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NP1EC Nonylphenol mono-ethoxy carboxylic acid 
NP1EO Nonylphenol monoethoxylate 
NP2EC Nonylphenol di-ethoxy carboxylic acid 
NP2EO Nonylphenol diethoxylate 
NPmECs Nonylphenol polyethoxy carboxylic acids 
NPnEOs Nonylphenol polyethoxylates 
NPs Nonylphenols 
  
O  
OCDE Organisation for economic co-operation and 

development 
OP1EC Octylphenol mono-ethoxy carboxylic acids 
OP1EO Octylphenol monoethoxylate 
OP2EC Octylphenol di-ethoxy carboxylic acid 
OP2EO Octylphenol diethoxylate 
OPmECs Octylphenol polyethoxy carboxylic acids 
OPnEOs Octylphenol polyethoxylates 
OPs Octylphenols 
OSPAR  
  
P  
pb Paire de bases 
PC12 Phéochromocytome de rat 
PCR Polymerase chain reaction 
PE Perturbateur endocrinien 

PEC Predictive environmental concentration 
PKC Proteine kinase C 
PNEC Predictive no effect concentration 
PNETOX Programme national d’Ecotoxicologie 
ppb Partie par milliard 
ppm Partie par million 
  
R  
RT-PCR Reverse transcription & polymerase chain reaction 
RXR Récepteurs X rétinoides 
  
S  
S Duplication de l’ADN (Mitose) 
SCC 1483 Lignée cellulaire humaine de carcinome buccal 
SDS Dodécyl sulfate de sodium 
SMAV Valeur aiguë moyenne pour les espèces  
  
T  
T50 Concentration induisant 50% de toxicité chez l’adulte 
TAE Tampon Tris-acétate-EDTA 
TBT Tributylétain 
TBTO Oxyde de tributylétain 
TES N-Tris (hydroxymethyl) methyl 1-2-

aminoethanesulfonic acid 
TG Tronçon gastrique 
TGDME Triéthylène glycol diméthyl éther 
TNF Tumor necrosis factor 
TPA 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate 
TUNNEL TdT-mediated X-dTUTP Nick End Labelling 
  
U  
U.S.EPA United states Environmental Protection Agency 
UV Ultra-violet 
  
V  
V Volume 
v/v Volume/Volume 
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Introduction 

INTRODUCTION 
 

L’environnement est le réceptacle de polluants d’origines diverses dont les effets sont en 

général connus à court terme, mais rarement sur le long terme comme les effets sur la 

reproduction et le développement. Les tests in vivo existant pour la toxicité sur le développement 

sont longs, laborieux, chers et incompatibles avec le besoin rapide de détection du potentiel 

toxique des substances. Les essais sur la reproduction ne sont requis que pour les substances 

chimiques nouvelles produites à haut tonnage. Il n’y a encore aucune exigence réglementaire de 

cet ordre pour les substances existantes avant 1981, ni d’essai exigé pour identifier un impact sur 

le développement, les mammifères exceptés. 

Des effets délétères induits par les perturbateurs endocriniens (PE)1, ont été observés sur 

le développement, la croissance, la reproduction et le comportement sexuel de différentes 

espèces animales (Ankley et al., 1998) et ont conduit à une intensification des recherches dans ce 

domaine. Les PE peuvent être de différentes natures : hormones de synthèse, pesticides, additifs 

pour plastiques, etc.… et se retrouver dans différents produits d’utilisation courante comme les 

cosmétiques (Gomez et al., 2005). Les alkylphenols, reconnus comme PE (White et al., 1994), 

sont avec leurs dérivés, les alkylphenols polyethoxylates (APEs), utilisés en grande quantité 

comme surfactants dans l’industrie. On les trouve dans la composition de détergents ménagers, 

de peintures ou de pesticides… (Sonnenschein & Soto, 1998). Le nonylphénol (NP) est l’un des 

produits de dégradation des alkylphénols ; il pose des problèmes du fait de sa faible 

biodégradation, son caractère bioaccumulable et sa toxicité (Arukwe et al. 1999; Tyler et al., 

1998). Les concentrations environnementales sont actuellement de l’ordre du µg/L, mais en 

milieux pollués, ces niveaux peuvent atteindre plusieurs centaines de µg/L. Bien que ses 

propriétés de perturbateur endocrinien soient aujourd’hui reconnues, ses mécanismes d’action 

restent à définir. L'un des problèmes actuels est que l’on ne dispose pas de protocoles permettant 

d’identifier des PE et de quantifier leurs effets. 

Dans cette perspective, des organismes aquatiques primitifs (comme les invertébrés) 

semblent être des modèles d’études intéressants. S’ils s'avéraient porter les mêmes récepteurs 

hormonaux que les vertébrés et les mammifères, ils pourraient constituer des organismes 

« sentinelles » des milieux naturels, capables de signaler les contaminations, ou encore des outils 

simples pour en tester l'activité. En réalité, les tests sont nombreux, mais peu portent sur les 
                                                 
1 Agent exogène capable d’interférer avec la synthèse, la sécrétion, le transport, la liaison, l’action ou l’élimination 
des hormones naturelles, qui sont responsables du maintien de l’homeostasie, et interviennent dans la reproduction 
et/ou le comportement (Crisp et al., 1998). 
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invertébrés et le développement. L'interprétation de leurs résultats est parfois controversée 

(Marathe & Thomas, 1990) car insuffisamment sensibles (Henschel et al. 1997). 

 

 Hydra attenuata est un modèle intéressant de par son pouvoir de régénération. Cette 

recherche sur l’hydre s’inscrit dans la logique de cette approche écotoxicologique. L’hydre fait 

partie de l’embranchement des cnidaires, qui sont parmis les premiers individus à organiser leurs 

cellules en tissus et dont dériveront au cours de l’évolution les invertébrés plus évolués et les 

vertébrés (Galliot, 2000). Il est ainsi logique de transposer les mécanismes cellulaires à l’origine 

d’un dysfonctionnement de son développement à d’autres organismes apparus plus tard au cours 

de l’évolution. L’hydre possède au niveau de la colonne gastrique des cellules souches 

mitotiquement actives (Bosch & David, 1984). Sa structure diblastique favorise les échanges 

inter-cellulaires (Schmid et al., 1999), ce qui augmente le potentiel de détection de l’hydre. 

L’hydre, ubiquitaire en milieu dulçaquicole, est facile à maintenir en laboratoire grâce à une 

reproduction asexuée rapide, conduisant à un élevage d’individus génétiquement identiques. Elle 

permet la mise en place d’essais simples et peu chers. 

Son utilisation n’est pas récente et l’hydre a déjà été employée avec succès dans la détection du 

potentiel tératogène de nombreuses substances chimiques (Johnson et al., 1982; Johnson & 

Gabel, 1983). Son utilisation a été élargie à l’environnement et sa sensibilité prouvée dans 

l’étude de la toxicité de divers polluants incluant des pesticides (Kalafatic et al., 1991; Kalafatic, 

1997), des composés œstrogéniques (Pascoe et al., 2002), des métaux (Beach & Pascoe, 1998), 

des substances organiques et inorganiques diverses (Arkhipchuk et al., 2000a, b; Mitchell & 

Holdway, 2000), mais aussi dans la détection de pollutions mixtes des eaux naturelles et des 

effluents (Fu et al., 1991; Blaise & Kusui, 1997). Toutefois, la plupart des recherches restent 

axées sur la survie de l’adulte, peu concernent le développement, même si Johnson et al. (1982) 

ont très tôt jeté les bases d’un essai sur le régénération de l’hydre à partir d’amas cellulaire. 

