OX YDASE . 

III.1. Mesure de la production d e radicaux superoxyde s . 

En oxydant la xanthine en acide urique, la xanthine 

oxydase génère la production de radica ux superoxydes . 

H 

xanthine 

xan thine 
oxydase 
7 ); > 

20 20 + ) 

H
2
6 2H~ 

OH 

acide urique 

La production de radica ux libres peut ê t r e mesurée 

par l'augmentati on d ' absorbance à 480 mm due à l'oxydation 

de l'épinéphrine en adrénochrome . 

OH 

épinéphrine adrénochrome 
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III.2. Méthode de dosage. 

III.2.1. Solutions 

ta mpon de TRA P (Merck) (triéthanolaminohydrochloride) 

20 mM à PH=9 con ten ant du sucrase 0,25 Met de l'EDTA 

(éthylène dia min otetraacétate) ( Merck) 2 mM 

xanthine (Sigma) 0,1 M dans H 2 □ auquel on rajoute 

quelque s gouttes de Na □ H concentré jusqu'à dissolution 

xanthine o xydase (Sigma) concentrée ( 20 U/ml) 

épinéphrine (Sigma) 0,1 M dans Hel 0,2 N fraîche 

molécules à tester: diverses concentrations entre 

1 □- 3 M et 1 □- 7 M. Pour les molécules trop colorées, 

on doit les diluer beaucoup plus fort. 

III.2.2. Méthode 

Le dosage e st réalisé sur un spectrophotomètre 

(Perkin Elmer 557,Tokyo,Japon). Il se fait à 25°c . 

On lit l 'aug mentation d'absorbance à 480 nm . 

Dans la cuvette , on trouve: 1000 µl tampon à PH=9 

10 p..l épinéphrine 

20 _µ.l xanthine 

On peut lire le blanc et mettre l'appareil à z éro . 

On ajoute 1 ou 2 p.l de xanthine oxydase suivant 

la pente que l'on veut obtenir. Cette pente représente 

l'augmentation d'absorbance due à la formation 

d'adrénochrome. 
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On place alors dans la cuvette 100 fJ.-1 de l'échantillon 

pour le test ou 100 ~ l de tampo n pour le témoin. 

Le rapport des pentes entre le témoin et le test 

permet de calculer le pourcentage d ' activation ou 

d ' inhibition de la molécule . 

Une légère correction dcit être apportée pour 

t e n ir com p te de l ' effe t de dil ut ion . 

III.2 . 3 . 
. ( - ) 

Calcul de la production D -------------------------2---

La formation d ' adrénochrome permet d'é v ol u er 

l t . t , d ' □ 2· ( - ) f ' d ' ' l f l a quan i e ormee apres a o r mu e : 

v ariation d ' absorbance 
c oefficient d ' absorbance = nmôles d ' adrénoc h romes/min . ml . 

Comme il faut 2 □ -(- ) pour fo rmer une molécule 
2 

d ' adrénochrom~ il suffit de mult i p l ier par 2 le nombre 

d e nmôles pour obtenir la quant i té d 1 □ 2 (-). 

Nous avons obtenu dans not r e t est une formation 
. ( -) ; d e 60 nmôles d 1 □ 2 mi n. ml pour 1 _!A l de xanthine ox y dase . 



IV. TEST DE CYTOTOXICITE. 

Une grande bo ît e Falco n (75 cm
2

) à conflue nce 

e st subdivisée par trypsini sation dans une boîte 
2 

Mu l tidish (25 X 4 cm ) de manière à o bten ir u ne 

dilution de 4 fois de s cellules. 

Les cellules s'accrochent et s ' étalent pendant 

u ne nuit à 37°c dans 1 ml de milieu ( mili eu minimum 

es sentiel de Eagle, conte nant les sels de Earle : 

Eurobio) cont enant 10 o/o d e sérum de v eau fo e tal. 

Le lendemain, le produit à te ster est dilué 

dans le mili eu de culture à des concentrations 

varia b l es et ajouté dans la b oîte de cult ur e . 

Chaque c oncen trati on est t estée en triple. 

Pen dan t une se maine , les c el l u l es ont la 

possibilité de croître et de se diviser deux fois. 