Dans ce travail nous avons opté pour un « système embryonnaire » plus simple, constitué des 

sections indifférenciées des hydres à partir desquelles l’organisme entier peut se reconstituer. Ce 

modèle a été utilisé pour l’étude de la toxicité du nonylphénol (NP) et de son/ses mécanisme(s) 

d’action. 
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Cette recherche comprend trois grandes parties : 

 

(I) criblage de la toxicité de diverses molécules afin d’évaluer le degré de sensibilité de 

l’hydre et celle des tronçons gastriques (TG). Cette étape a permis d’établir une liste 

prioritaire de substances pouvant poser des problèmes sur le développement et 

d’identifier la toxicité du nonylphénol dans cette catégorie. 

 

(II) étude des effets toxiques du nonylphénol sur le développement (effets sur le long 

terme, anomalies du développement) et de ses mécanismes d’action (induction 

d’apoptose). 

 

(III) étude de l’apoptose chez l’hydre. Influence de l’état physiologique (jeûne) sur le 

niveau basal d’apoptose chez l’hydre et implication des caspases-3. 

 

 

Ce manuscrit comporte: 

 

(i) une analyse bibliographique fractionnée en 4 chapitres : 

- généralité sur la biologie de l’hydre, la régénération/développement. 

- utilisation de l’hydre dans les tests de toxicité. 

- nonylphénol et la problématique des perturbateurs endocriniens. 

- apoptose chez l’hydre et induction par le nonylphénol. 

 

(ii) les matériels et méthodes mis en œuvre pour cette recherche. 

 

(iii) les résultats regroupés dans trois parties consacrées pour l’une, au criblage des substances 

chimiques sur l’hydre et sur le développement (partie I), la deuxième axée sur une 

application du test hydre adulte et embryon impliquant le nonylphénol et l’étude de 

son/ses mécanisme(s) d’action (partie II), la dernière partie axée sur le mécanisme 

apoptotique chez l’hydre (partie III).  
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Synthèse bibliographique 

CHAP. I – ASPECTS GÉNÉRAUX DE LA BIOLOGIE DE L’HYDRE. 

 

Les hydres font partie de l’embranchement des cnidaires ou cœlentérés (environ 9400 

espèces), de la classe des hydrozoaires et de l'ordre des hydroïdes. Ces métazoaires diblastiques2, 

porteurs de nématocystes3, sont pour la plupart des organismes marins (Galliot & Schmid, 2002). 

Ils possèdent une symétrie radiaire et se présentent sous deux formes possibles, le polype 

(phase fixée) et la méduse (phase libre). Les deux feuillets superposés, l'ectoderme et 

l'endoderme, sont séparés par une matrice extra-cellulaire appelée la mésoglée (Fig.1). 

 

I.1. - ECOLOGIE DE L’HYDRE D’EAU DOUCE. 

 

L'hydre d'eau douce est un animal solitaire, peuplant des eaux lentiques peu ou pas 

polluées, et peu profondes (Beach & Pascoe, 1998). Les espèces du genre Hydra se rencontrent 

dans le monde entier, à l'exception des régions froides (Shostak, 2002). Si les conditions du 

milieu deviennent défavorables, l'hydre peut se décrocher de son substrat et se laisser dériver 

pour aller se fixer là où les conditions sont meilleures. 

 

L'hydre est un animal carnivore qui se nourrit de petits métazoaires (comme les daphnies) 

qu'elle paralyse partiellement à l'aide de ses nématocystes3. Après ingestion par l’orifice buccal 

et digestion à l’intérieur du tronçon gastrique, les produits de la digestion sont absorbés par les 

cellules endodermiques qui sécrètent des enzymes protéolytiques, transformant la nourriture soit 

en produits solubles immédiatement absorbables, soit en petites particules qui peuvent être 

phagocytées par les cellules de l'endoderme. Les résidus du repas sont finalement expulsés par la 

bouche grâce à des contractions du corps qui les font remonter et expulser. 

                                                 
2 Les cellules sont disposées en deux feuillets superposés. 
3 Dispositifs venimeux comprenant une vésicule urticante présente chez les cœlentérés et contenant un filament 
enroulé en forme de harpon ; encore appelés cnidocystes. 
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I.2. - MORPHOLOGIE. 

 

Le corps de l'hydre a la forme d'une colonne creuse très souple et déformable, mesurant 

environ 5 à 10 mm de long pour 0,3 à 1 mm de large. La cavité gastrique est simple et sans 

cloison. 

Ce sac allongé peut adhérer à tout support immergé grâce à une sole pédieuse glandulaire 

composé de cellules ectodermiques sécrétant du mucus et permettant les déplacements de 

l'animal. La bouche est située au sommet d'un cône creux (l'hypostome) entouré d'une couronne 

de 5 à 8 tentacules (Shostak, 1978). La bouche, l'hypostome et les tentacules forment la tête de 

l'animal ou hydrante (Fig.2). 

 

 

 
Figure 2. Morphologie d’une hydre d’eau douce. 

 

I.3. - HISTOLOGIE. 

 

Les deux feuillets, l’ectoderme et l’endoderme (Fig.1E), comportent chacun une couche 

unicellulaire (Bode, 1996). Ces deux feuillets sécrètent la mésoglée, substance contenant entre 

autres 95% d’eau, du collagène (Zhang et al, 1994a, b), de la fibronectine (Zhang et al, 1994a, 

b), de la laminine (Sarras et al, 1994) et des protéoglycanes (Zhang et al., 1994a, b). 

 

D'un point de vue quantitatif, les feuillets sont composés d'environ 100 000 cellules 

distribuées en une vingtaine de types cellulaires environ (Martinez, 1998; Müller, 1995b) se 
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différenciant par la taille (Annexe 1). L’hydre est composée de trois lignées de cellules qui ont 

des représentants dans chacun des tissus (Bosch & Fujisawa, 2001). 

Les deux premières lignées épithéliales sont formées par les cellules les plus abondantes 

(David & Campbell, 1972). Ces lignées sont divisées en deux sous-lignées distinctes, l'une 

endodermale, l'autre ectodermale (Fig.3). 

La troisième lignée est interstitielle et fonctionne comme la moelle épinière chez les 

vertébrés, à partir de laquelle va se différencier les cellules sécrétrices et nerveuses, les 

nématocystes et les gamètes (Hager & David, 1997; Steele, 2002). Les nématocystes, de quatre 

types différents (Annexe 2), sont des cellules sensorielles et sécrétrices placées au niveau de 

l’ectoderme des tentacules (Shimizu & Bode, 1995; Stidwill & Christen, 1998). 

 

Les déformations du corps et les déplacements éventuels de l'hydre sont assurés grâce 

aux fibres musculaires lisses situées entre la mésoglée et l’ectoderme/endoderme et coordonnés 

par le système nerveux. Ce dernier est un simple réseau diffus infiltré au travers des tissus de 

l'animal, se densifiant au niveau de la tête et du pied (Teragawa & Bode, 1995; Technau & 

Holstein, 1996; Hager & David, 1997; Bosch & Fujisawa, 2001). Les cellules du réseau neuronal 

combinent des fonctions sensorielles et motrices (Shimizu, 2002). 

 

 

 
Figure 3. Les différentes lignées cellulaires chez l’hydre et leur devenir. 
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I.4. – DEVELOPPEMENT ET REPRODUCTION. 

 

Le développement des cnidaires comporte généralement deux phases successives: 

polype4 et méduse5. Chez l'hydre d'eau douce la phase méduse est absente. 

 

La reproduction sexuée se déroule en automne et en hiver quand les conditions 

environnantes sont défavorables (faible température) ou en période de jeûne (Kuznetsov et al., 

2001). Les hydres sont souvent gonochoriques, c'est à dire que les gamètes mâles (testicules 

situés sous la couronne de tentacules) et femelles (ovaires sous la zone de bourgeonnement) sont 

produits par des individus distincts (Fig.2). La fécondation donne naissance à un œuf, qui va se 

détacher du pied femelle le moment venu. La larve planula ainsi libérée se fixe au substrat où 

elle va croître en attendant de meilleures conditions pour bourgeonner. 

 

Les cnidaires manifestent une très grande aptitude à la multiplication asexuée par 

bourgeonnement (Fig.2), produisant ainsi tous les 3 jours environ, d'autres polypes qui se 

détachent et deviennent autonomes. Cette capacité conduit à la production d’individus avec une 

variation génétique faible (clones) et minimise les variations morphologiques. La nourriture est 

le stimulus le plus important pour le bourgeonnement, plus l’individu se nourrit, plus le taux de 

bourgeonnement augmente. Quel que soit le régime alimentaire, la taille du corps de l’hydre 

reste constante, suggérant qu’elle règle son taux de bourgeonnement plutôt que d’ajuster sa taille 

(Shostak, 1993). 

 

I.5. – RENOUVELLEMENT CELLULAIRE ET CYCLE CELLULAIRE. 

 

L’hydre a une capacité infinie à la prolifération cellulaire à partir de cellules souches 

placées dans sa colonne gastrique (Galliot, 1997). 

Toutes les cellules épithéliales de la colonne sont actives (mitose) (Holstein et al., 1991) 

avec un cycle cellulaire de 72h en moyenne (David & Campbell, 1972). Les cellules épithéliales 

ont une période pré-mitotique (G2) longue et variable, tandis que les phases M et S sont 

constantes (1-1,5 et 10-12h respectivement; Scheurlen et al., 1996). Une des particularités est 

l’absence de phase G1. Les cellules souches des lignées interstitielles ont un cycle cellulaire de 4 

                                                 
4 Phase fixée. 
5 Phase libre. 
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à 30h, tandis que les cellules souches des lignées épithéliales ont un cycle de 2 à 5 jours (David 

& Campbell, 1972; Campbell & David, 1974; Scheurlen et al., 1996). Les cellules dans les 

tentacules et le pied sont arrêtées en phase G2 (Steele, 2002). 

 

Otto & Campbell (1977) ont montré que chez des hydres nourries à raison de 4 à 25 

artémies par jour, toutes les cellules épithéliales ont un cycle cellulaire de même durée (environ 

4 jours). Des hydres nourries avec 4 à 12 artémies par jour sont dans un état d’équilibre où la 

perte de tissus est contrebalancée par leur croissance. Pour une alimentation plus faible (0 à 1 

artémie par jour), la durée du cycle des cellules épithéliales est augmentée à environ 16 jours. La 

perte de tissu n’est pas complètement contrebalancée par la croissance. En conséquence, l’animal 

cesse de bourgeonner et sa taille diminue. 

 

Ainsi, pour maintenir un nombre de cellules plus ou moins constant, l’hydre met en place 

un système équilibré de perte et production cellulaire. La dynamique de croissance des deux 

feuillets de l’hydre, d’une part, engendre un mouvement tissulaire vers la région buccale et les 

tentacules et d’autre part vers le pied en sens opposé. La colonne gastrique, composée de cellules 

souches, peut être assimilée à un blastema (Galliot, 1997; Hager & David, 1997; Alvarado, 2000; 

Takahashi et al., 2000). Ces cellules indifférenciées se distribuent uniformément le long de la 

colonne gastrique, mais sont absentes au niveau de la tête et du pied (Sugiyama, 1994; Teragawa 

& Bode, 1995). Elles migrent vers les extrémités grâce aux mouvements cellulaires où elles se 

différencient (cellules nerveuses, sécrétrices et nématocystes, gamètes (Steele, 2002)). Bien que 

la prolifération cellulaire soit continue (Steele, 2002), le nombre de cellules total reste constant, 

l’hydre éliminant le surplus au niveau de la tête (extrémité des tentacules) et du pied par 

phagocytose (Bosch & David, 1984) et détourne également ce surplus au profit du 

bourgeonnement (Berking, 2003). 

 

La durée moyenne du renouvellement complet d'une hydre est évaluée à un mois, avec un 

temps de doublement des cellules épithéliales d'environ 2,2 à 3,5 jours, mais ceci dépend des 

conditions de culture (Sugiyama, 1994; Bosch & Fujisawa, 2001). 
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I.6. – ÉTAT DES CONNAISANCES SUR LA RÉGÉNÉRATION DE L’HYDRE. 

 

La plupart des espèces animales étudiées en laboratoire sont peu représentatives du 

pouvoir régénérateur du règne animal. En fait, il existe un très grand nombre d'animaux, même 

évolués, capables de provoquer ce type de processus (Alvarado, 2000; Löwenheim, 2003). 

L’hydre reste l’animal le plus étonnant du point de vue de la régénération car elle possède 

une architecture corporelle relativement simple (un seul axe) et une structure dynamique qui 

assure un renouvellement constant des cellules (Müller, 1996a). C’est pourquoi le 

développement et la régénération ont été intensivement étudiés chez ce métazoaire (Lohmann et 

al., 1999). L'ensemble des résultats expérimentaux acquis depuis le 18ème siècle suggère que le 

comportement des cellules dépend d'échanges permanents de signaux intercellulaires. Ces 

échanges contribuent au maintien et à la reconstitution du schéma d'organisation de l'hydre, 

malgré le renouvellement constant de la totalité des cellules. Les recherches ont ainsi conduit les 

scientifiques à identifier les molécules impliquées dans la morphogenèse régénératrice, à 

élaborer des modèles de développement et à étudier différents gènes mis en jeu. 

 

I.6.1. – Les différentes étapes des processus de régénération. 

 

La régénération chez l'hydre peut être initiée soit à partir d’une pièce excisée d’un 

individu (Fig.4a,b; Berking, 1997), soit à partir de cellules dissociées et ré-agrégées en amas 

(Fig.4c; Gierer et al., 1972). Dans la nature, il existe différents cas pour lesquels un processus de 

régénération est indispensable comme après une amputation ou pour le bourgeonnement. 