Après une se maine, elles sont ri ncé es par 

2 X 3 ml de PBS et raclées dans 2 ml de P BS-N aDH 0 , 5 N 

et les protéines sont dos ées suivant la méthode 

de Folin v □1. 

1 8. 



RESULTATS 

I. MISE AU POINT DU DOSAGE DES RADICAUX SUPEROXYDES 

PAR LA CHEMULUNISCENCE. 

I. 1 • Influence de la concentration en lucigénine. 

1 9. 

L'incubation des macrophages avec des concentration s 

croissantes de lucigénine est représentée à la fig.2. 

Après stimulation des macrophages par le PMA, 
. ( - ) 

la production de radicaux □ 2 atteint un plateau 
-4 

pour des concentrations en lucigénine proches de 2 . 10 . M. 

Au-dessus de ces concentrations, la lucigénine 

semble avoir un effet légèrement inhibiteur sur la 

production de radicaux, vraisemblablement dû à un 

effet quenchant. 

une 

Nous avons choisi pour la suite des expériences 

concentration en lucigénine d e 1 ,65 1 □- 4 M. 

I. 2. Influence de la concentration en macrophages. 

Si nous incubons la lucigénine avec des concentra

tion s croissantes de macrophages, nous observons, 

aprè s stimulation des macrophages par le PMA, une 

relation linéaire entre la concent ration en macrophages 

et la production de radicaux superoxydes, comme nous 

le montre la figure 3. 

Cette relation linéaire indique que, même pour 
6 

une concentration de 2 .10 't, /ml , la lucigénine est 

encore en excès. 
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Figure 3: Influence de la concentration en macrophages intrap é ritonéaux sur la production d ' O~( - ) . 

RLU représente la moyenne du nombr e de phot o n s détectés par l 'ap pareil pendant un intervalle de 

temps déterminé . 
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représente l'aire d'intég r ation s ituée sous la c our be d'activation pe nd a nt quinz e minut es 

après l'activation de s macrophages par l e PMA . 
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Nous avons choisi une concentration en macrophages 
6 

intrapéritonéau x de 1 .10 V /ml, pour la suite des 

exp ériences , ce qui n e demande pas le sacrifice d'un 

trop grand nombre de souris, mais qui permet une mesure 

suffisamment fiable de la production de radicau x 0
• ( - ) 
2 . 

22. 

I. 3. 
. ( - ) Estimation de la production de radicaux o
2 
__ . 

N t t , l d t· d d. 0.(-) eus avons es e a pro uc ion e ra icaux 2 
par la xanthine oxydase en présence de lucigénine. 

Nous avons pris des concentrati ons en xanthine oxydase 

telles que pour une dilution de 2 fois de xanthine oxydase , 

nous ayons une diminution de moitié de la product ion de 

photons. 

Nous sommes arrivés à la conclusion qu'une chemo

luminescence de 20.000 cpm représente approximativement 

0,025 nmôles d 1 02(-)/min.ml., sachant que 1 JJ--1 de 

xanthine oxydase produit environ 60 nmôles/min.ml. 

I. 4. Effet de la superoxyde dismutase. 

Nous avons testé diverses concentrations en superoxyde 

( ) . (-) 
dismutase S0D sur la production de radicaux o

2 
. 

La figure 4 nous montre que l'addition de co nce ntrations 

croissantes en S0D, cinq minutes après la stimulation des 

macrophages par le PMA, provoque une inhibition propor

tionnelle à la dose de S0D ajoutée . Une unité de S0D 
o1 • ( - ) représente 50 ~ d'inhibition des radicaux o2 • 

Le calcul est facile et nous montre que la quantité 

de S0D est nettement supérieure à la quantité théoriquement 

suffisante pour une inhibition complète. 

pas encore connue pour l'instant. 

La raison n'est 
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I. 5. Effet de la catalase. 

Nous avons représenté à la fig.5 l'effet de 

diverses concentrations en catalase sur la production 

de radicaux o2 (7
) . 

L'addition de co ncentrations croissantes en 

catalase, cinq minutes après la stimulation des 

macro phages par le PMA, montre également une inhibition 

proportionnelle à la dose de catalase ajoutée . 

Cependant, il fa ut remarquer ici qu'une Unité de 

cata lase détruit 1 nmôle d 1 H
2

0
2

. Nous obtenons ici 

une inhibition de 90 o/o pour 10 mgr de catalase ajoutée. 