 

Une pièce de tissu correspondant approximativement à 1% du polype normal, soit 

environ 150 à 300 cellules épithéliales, peut se régénérer (Bode & Bode, 1980; Bode & Bode, 

1984a; Bode et al., 1988; Shimizu et al., 1993). Après amputation de la tête et du pied, l’animal 

pourra reformer les tissus manquants en 4 à 7 jours, temps variable en fonction de la taille 

initiale (Bode & Bode, 1984b; Shimizu et al., 1993). En dessous de cette quantité de cellules, la 

régénération n’a pas lieu (Bode & Bode, 1980). Le bourgeonnement est également représentatif 

de la régénération. Celui-ci commence par l’apparition d’une protusion sur la colonne gastrique 

du pied mère. Le bourgeon croit en recrutant les cellules excédentaires du pied mère et par 

multiplication cellulaire dans ce tissu. Les jeunes et petits animaux ne peuvent bourgeonner 

(Berking, 2003). Il faut environ 2,5 jours pour qu’un bourgeon se détache du pied mère (Shostak, 

1979). 
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On appelle ré-agrégation la régénération d’une hydre complète à partir d'un amas de 

cellules agglomérées, dans lequel un nouvel ordre est rapidement établi par des processus 

d'activation de tri cellulaire et de reconnaissance (interactions homotypiques entre cellules 

ectodermiques, entre cellules endodermiques, puis interactions hétérotypiques), suivi de 

réarrangement et d'adhésions cellulaires (Kishimoto et al., 1996; Takaku et al, 1999; 2000; 2005; 

Hobmayer et al., 2001). Il en résulte la formation d'une petite sphère bicouche avec au centre une 

cavité remplie de liquide. En un jour l'amas cellulaire a acquis la structure basique de l'hydre 

(Chun et al., 1983a). Il s’en suivra la régénération des différentes structures, la tête commençant 

à apparaître après 3 jours (Fujisawa, 2003) et le pied un jour plus tard (Kishimoto et al., 1996; 

Grens et al., 1999). Selon les auteurs, l'adulte se reformera dans sa totalité en 3 à 7 jours (Zhang 

et al., 1994a; Fu et al., 1994). Enfin les différents polypes se séparent. Un développement est 

considéré anormal si l'amas cellulaire n'a pas formé de tête et de tentacules après 96h de 

formation (Zhang et al., 1994b). Des jonctions se développent entre les cellules épithéliales après 

24h de formation et empêchent l'introduction de macromolécules du milieu environnant dans la 

mésoglée (Zhang et al., 1994b). 

 

I.6.2. – Aspect cellulaire de la régénération et notion de substances morphogènes. 

 

Durant les premières heures de la régénération basale et apicale, la différenciation et la 

détermination des cellules nerveuses sont le premier événement cellulaire détectable (Galliot, 

1997). Chaque régénération est précédée par une cicatrisation des tissus lésés. La cicatrisation est 

achevée à la 6ième heure. L’organogenèse débute dès la 48ième heure, sans qu’il y ait formation du 

blastème (morphallaxie6). 

 

Il y a 30 ans, Lewis Wolpert introduisait le concept d'information sur la position selon 

lequel les cellules à l'intérieur d'un système de développement sont informées de leur position 

(Weinziger et al., 1994). Une des étapes durant le développement est l'établissement de l'axe du 

corps. Chez certains organismes cet axe est établi durant l'oogenèse. Chez l'hydre, un nouvel axe 

apico-basal est établi chaque fois que le pied mère bourgeonne (Schiliro et al., 1999). 

Différents modèles basés sur la diffusion de substances ont été proposés pour établir et 

maintenir la polarité de l'axe (Gierer & Meinhardt, 1972). Des expériences de greffes (Müller, 

                                                 
6 Régénération par remodelage de composants corporels pré-existants (Alvarado, 2000). 
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1996b; Javois & Bessette, 1996; Berking, 1997; 2003; Broun & Bode, 2002) suggèrent 

l'existence d'une (ou plusieurs) substance(s) présente(s) dans le greffon, capable(s) d'activer la 

formation d'une tête. Les différentes pièces de tissus provenant de diverses parties du corps, 

montrent des capacités variables à régénérer une tête ou un pied quand ils sont greffés sur un 

hôte. La variation d'induction selon l'origine topographique du greffon conduit à l'hypothèse 

d'une variation quantitative, selon l'axe apico-basal, d'une substance activatrice. Ce qui est 

observé pour l'induction de têtes l'est symétriquement sur l'axe apico-basal pour l'induction de 

pieds. D'autres résultats suggèrent l'existence d'un processus d'inhibition de l'induction de la tête 

ou du pied (Schiliro et al, 1999; Zeretzke & Berking, 2001). 

Ainsi, il existe des gradients de substances d'activation et d'inhibition de processus de 

différenciation, distribués le long de l'axe apico-basal (Endl et al., 1999). Il en résulte que la 

régénération de la tête et du pied vont être deux phénomènes indépendants (Cardenas et al, 

2000). Le bourgeonnement se situe entre ces deux systèmes d'organisation, approximativement 

au 2/3 du corps à partir de la tête. La tête et le pied influencent le bourgeonnement, activé après 

décapitation et inhibé après greffe d’une tête près de la zone de bourgeonnement. En résumé, la 

présence de la tête va inhiber le bourgeon tandis que le pied permet la formation de celui-ci. 

(Schiliro et al., 1999). 

 

I.6.3. – Aspects moléculaires de la régénération. 

 

On connaît peu de chose sur la signification biologique et les mécanismes moléculaires 

de la régénération chez l’hydre, mais quelques aspects principaux ont pu être définis (Endl et al., 

1999). La majorité des molécules impliquées dans le modèle de formation des cnidaires 

apparaissent être des peptides (Harafuji et al., 2001) qui induisent la régénération, la 

différenciation, comme la reproduction asexuée (Hoffmeister, 1996; Alvarado, 2000; Bosch & 

Fujisawa, 2001). Les peptides (environ 1000) comportent quelques neuropeptides (Yum et al., 

1998; Hansen et al., 2000; Takahashi et al., 2000), les autres proviennent de cellules épithéliales 

(Takahashi et al., 1997; Bosch & Fujisawa, 2001; Harafuji et al., 2001; Fujisawa, 2003). Ces 

molécules contrôlent des processus biologiques divers comme les contractions musculaires, la 

différenciation des neurones et la mise en place du gradient de concentrations, indiquant la 

position des cellules (Bosch & Fujisawa, 2001). 

 

Au niveau biochimique, trois peptides ont été identifiés (Galliot, 1997), dont un 

activateur céphalique (AC). L’AC accélère la régénération apicale en stimulant la division des 
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cellules épithéliales (Hoffmeister, 1996; Hobmayer et al, 1997) et augmente le taux de 

bourgeonnement et la formation des tentacules (Hobmayer et al., 1997; Grens et al., 1999). L’AC 

est maintenu dans des granules de stockage formant un gradient de la tête vers le pied de l'animal 

(Galliot et al., 1995 ; Fig.5). Il a été montré qu’une faible concentration de AC agit comme un 

facteur de croissance en forçant les cellules indifférenciées à entrer en phase G2 et à se diviser. 

Une forte concentration de AC est un signal pour la détermination et la différenciation des 

cellules nerveuses et des cellules épithéliales spécifiques de la tête. Ce facteur inhibe la 

formation d’une tête dans le voisinage immédiat de la région céphalique, cette action diminuant 

avec la distance et définissant un gradient. Cet activateur céphalique active la voie de 

signalisation de l'AMP cyclique (Fenger et al., 1994; Galliot et al., 1995; Galliot, 1997) en 

augmentant l'AMPc intracellulaire, ce qui active la protéine kinase A. Mais l'activateur 

céphalique est contrebalancé par un inhibiteur céphalique (IC). Une décapitation provoque une 

baisse de l’IC et une augmentation simultanée de l’AC (Shimizu & Sugiyama, 1993). 

Deux peptides, appelés pédine et pédibine (Hoffmeister, 1996) ou activateurs du pied 

(AP), accélèrent la régénération basale (Hoffmeister, 1996; Galliot, 1997; Grens et al., 1999; 

Kumpfmüller et al., 1999; Hoffmeister-Ullerich, 2001). Pédine augmente également le taux de 

prolifération des cellules interstitielles et la différenciation neuronale (Hoffmeister, 1996). Ces 

peptides forment également un gradient de concentration au niveau du corps de l’hydre qui 

diminue du pied vers la tête (Fig.5). 

 

Les concentrations en AC et AP contenues dans les cellules sont indicatrices de leur 

position dans le corps de l’hydre. Cette valeur de concentration indiquant la position peut être 

faussée en présence de certaines substances. La valeur est « augmentée » par un traitement des 

tissus avec des activateurs de la protéine kinase C (PKC) comme le diacylglycerol (Müller, 1989; 

Müller, 1995a, b; Müller et al., 1998), le 12-O-tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA) et la 

verrucosin B (Galliot, 1997)) qui ont la même action que l’AC. Ces substances provoquent la 

formation de têtes surnuméraires le long de la colonne gastrique et inhibent la formation de 

bourgeon. Le lithium (1mM) cause l'apparition de pieds surnuméraires le long de la colonne en 

bloquant certaines enzymes du système phosphatidyl inositol-PKC (Weinziger et al., 1994; 

Galliot et al., 1995; Berking, 1997), tout en supprimant la régénération de la tête et le 

bourgeonnement. Dans tous les cas, une modification dans le métabolisme des inositol 

phosphates peut être responsable d’altérations de la formation de l’hydre. 
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I.6.4. – Aspects génétiques de la régénération. 

 

Malgré leur position dans l’arbre phylogénique (Fig.6), les cnidaires expriment durant la 

morphogenèse un grand nombre de gènes qui sont apparentés à ceux du développement chez les 

bilatéraux (Galliot, 2000). 

 
Figure 6. Position et diversification du phylum des cnidaires. 

 

Parmi eux, citons les gènes impliqués dans les processus physiologiques ou dans le 

développement des tissus suivants: 

 

- l’axe antéro-postérieur (cnox-2 (Shenk et al., 1993a,b), cnox-3 (Bode, 2001), CnOtx 

(Smith et al., 1999), HyBra1 (Technau & Bode, 1999), Frizzled (Minobe et al., 2000)); 

- la tête (Ks1 (Weinziger et al., 1994), ras2 (Bosch et al., 1995), Cngsc (Broun et al., 

1999), Budhead (Martinez et al., 1997), prdl-a et prdl-b (Gauchat et al., 1998), HyAlx 

(Smith et al., 2000), CREB (Galliot et al., 1995); 

- le pied (CnNK-2 (Grens et al., 1996); 

- l’apoptose (Casp3A, B (Cikala et al., 1999)). 

 

Bien que ces gènes soient hautement conservés chez la plupart des métazoaires, les fonctions 

sont parfois différentes. D'autres gènes isolés chez Hydra ont montré une expression contrôlée 

précisément durant le développement, mais ne sont pas reliés à des gènes connus chez les 

métazoaires évolués (Lohmann et al., 1999). 
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CHAP. II – UTILISATION DES HYDRES ADULTES ET EMBRYONS 

ARTIFICIELS DANS DES TESTS DE TOXICITÉ. 

 

Johnson E.M. a été l’un des précurseurs de l’utilisation de l’hydre, à l’état adulte et 

embryonnaire, dans des tests de toxicité et de tératogénicité. Il a ainsi testé une centaine de 

substances de diverses catégories et comparé les résultats à ceux obtenus chez les mammifères 

(Johnson et al., 1988 ; Table 1). 

 

Certains auteurs considèrent que l’hydre n’est pas un modèle représentatif des effets 

métaboliques chez les mammifères, du fait des variations de toxicité liées aux différences dans 

les schémas métaboliques. Cependant, comme l’hydre se régénère par morphallaxis, sa 

régénération et la régulation du processus sont caractéristiques de tous les embryons à certaines 

étapes de leur développement, et les mécanismes de contrôle impliqués persistent probablement 

dans la période d’organogenèse et au-delà (Wilby, 1988). 

 

D’autres auteurs ont prouvé que l’hydre est sensible à divers polluants (Blaise & Kusui, 

1997; Kalafatic, 1997; Beach & Pascoe, 1998; Pardos et al., 1999; Fu et al., 1991; 1994; 

Arkhipchuk et al., 2000a; Mitchell & Holdway, 2000; Pascoe et al., 2002; Holdway, 2005). 

Cependant, les avis sont partagés quant à cette sensibilité. Selon Vaal et al. (1997), l’hydre est 

sensible principalement aux composés organiques, moins aux métaux, voire pas du tout sensible 

au zinc (Arkhipchuk et al., 2000b). D’autres estiment que l’hydre est particulièrement sensible 

aux métaux et que le test hydre possède une bonne reproductibilité (Castillo et al., 2000a, b; 

Castillo & Schäfer, 2000; Diaz-Baez & Perez, 2000; Pica-Granados et al., 2000) : l’hydre 

arriverait en troisième position des espèces sensibles (toxicité aiguë) après Oncorhynchus mykiss 

et Daphnia magna, mais avec une sensibilité très proche de cette dernière espèce (Castillo et al., 

2000a). 

 

Enfin, une troisième catégorie de travaux montre l’hydre comme l’une des espèces 

d’invertébrés les plus sensibles après D. magna pour des substances organiques et inorganiques 

confondues. Beauregard & Ridal (2000) vont même jusqu’à trouver les tests hydre et daphnie 

redondants, le choix d’un seul suffirait dans la création d’une batterie de tests, contrairement à 

Ronco et al. (2000) qui considèrent ces deux tests complémentaires. Pardos et al. (1999) a 
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démontré la sensibilité plus élevée du test hydre comparé au test Microtox®7, dans l’étude de la 

toxicité aiguë d’eaux usées. 

 

II.1. – RATIO A/D. 

 

Les relations quantitatives entre les niveaux toxiques d’exposition chez l’embryon et les 

niveaux toxiques d’exposition chez les adultes ont été utilisées comme index de risque pour le 

développement. L’index le plus fréquemment utilisé est le ratio A/D (Setzer & Rogers, 1991).  