Cela correspond à plus d e 300.000 Unités. 

Il faut i nvoquer un effet "quenchant" ainsi qu'un 

effet cytotoxique direct d e la catalase aux fort es 

concentrations 0 TI · 

2 4. 
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2 6. 

II. ACTIVATiüN DE LA PRODUC TI ON DE RADICAUX SUPERDXYDES 
--------------------------------==--------------=== 
DANS LE TEST DE CHEMDLUMINESCENCE . 

Les molécules testées ont été ajoutées cinq minutes 

apr ès la stimulation des macrophages par le PMA. 

Nous avons observé leur effet pendant quin z e minutes . 

Le% d 'activation de la molécule représente l e 

rapport de l 'a ire d'intégration de la courbe-test 

sur l 'aire d'intégrati o n de la courbe témoin . 

Les résultats sont repris dans le tableau 1 

dans la discussion . (cfr p.41) 

II. 1 . Ef fe t de la molécule DL
1
~ 

Nous avons testé c ette molécule è des concentrations 
-4 croi ss antes è partir d e 10 Mola ir e . 

Il ressort de la figure 6 que l a mo l é cule testée 

montre une inhibition croissante pour des concentrations 

croissantes. 

Cette molécu le était intéress an te car elle activait 
.(-) (-) 

le s radicaux □ 2 dans un autre test de productio n d 1 □ 2 

II. 2 . Effet de AL 3~ 

Cette mol écu le était fo rt intéressante è test e r, 

car elle rep r ésente un exem ple typique de molécule 

ca pta-dat i ve. 

0~ 

Nous avons testé ce tte mol éc ule è de s concentrations 
-5 

décroissantes è partir de 10 M. 



s) 

- N 
N --z z 
0 0 
;:: 1-
< < > > 
1- 1-u 
< 100 ~100 

CONCENTRATIONS lloc) CONCENTRATIONS (log) 

Figure 6: Evolution de la production de radicaux □ 2 (-) par la méthode de chemoluminescence ap rè s stimulation 

des macrophages par le PMA, en fonction de la molécule □ L 1 (A) e t AL 3 (B). 

N 
--1 



La figure 7 nous donn e l'évolutio n de la courbe 
. ( - ) d'activation de la production de s radic aux □2 , 

en fo ncti on des con centrati ons en AL
3

. 

Les conce nt rations plu s faibles ne donnent p as 

d'eff et significatif, cepen dant à 10-
5

M, la mol écule 

montre une forte inhibition de la production de 
. ( - ) radicaux o
2 

. 

II. 3. Ef fe t de R61 ..:.. 

Nou s avons testé cette molécule dans l e test de 

2 B. 

-3 
che molum inescenc e à des co nce ntrations partant de 10 M. 

Cette molécule est similaire à la molécule précéd ente 

car elle répond aussi à la définition de molécule capta-dativ e 

La fig .8 nous montr e qu'elle provoque u n e activation 
. ( - ) 

de plus en plus i mportante de la production des o2 pour 

des concentrati ons croissantes. A 1 □- 3 M , elle ac tive de 146 % 

I I • 4 • Effet de Na N3..:.. 

Nous avo ns testé la mo lécule NaN 3 pour des concen

trat i ons entre 1 □- 2 
et 1 □- 8 M. 

Cette mol éc ule est c onnue comme inhibitrice de 

la respiration. 

Il était intéressant d'étudier cette molécule, 

car en inhibant la respiration, elle étai t potenti e llemen t 

cap ab le de dévier 1 1 02 de stiné à la r espi r ation ver s l a 

production de radicaux libres. 

La fig .9 nous montre un effet nul ou peu sig ni ficatif 

de s faibles concentrations (1 □- 7 
à 1 □- 4 M). A 10-J M 

cependant, elle donne un effet fortement inhibiteur de 

la production d 1 □·(-) 2 • 
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I I.5. Eff et de la Vitamin e C. 

La vitamine C e st connue depuis longtemps com me 

un antioxydant. 