Le ratio A/D est le quotient calculé à partir de la valeur de toxicité obtenue chez l’adulte 

(i.e. NOAEL, LOAEL, CL50), sur la même valeur de toxicité obtenue chez l’embryon (D pour 

développement). 

 

Johnson (1998) préconise, pour établir le ratio A/D, d’utiliser la valeur de NOEL (« no-

observed-effect level ») plutôt que la valeur de LOEL (« lowest-observed-effect level »).  

Le ratio est un indicateur intéressant et facilement calculable. Quand le ratio A/D=1, la 

substance présente une toxicité à des concentrations équivalentes chez l’adulte et l’embryon. Un 

ratio A/D <1 suggère que la substance testée est plus toxique pour l’adulte. A l’inverse, un ratio 

A/D >1 suggère que la substance perturbe le développement de l’embryon sans exercer de 

toxicité chez l’adulte pour la même concentration (effet sélectif sur le développement). Johnson 

et al. (1987) recommandent que les composés avec un ratio A/D ≥ 3 chez l’hydre en pre-

screening, doivent être étudiés en seconde étape sur un vertébré, voire un mammifère dans la 

perspective d’identifier des effets tératogènes chez l’homme. 

 

II.2. - COMPOSÉS ŒSTROGÉNIQUES. 

 

Bien que ces composés figurent parmi nos préoccupations majeures, peu ont encore été 

testés chez l’hydre. Le projet européen (IDEA) a eu pour objectif d’évaluer les effets des 

perturbateurs endocriniens chez les invertébrés aquatiques (Segner et al., 2003). Les invertébrés 

étudiés dans ce projet incluent Hydra vulgaris (cnidaire), Gammarus pulex (crustacé), 

Chironomus riparius (chironomidé), Hyalella azteca (crustacé) et Lymnaea stagnalis 

(mollusque). Les animaux sont exposés a des perturbateurs endocriniens types : 17α-

ethinylestradiol (EE2), bisphenol A (BPA) et octylphénol. L’approche générale mise en œuvre 

                                                 
7 Méthode de détermination de l’inhibition de la bioluminescence émise par V. fisheria. Les substances toxiques 
susceptibles d’être présentes dans un milieu induisent une diminution de l’intensité lumineuse des bactéries. 
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repose sur des critères de réponse physiologiques comme le comportement, le développement, la 

reproduction et les caractéristiques du cycle de vie. L’approche moléculaire n’est pas abordée. 

Les paramètres examinés chez l’hydre sont la régénération de sections gastriques et le 

développement sexué (Pascoe et al., 2002). 

 

Le BPA et le EE2 sont connus pour avoir un effet œstrogène chez le poisson. La mortalité 

chez l’hydre est apparue pour de fortes concentrations et les valeurs de LC50-96h sont de 3,8 et 

6,9 mg/L pour le EE2 et le BPA, respectivement. La structure et la physiologie du polype sont 

affectées pour des concentrations de 58 µg/L (EE2) et 42 µg/L (BPA). Des concentrations de 150 

µg/L de EE2 et 460 µg/L de BPA inhibent la régénération, tandis que la reproduction sexuée est 

affectée pour 500 µg/L (EE2) et 0,5-4 mg/l (BPA) (Pascoe et al., 2002; Fukuhori et al., 2005). 

Ces résultats suggèrent que les processus de signalisation impliqués dans le contrôle et la 

régulation des mouvements cellulaires et de la différenciation durant le développement, la 

régénération et la reproduction sexuée, ne seraient pas perturbés par des polluants œstrogéniques 

aux concentrations environnementales. Cependant il est possible que d’autres processus 

physiologiques, non évalués dans cette étude, soient sensibles à ces molécules. 

 

Le nonylphenol a également été testé chez l’hydre pour sa cytotoxicité. Arkhipchuk et al. 

(2000a) ont déterminé d’un point de vue qualitatif que cette substance n’avait pratiquement pas 

d’effet sur différents paramètres nucléaires. L’hydre semble être dans cette étude l’espèce la 

moins sensible pour ce produit, mais les auteurs comparent leurs résultats à des essais sur plantes 

(Lactuca sativa 5j-germination, Allium cepa 72h -élongation des racines). 

 

II.3.- MOLÉCULES PHARMACEUTIQUES. 

 

Les produits pharmaceutiques diffèrent des autres polluants des milieux aquatiques par 

deux points : (i) ils sont actuellement conçus pour avoir des effets bénéfiques sur des systèmes 

biologiques, chez l’homme et les mammifères, en modifiant les fonctions 

physiologiques/biochimiques, et (ii) contrairement à beaucoup d’autres polluants, les produits 

pharmaceutiques sont continuellement introduits dans les milieux aquatiques du fait de leur 

utilisation en médecine humaine et/ou vétérinaire ; leurs origines, les voies d’administration, 

leurs modes d’action et leurs devenirs dans l’environnement sont très divers (Fig.7). Bien que 

certaines de ces molécules soient utilisées spécifiquement pour l’homme, elles peuvent amener 

des changements chez d’autres espèces avec lesquelles elles pourraient entrer en contact. 
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Plusieurs études récentes ont montré la présence de substances médicamenteuses et/ou de leurs 

métabolites dans les effluents municipaux et dans les eaux de surfaces (Halling-Sorensen et al., 

1998; Ternes, 1998; Kolpin et al., 2002; Carballa et al., 2004; Servos et al., 2005). Les hôpitaux 

sont également reconnus pour être une source de relargage de ces polluants dans les milieux 

aquatiques, certains effluents hospitaliers manifestant même des propriétés génotoxiques 

(Jolibois et al., 2003; Jolibois & Guerbet, 2005). 

Bien que certains médicaments n’aient été détectés dans l'environnement qu’à des 

concentrations pouvant aller du ng/L au µg/L (Table 2), leur rejet en continu confère un caractère 

persistant à l’exposition de ces substances qui posent de réels problèmes environnementaux. 

Hors programmes de recherche, il n’existe pas encore de surveillance systématique pour évaluer 

le devenir de telles substances dans l’environnement. Bien que la liste de ces substances ne cesse 

d’augmenter, tous leurs effets potentiels sur la vie aquatique n’ont pas encore été mis en 

évidence (Oetken et al., 2005). La question se pose donc de leurs effets adverses sur la survie des 

invertébrés d'eau douce et sur la structure des populations, surtout sur leurs effets sublétaux 

plutôt que létaux à long terme. 

 

Table 2. Concentrations environnementales (µg/L) dans les eaux douces de différentes 

molécules médicamenteuses. 