Cependant certains pensent qu'elle pourrait, 

au lieu de s'o xyd er complètement en acide déhydro

ascorbique et utiliser son pouvoir réducteur pour 
. ( - ) 

éliminer les o2 , former l'ascrobate free radical 

qui pourrait intervenir dans l'activation des radicaux . ( - ) 
libres o

2 
• 

0 

Il était donc très intéressant de test er cette 

molécule . 

La figure 10 nous montre des effets antagonistes 

suivant la concentration que l'on prend. 

30. 

A des concentration s ext rêment faibles, de l'ordre 

de 10- 10 M, la molécule provoque une activation de la 

produ c tion d 1 02(-), qui atteint 140 %. 

Par contre, pour des concentrations supérieures 

à 1 □-4 M, la molécule provoque une forte inhibition. 

On a démontré [1 ~ l'effet toxique de la vitamin e C 
- 4 

aux concentrations supÉrieures à 10 M dans des cultures 

de macrophages . 
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II. 6. Effet du Paraguat (Méthyl Violog en ). 

Le Paraquat est un herbicide puissant et un e 

molécule toxique pour les cellules animales. 

32. 

Il peut agir comme compétiteur avec la ferr éd oxin e 

(1er accepteur d'électrons du photosystème I) 0~ 
et être réduit par l'addition d'un électron en un 

radical libre stable (P Q+.). En présence d'o xy gèn e , 

il se réoxyde en donnant son électron à 1 1 0
2 

pour . ( - ) 
for me r □2 • 

Ml 

On a démontré que cette production de radicaux 

superoxydes engendrait des phénomènes d e pero x ydations 

lip idique s tant chez les cellule s végétales qu'anim a le s Qs]. 

Cependant dans notre test d'activat ion des 

macrophages par le PMA, nous n'avons pas constat é 
. ( - ) 

d'effet sur la production de radicaux □2 . 

La figure 11 montre l'effet du Paraquat sur 
. ( - ) 

la production de radicaux □ 2 . 
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34 • 

II • 7 . Effet de l'Indigo-carmine. 

Cette mol é c ule p a raissait intéressante car elle 

peut subir deux réductions. En voici le schéma principal O 6] 

0 

R 

H OH 

Indigocar mine Indigocarmine0 

R 

Leucoindigocarmine 

La réduction peut se faire grâce à un réducteur 

tel que le NaBH4 ou le Na 2s2 o4 . 

La molécule réduite est alors réoxydée par 1 1 02 
atmosphérique et libère théoriquement des 02(-). 
C'est ce que l'on constate au vu de la figure 12. 

Alors que la forme oxydée n'a aucun effet, 

la forme réduite provoque une augmentation très nette 

de la chemoluminescence et donc de la production de 
.(-) , 10-5M. radicaux o
2 

. Elle atteint 189 o/o è Il faut 

ajouter que la réduction de la molécule est très brève. 

De plus, si on pratique un contrôle sans macrophages 

avec la molécule réduite, on constate aussi une activation 

de la production de photons. 

R 



35 . 

Cependant , le NaB H4 seul , a u x mêmes c oncentra t ions , 

n e donne pas le moi n dr e effet a v e c o u sans mac r ophage s . 

Nous n' avons pas pu uti l iser des c onc entrations 

plu s fortes en lndigocar min e car la dose de r é d uct eu r 

utile deve na it t ox iqu e pour les mac r opha ges . 

Dans une é t ude de cytotoxicité sur c ulture d e 

f ibroblast e s , les r é sultat s suivants nous permette nt 

de conc lu re que la mo l écule oxy dée n' est n ullement 
- 3 

toxique à des con c ent r a t ions supérieures à 10 M pour 

les cell ules . On peut mê me r emarquer un lég e r effet 

a ctivateur p our t outes c es concent r ations . 

Résultats 

témoin 

. . 

( absorbance des pr otéi n es pa r le 

dosage de Foli n ) 

148 ,7 + - 2 , 6 

1 1 3 , 1 + 6 , 8 

1 53 , 3 + 1 5 , 8 -

1 88 , 6 + 8 , 2 -

1 64 , 8 + 1 , 7 

18 6 ,.0 
+ 

3 ,7 -

17 5 , 2 + 6 , 3 -

18 3 , 0 + 3 ,5 -



3 6 . 

II. 8 . Effet du para-diméth yl aminobenzène. (p - DMAB) 

Nous avons testé cette mo l éc ule sur l ' activation 

des macrophages par le PMA . 

La figure 13 nous montre l ' influence des diverse s 

concentrations de p-diméthylaminobenzène sur l'activation 
. ( - ) 

de la production des radicaux o2 • 

En fait , nous n ' observons aucun effet significatif 

de la molécule sur la chemoluminescence . 

II. 9 . Effet du Lampit . 

Le Lampit ou Nifurtimox est une molécule qui est . ( - ) 
déjà conn u e pour prod uire des radi c aux o2 et utilisée 

dans 1 a ma 1 ad i e de Ch agas [1 tJ . 11 était donc très 

i ntéressant de vcir son effet sur l 'activation des 

macrophages in vitro . 

La figure 14 nous montre l ' activation obtenue 

a vec quelques concentrations r elati v ement proches. 
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38. 

III. ACTIVATIUN LJE LA PRODUCTION DE RADICAUX SUPERDXYDES 
------------------------------------------------=== 
PAR LE SYSTEME XA NTHINE - XANTHINE OXYDASE. 

Ce système enzymatique nous a paru intéres sant 

afin de mieux comprendre certains effets observés 

parmi les moléc ul es te stées dans le test de la 

chemolumin e scence. 

Ici, par exemple, les inhibitions ne peuvent plu s 

être expliquées par une cytotoxicité cellulaire. 

Nous avons donc testé ces molécules en fo nc tion 

de concentrations croissantes pour observer leur effet 
. ( - ) 

sur la productio n d 1 □ 2 par la xanthine oxydase. 

Les résultats sont repris au tableau 2 dans la di scussio n. 

(cfr. p.42) 

Certaines molécules n 'ayant donn é aucun r ésu ltat 

activateur sur les macrophages se sont révél ées 

inefficaces dan s ce test aussi. C'est le cas po u r 

De plus, ces molécules mont rent un l ége r 

effet inhibiteur; c'·e·st ·aussi le cas pour NaN
3 

èt l'indigo

carmine oxydée quine montrent aucun effet significatif 

sur la production de radicaux supero xy d e s. 

Par contre, pour le Paraquat et le para-dim éthyl

aminobenzène, o n observe une activation de la prod uc tion 

des radicaux □ 2 (-), au contraire du test sur le s 

macrophages. 

Le Paraquat active fortement la production d e 

radicaux aux fortes concentrations. 

Le p-DMAB, lui, active cette production, mais 
-7 pour des concentrations décroissantes. Pour 10 M, 

il active de 134 %. 



39. 

D' autres molécules, qui avaient donné des résultats 

positifs dans le premier tes t, se sont révélées sans . ( - ) 
aucune efficacité sur la production d 1 □ 2 . Il s ' agit 

de la molécule R
6 1 

et de la vitamine C . 

La v i t amine C, même si elle r eproduit son effet 

inhibiteur aux for t es concentrations , ne provoque plus 
. ( - ) 

l ' activation des r adicaux □ 2 aux très faibles 

concentrations . 

La molécule R
61

, elle , inhibe alors qu ' elle activait 

de 146 % dans le p r emier test . 

Enfin, l'Indigoca r mine réduite et le lampit 

sont les deux seules molécules qui ont reproduit 

leurs effe t s acti v ateurs sur la production d 1 □ 2 ( - ) . 

Il faut ajouter que d ' autres molécules ont été testées 

sur ce sys t ème xanthine - xanthine o xydase , t outes ré p ondant 

aux critères de mo l écules capta-dat ives . Aucune de 

ces molécules n ' a donné de résultats acti v ateurs . 

Les résultats sont repris dans le tableau 2 . 



40. 

IV . DISCUSSION DES RESULTATS. 

Les résultats d u test de chemo l uminescence sur 

les macrophages se trouvent repris dans le tableau 1; 

ceux du test sur la xanthine-xanthine oxydase dans 

le tableau 2. 

Avant de commencer la discussion proprement dite, 

il faut attirer l'attention sur la différence de 

complexité des deux méthodes . 

Le premier test utilise des macrophages stimulés 

par le P.M . A. comme producteur de radicaux libres . 

Cela implique la mise en oeuvre d'une série de réactions 

et de facteurs sur lesquels la molécule introduite 

peut interférer. 