Composé actif Concentrations (µg/L) Références 
Acebutolol <0,01-0,13 Andreozzi et al., 2003 
Amoxicillin 0,024 pour revue dans Laville et al., 2004 
Carbamazépine 0,3-6,3 Andreozzi et al., 2003; Tixier et al., 2003; pour revue 

dans Laville et al., 2004 
Clofibrate 0,46-7,3 pour revue dans Laville et al., 2004 
Diclofénac 0,0062-5,45 Weigel et al., 2002; Andreozzi et al., 2003; Koutsouba 

et al., 2003; Tixier et al. 2003; pour revue dans Laville 
et al., 2004 

Fénofibrate 0,02-0,16 Andreozzi et al., 2003; Tixier et al., 2003; pour revue 
dans Laville et al., 2004 

Fluoxétine 0,012-0,540 Kolpin et al., 2002 
Ibuprofène 0,02-7,11 Andreozzi et al., 2003; Boyd et al., 2004 
Propranolol 0,01-0,59 Andreozzi et al., 2003; pour revue dans Laville et al., 

2004 
Sulfaméthoxazole 0,01-6 Hirsch et al., 1999; Andreozzi et al., 2003; pour revue 

dans Laville et al., 2004 
Triclosan 0,001-16,6 McAvoy et al., 2002; Boyd et al., 2003, 2004 
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L’hydre est utilisée depuis plus de 10 ans dans l’étude de ces composés médicamenteux 

(Trottier, 1996). Deux substances modèles, la colchicine et la colcémide, connues comme 

poisons du fuseau mitotique, sont fréquemment employées dans des études chez Hydra où leur 

aptitude à bloquer la mitose a été démontrée (Corff & Burnett, 1969). Elles permettent la 

régénération de pied et causent un inversement de la polarité durant la régénération (1h à 0,01%). 

La colchicine inhibe la régénération de la tête (Sturtevant et al., 1951; Ham & Eakin, 1958; 

Shostak & Adams, 1975). Shostak & Adams (1975) ont testé les effets de la colchicine et de la 

colcémide sur des animaux greffés. Une ou plusieurs sections des animaux (Hydra viridis) ont 

été exposées à ces molécules avant d'être greffées. Un traitement avec la colcémide empêche la 

formation du pied mais également le détachement du bourgeon. Il en résulte une « hydre à deux 

têtes » : la tête du pied mère plus la tête du bourgeon. 

Tammariello (1969) a montré que d'autres inhibiteurs de la division cellulaire (colchicine, 

phleomycin, actinomycin D) empêchent l'incorporation de thymidine tritié dans des homogénats 

d'hydre, et causent ainsi la formation de double tête due à la rétention des bourgeons. 

 

La vinblastine, autre poison du fuseau mitotique et substance tératogène connue (A/D 

ratio = 45 ; Johnson & Gabel, 1983), est un alcaloïde antimitotique dont la plupart des activités 

biologiques sont généralement attribuées à son aptitude à se lier spécifiquement avec la tubuline. 

Chun et al. (1983b) ont étudié les effets de la vinblastine (3 mg/L) sur des embryons artificiels de 

cellules d’hydres ré-agrégées, à différents stades de développement. Ils ont montré que le 

développement était normal durant les tout premiers stades. Après 1 jour de développement, 

l’embryon commence à enfler et former un épithélium d’épaisseur irrégulière et élimine la masse 

centrale de cellules résiduelles. Finalement l’épithélium perd les cellules interstitielles et 

commence à se vacuoler comme si la dissolution de l’embryon commençait. Il n’y a pas d’études 

publiées sur la vinblastine ou ses effets sur les microtubules chez l’hydre. 

Cependant Burns (1973), montre que la liaison de la colchicine aux tubulines est faible 

chez les organismes primitifs. Ceci corrobore le fait que les concentrations de vinblastine 

utilisées par Chun et al. (1983b) pour perturber le développement normal de l’embryon d’hydre 

sont plus importantes que celles nécessaires pour causer un développement anormal chez le 

hamster ou le rat. De plus, l’observation d’un retard de formation de la mésoglée chez les hydres 

traitées indique que la vinblastine affecte la membrane et l’adhésion cellulaire, secondairement à 

l’inhibition des activités de synthèse. 
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Selon Wilby (1988) les acides rétinoiques semblent particulièrement toxiques pour 

l’hydre (I50-96h8 = 0,4 µg/mL ; T50-96h8 = 0,5 µg/mL). Les inhibiteurs de mitose comme la 

vinblastine (I50-96h = 18 µg/mL ; T50-96h = 120 µg/mL), colchicine (I50-96h = 400 µg/mL ; 

T50-96h = 2000 µg/mL) et l’hydroxyurée (I50-96h > 1000 µg/mL ; T50-96h > 1000 µg/mL) 

sont significativement moins toxiques pour l’adulte et le développement chez l’hydre que chez 

les mammifères. 

 

Enfin, Pascoe et al. (2003) ont testé dix substances médicamenteuses (ibuprofen, 

paracétamol, acide acétylsalicylique, amoxicilline, bendrofluméthiazide, furosémide, atenolol, 

diazepam, digoxin, amlodipine) sur des hydres adultes, le bourgeonnement et la régénération de 

tronçons gastriques. Les expositions aiguës et chroniques indiquent que ces substances ne 

présentent pas de risque létal ou d'effet affectant la prise alimentaire ou la formation des 

bourgeons à des concentrations de 1 mg/L. Cependant ils ont montré que le diazepam, la digoxin 

et l’amlodipine peuvent inhiber la régénération des polypes à 10 µg/L. 

 

II.4.- ETHERS DE GLYCOL. 

 

Les principaux organes cibles des éthers de glycol sont le système nerveux central et le 

système hématopoïétique. Les perturbations de ces deux systèmes ont été rapportées pour 

l'éthylène glycol monométhyl éther (EGME). La toxicité et les effets sur le développement de 

plusieurs éthers de glycol ont été largement étudiés in vivo chez différentes espèces de 

mammifères (Multigner et al., 2005). Différentes voies d'expositions (orale, dermique, par 

inhalation) ont été testées, chacune étant une voie d’absorption fréquente en milieu professionnel 

en particulier, mais aussi au niveau domestique (Johanson, 1999; Multigner et al., 2005). 

Une toxicité sur le développement a été rapportée pour l'EGME, l'éthylène glycol 

monoéthyl éther (EGEE), et l'éthylène glycol monobutyl éther (EGBE) chez les rongeurs et les 

lapins, tandis que le diéthylène glycol monoéthyl éther (DEGEE) n'a aucun effet sur la 

reproduction des souris (Johanson, 1999). 

 

Bowden et al. (1995) ont testé quatre éthers de glycol (EGME, EGEE, EGBE, DGEE) et 

deux dérivés (acide éthylène glycol tetra-acetic (EGTA), éthylène glycol monosalicylate (EGS)) 

                                                 
8 I50 : concentration induisant 50 % d’inhibition pour le tronçon gastrique (score 5). T50 : concentration induisant 
50% de toxicité chez l’adulte (score5). 
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sur l'hydre adulte et la régénération d'un TG (Table 3), ainsi que sur la culture d'embryon de rat. 