Le deuxième test est une simple réaction catalysée 

par une enzyme , la xanthine oxydase , différente de la 

NADPH oxydase des macrophages , tant du point de vue 

de son mode d'action que de sa spécificité. 

Ces différences sont importantes pour la discussion 

des résultats. 

Examinons maintenant les effets de ces molécules 

sur ces deux tests : 

Le paraquat est connu comme herbicide puissant; 

cette action herbicide serait due à sa capacité d'amplifier 

la productio n de radicaux libres . L ' acti v ation dans 

le test xanthine-xanthine oxydase en donne u ne confirmation . 

Cependant , le fait qu ' il n ' influence nullement la 
• ( - ) h production de radicaux □ 2 dans le système des macrop ages 

semble cont r adictoi r e . 

Il e n v a de même pour le p - DMAB , qui ne donne d e 

r ésultats positifs que d ans le test sur la xanthine oxydase . 



TABLEAU 1 

1 

CONCENTRATIONS (molaire) 

10 - 2 - 3 10- 4 -5 10 - 9 -7 10 -B - 9 -10 -11 
10 10 10 10 10 10 

0 L 
1 24 75 81 89 92 94 

AL
3 40 87 86 93 87 

R 81 146 129 122 118 110 105 

NaN 
3 38 90 93 103 103 97 104 

VIT. C 4 23 80 96 104 107 112 125 144 122 

PARAOUAT 94 103 98 100 104 
INDIGO 

CARMINE 92 96 104 99 
I.C. 

+ NaBH 4 189 155 122 105 

P.DMAB 88 95 107 98 

LAMPIT 135 112 104 

Pource nt age d ' ac t i v ation des molécules testées sur la production de radicaux □ 2 (-) 
par des macrophages intrapéritonéaux activés par le PMA dans le test de chemoluminescen c e. 

Les% repr ése ntent le rapport de l'aire d ' intégration de la courbe test su r l ' aire 

d ' intégration de la co urbe témoin. 

Tous les r és ultats sont exprimés en% . 



TABLEAU 2 

CONCENTRATIONS (mo1a1,e) 

10 - 3 
10 

- 4 10 - 5 
10 

- 9 10 - 7 

OL 
1 67 78 83 78 

AL
3 82 76 75 85 

R 81 65 72 73 92 88 

NaN
3 99 100 97 107 104 

VIT . C 2 55 83 95 104 

PARAQUAT 163 147 135 128 115 
INDIGO 

CARMINE 93 96 97 
I.C. 

+ NaBH
4 

133 224 137 

P. 0 MAB 5 24 104 123 134 

LAMPIT 145 115 103 

AL 
8 72 87 92 95 

HC
4 37 76 97 108 97 

HC 95 98 97 102 98 8 

HC 77 86 90 93 87 e 

HC 54 76 83 86 93 13 

HC 34 65 75 84 94 14 

HC 75 82 85 87 15 

Pourcentage d' activa t ion des molécules te s tées sur la 

p roduction de radi c aux □;( - ) par la xanthi n e oxyd ase 

d ans le test xanthine - xanthine oxydase . 

Les% représentent le rapport d e la pente test sur la 

pe nte tém o in en tena nt co mpte d e l ' effet d e di lu tion 

provoquée par l ' addition de la molécule . 

Tou s l e s r ésultats son t exprimés e n %. 

42. 



La différence de résultats entre ces deux tests 

pourrait suggérer que ces deux molécules manquent 

de spécificité à l'égard de la NADPH oxydase. 

Par exemple, elles pourraient être incapables de 

s'approcher du site actif de l'enzyme et donc d'exercer 

une quelconque action . 

La molécule H61 et la vitamine C montrent d e s 

résultats opposés aux paraquat et p.D MAB , en ce sens 

qu'elles activent la production de radicaux □ 2 (-) 
en pr é sence de macrophages , mai s qu'elles ne produ is en t 

pas d'effet sur la xant hin e oxydase. 

43 • 

On pourrait suggérer ici la même explication , 

c.a.d. un manque de spécificité à l'égard de la xanthine 

oxydase . 

Pour le cas de NaN 3 , on pensait que le fait 

d'inhiber la respiration pouvait permettre un e augmen-

t t . d d . D. ( - ) C tt l, l ' d , a ion es ra icaux 
2 

. e e mo ecu en a onn e 

aucun effet sig nificatif. 

L'Indigocarmine oxydée ne produit aucun eff e t. 

Cependant , si on la réduit préalablement avec du Na BH
4 

à des concentrations non toxiques pour les macrophage s , 

on constate une nette activation de la production d e s 
. ( - ) 

radicaux □ 2 sur les macrophages ainsi que sur la 

xanthine oxydase. Ce qui correspond parfaitement 

au x théories énoncées sur la molécule (1 6] . 

Cependant, le fait qu'un témoin sans macrophage 

av ec la mo lécu le réduite reprodu ise les mêmes effets 

suggère que cette molécule agit directement sur 1 1 □ 2 
en lui cédant son électron et provoque ainsi la nette 

stimulation observée dans les deux te sts . Elle n'agirait 

donc pas sur l'enzyme responsable de la production d 1 □ 2 (-), 
mais une forme plus stable de l'Indigocarmine réduite 

serait peut-être int éressante à tester ! 



L'e x périence à l'indigocarmine donne également 

une voie d'explication des effets contradictoire s 
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que l'on observe sur une même molécule entre les deux tests 

et entre le s mol éc ules pour un même test. En effet, 

toutes ces molécules (excepté NaN
3

) ont été choisies 

du fait de leur caractère capta-datif. Dr, certaine s 

activent la production alors que d'autres l'inhibent 

ou n'ont pas d'effet . 

Lorsque l'on observe la structure du paraquat ou 

de l'indigocarmine, on s'aperçoit que ces deu x molécules 

se réduisent facilement en une forme radicalaire 

en captant un électron. Cette forme radicalaire est 

stabilisée fortement p2r un ou plusieurs gro upements 

donneurs et capteurs en accord avec la théorie développ ée 

par Viehe et ses collaborateurs [8] , [9] . Cette forme 

radicalaire sta bilisée peut alors se réoxyder en donnant 

un électron à l'oxygène, ce qui produit le radical 

superoxyde. 

La formation du radical superoxyde provient donc 

de moléc ules ayant un pouvoir réducteur univalent 
. ( - ) 

capable de réduire 1 1 □ 2 en □ 2 . L'effet inhibiteur 
. ( - ) 

s'expliquerait plutôt soit par la fixation du rad ical o
2 

sur la molécule capta-dative, soit par la réduction 
. ( - ) 

ultérieure de □2 • 

On voit donc que l'action du capta-datif sur l'oxygène 

peut soit se situer sur o
2 

et dans ce cas c'est le radical 

0 .(-) . t d ·t ·t · t □-(-) t d 
2 qui es pro ui , soi se si uer sur 2 e ans 

ce cas le radical est stabilisé ou est réduit. 

L'action diffère probablement suivant le pouvoir 

réducteur et la capacité de stabilisation du radical 

capta-datif par rapport au radical superoxyde. 

Une mesure des potentiels redox de ces molécules 

serait très intéressante. 



CONCLUSIONS ET APPLICATIONS 

Bien que nous n 'a yons dépisté aucune molécule 

" miracle" , ncus avons pu mettre en évidence des effets 

int éressants de certaines molécules sur l'activa tion 

des radiceux et nous avons pu ~ett re au poi nt une 

technique qui est promise à un avenir certain. 

Malgré sa découve rt e, il y a un e dizaine d'années, 

elle n'est encore que peu utilisée à l'heur~ act~elle; 

mais déjà elle ocvre de nouvelles perspectives tant 

dans le domaine biochimique que médical. 

Outr~ sa sensibi lité extrêmement grande pour le s 

dosages de radicaux libres dans le cas d'études anti-

parasitaires [12] et [1 B] , ainsi que dans l'étude du 
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vieillissement [1 ~ et [2 ~ ou pour le dosage de molécules 

telles que la NADPH ou l 'ATP [2TI , elle s'est rév é l ée 

intéressante dans l'estimation de la fonction phagocytaire 

des polymorphonucléaires du sang humain au cours d'une 

mal a die [ 22] • Il serait possible, en effet, par dosage 

de la fonction phagocytaire des polymorphonucléaires 

de suivre l'évolution d'une maladie et de connaître 

la phase dans laquelle elle se trouve. 

Cette méthode simple et rapide n'implique plus, 

co mme auparavant, la séparation des polymorphonucléaires 

du sang et de plus elle permet d'utiliser une fraction 

minime du sang (0,1 ml), ce qui n'éta it pas le cas 

dan s les autres MÉthodes . 

Pour mieux évaluer l'intérêt de cette technique, 

nous avons réalisé une exp é rience préliminaire en 

comparant le sang d'un patient et le sang d'un individu 

n ormal . 
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Evol ution de la courbe d 'a ctivation des polymorphonucl éai res du sa ng au cours du temps . 

La courbe fléchée représente l ' ac t ivité phagocytai r e de polymorphonucléaires du patient 

stimulés par le Zymo san Ac 3b, l ' a utre courbe représente l ' activité phagocytaire de 

polymorphonucléaires de l ' injividu normal stimulés p ù r le Zymo s an Ac 3 b . 
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La courbe fléch é e repr é sente l' a ct i v i t é p hago c yt a ir e d e poly morphon u cl éa ir es du p a ti e nt 

stimul é s par le Zymosan Ac
3

b, l' a utre courbe repr é sent e l' a ctivit é phagocytaire d e 

polymorphonucl é aire s de l'indiv id u normal st i mu l é s p a r le Zymosan Ac 3 b. 
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Le patient montrait un traumatisme crânien compliqué 

d'une infection pulmonaire. Il recevait une dose élevée 

de corticoïdes. Ce patient présentait également un nombre 

légèrement plus élevé de globules blancs que la normale. 

L'expérience s'est pratiqu ée end eux étapes 

Dans la pre mière, n ous avons prélevé le sang du patient 

et le sang d'un individu nor mal. Nous avons étudié la 

fonction phagocytaire des polymorphonucléair es de s deux 

sangs. 

Dans la deu x ième étape, nous avons recommencé la même 

exp éri ence, trois jours plus tard. 

Il faut préciser que le patient, lors du dernier 

examen médical, ne présentait plus de fièvre et donnait 

une r ad io pulmonaire améliorée. 

Pour ce qu i relève de l'expérience en elle-même, 

la mÉthode en est très simple [22] . 

On incube 0,1 ml de sang dans 0,4 ml de milieu d'Eagle 

contenant de l'héparine (10 U/ml) pendant vingt minutes 

à 37°c. Ce spécimen est alors placé dans l'appareil de 

mesure, maintenu à 37°c, et ccnstamment agité. On y ajoute 
-4 

alors 1 D JJ-1 de luminol (Sigma) ( 2, 4 .1 D M). On attend 

vingt minutes pour que la chemoluminescence se stabilise 

et on prend la valeur inscrite sur l'appareil avant 

d'ajouter 10 fA,l de Zymosan Ac
3

b (Sigma) (50 mg / ml) pour 

permettre l'activation de la fonction phagocytaire des 

polymorphonucléa i res et de cette manière activer la 

production de dérivés oxygénés. On lit pendant quinze 

minutes le pic de chemoluminescence. 
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Les figures 15 et 16 reprennent les deux expériences 

pretiquées sur le sang du patient à trois jours d'intervalle. 

D'abord , nous pouvons remarq uer une sensibilit é 

exacerbée des polymorphonucléaires chez le patient 

par rapport aux polymophonucléaires de l'individu normal . 

L ' activation est supÉrieure à 300 %. 

Nous constatons , d'autre part, une diminution de 

l' activation de cette fonction p hagocytaire des pol ymo rpho

nucléaires chez le patient entre les deux expériences. 

Par contre, les deux courbes témoins sont r estées 

relativement identiques . 

Même si cette expérience n'était que préliminaire, 

elle est très encourageante : en effet, elle indique qu ' il 

serait possible de suivre 1évolution d'une maladie en 

mesurant régulière~ent la capacité d'activation de la 

fonction phagocytaire des polymorphonucléaires du sang . 

Il serait donc intéressant de confirmer cette idée 

en engageant une étude approfondie da ns cette voie 

et de pouvoir mettre ainsi au point un test très utile 

dan s le suivi de divers traumatismes. 
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