Ils ont montré que la toxicité sur la survie des hydres adultes et la régénération des TG de ces 

substances suivaient l’ordre décroissant suivant :  

 

-  pour la survie de l’hydre adulte : EGTA > EGS > EGBE > EGEE > DGEE > EGME 

- pour la régénération des TG : EGTA > EGS > EGBE > EGEE > DGEE = EGME 

- pour la viabilité des cellules embryonnaires de rat : EGS > EGBE > EGTA > EGEE = 

EGME > DGEE 

 

Ceci montre que l’embryotoxicité augmente avec le nombre de carbone de la chaîne 

alkyl. La voie métabolique principale des éthers de glycol est l'oxydation par la voie du système 

alcool et aldéhyde déhydrogénase. L’auteur conclut peut-être hâtivement que cette voie 

métabolique peut être présente chez l’hydre, et ne tient pas compte de la toxicité de la substance 

initiale. Cette étude a permis de montrer que l’hydre peut prédire à la fois la toxicité chez 

l’adulte et chez l’embryon d’un même composé. 

Johnson et al. (1984) avaient déjà évalué les effets tératogènes potentiels des éthers de 

glycol (Table 3). Dans leur cas, l’embryon utilisé était un agrégat cellulaire et ils ont montré que 

la toxicité sur la survie des adultes et le développement des embryons suivait l’ordre décroissant 

suivant : 

 

- pour la survie de l’hydre adulte : EGEEA > EGMEA > DEGBE > DEGEE > 

DEGME = EGEE > EGME 

- pour le développement des amas cellulaires : EGPhE > DEGBE > EGEEA > 

EGMEA > EGBE > EGEE > DEGEE > DEGME > EGME. 

 

Quatre substances étudiées en commun (EGME, EGEE, EGBE et DEGEE) permettent de 

faire une comparaison des deux systèmes embryonnaires. Pour les deux types d’embryons, la 

toxicité est décroissante pour : EGBE > EGEE > DGEE > EGME. Cependant, une comparaison 

des ratios A/D mets en évidence une sensibilité plus importante de l’amas cellulaire pour 

l’EGEE, l’EGBE et le EGBE. Bien que l’EGEE présente un ratio A/D de 5 (déterminé à partir 

des MEC : minimal effective concentration ; Johnson et al., 1984), la plupart des 14 composés 

testés ne causent pas d’effets spécifiquement embryotoxiques. L’EGEEA est plus toxique que 
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l’EGEE, mais ne montre pas d’effet sélectif sur l’embryon. Wang et al. (1991) expliquent que 

l’hydre est incapable de convertir l’EGEEA en EGEE car l’activité carboxyl-estérase est absente, 

mais convertit l’EGEE en acide éthoxyacétique (EA) via l’activité alcool dehydrogénase. Ceci 

indiquerait que la toxicité de l’EGEEA ne s’explique pas uniquement par la formation de 

l’EGEE. 

 

II.5. - EFFETS DES SOLVANTS. 

 

L’utilisation du DMSO à faible dose (50 µL/mL durant 30 min) est une méthode de 

perméabilisation permettant d’introduire des macromolécules (ex. un anticorps) entre les cellules 

épithéliales de l’hydre (Zhang et al., 1994a). 

Bolzer et al. (1994) ont cherché à connaître les effets du DMSO sur l’intégrité et la 

morphologie des cellules. Ils ont noté qu’une brève exposition (1h) d’un polype Hydra 

magnipapillata à 2-5% de DMSO (dans du milieu hydre à 4°C), cause des changements 

drastiques de la morphologie des cellules épithéliales avec production de cellules rondes et de 

nombreuses protubérances, bien que ce traitement n’ait aucune incidence sur la survie. La 

membrane cellulaire cependant apparaît ne pas être perturbée et les sites de pénétration des 

macromolécules ne sont pas détectés. Un lavage des hydres traitées dans du milieu hydre permet 

de revenir à une morphologie normale des cellules. Ces effets sont réversibles mais l’explication 

de la sensibilité au DMSO reste à apporter. 

Johnson & Gabel (1983) déterminent un ratio A/D de 2 chez l’hydre pour le DMSO. 

 

Pour l’utilisation de tiers solvant dans les tests de toxicité, différentes recommandations 

ont été faites. L’U.S EPA (1975) indique une limite maximale acceptable de 0,05% (500 ppm) 

dans les tests de toxicité aiguë et 0,01% (100 ppm) dans les tests de toxicité chronique. Le guide 

OCDE (1981) recommande que la concentration de solvant n’excède pas 100 mg/L (100 ppm) 

dans les essais in vitro (Okumura et al., 2001). Certains auteurs (Johnson et al., 1988; Davies & 

Freeman, 1995) déterminent cette limite spécifiquement pour le test hydre à 1% (v/v) pour 

l’éthanol et 0,5% (v/v) pour le DMSO. 

 

II.6. – MÉTAUX. 

 

Beach & Pascoe (1998) ont montré que l’hydre (survie) était particulièrement sensible au 

cadmium et au cuivre et qu’elle répond pour des concentrations similaires à celles induisant un 
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effet chez G. pulex et D. magna. L’hydre est encore plus sensible si l’on considère comme critère 

sa capacité à se nourrir. Pollino & Holdway (1999) ont testé la toxicité du sulfate de cuivre (II) 

pentahydraté sur deux populations d’hydres (H. vulgaris, H. viridissima qui vit en symbiose avec 

une algue) dans des tests de toxicité aiguë (96h) et sub-chronique (7j). Ils ont montré que le 

cuivre était hautement toxique pour les deux espèces, bien que H. viridissima (CL50-96h = 8.5 

µg/L) soit plus sensible à une exposition aiguë que H. vulgaris (CL50-96h = 26 µg/L). Cette 

sensibilité plus élevée peut être le résultat d’une atteinte des algues par le cuivre qui est un 

algicide. L’étude de toxicité sub-chronique évalue pour les deux espèces une LOEC-6j de 8 

µg/L, basée sur la reproduction asexuée de la population. Ils montrent que les valeurs obtenues 

sont comparables à celles observées dans la littérature pour la plupart des invertébrés et 

concluent que l’hydre est un organisme approprié à l’étude de la toxicité des substances 

inorganiques, plus que pour des composés organiques. 

Karntanut & Pascoe (2000; 2002) ont testé le cuivre, le cadmium et le zinc sur H. 

vulgaris, afin de comparer les mesures conventionnelles de toxicité aiguë à celles obtenues en 

mesurant les changements progressifs de la morphologie de l’animal décrits par Wilby (1988). 

Ils démontrent que le calcul de la toxicité par les changements morphologiques donne plus 

d’informations sur la toxicité en fonction des niveaux d’exposition que la simple mesure de 

viabilité. C’est également un indicateur plus sensible de toxicité puisque les changements 

morphologiques peuvent être détectés pour de faibles concentrations. La méthode permet 

également d’étudier la réversibilité des effets, après un stade avancé de toxicité, ce qui 

représenterait un cas de pollution épisodique.  

 

II.7. - PESTICIDES. 

 

Les études divergent quant à la sensibilité de l'hydre vis-à-vis des pesticides. Diaz-Baez 

& Perez (2000) ont montré la faible sensibilité de l’hydre vis-à-vis des insecticides 

organochlorés (Aldrin, DDT), contrairement à Lum et al. (2003) qui démontrent sa sensibilité à 

divers insecticides organophosphorés (isopropyl p-nitrophenyl methylphosphonate, pinacolyl p-

nitrophenyl methylphosphonate, diisopropyl S-(2-diisopropylaminoethyl)phosphorothioate, 

diethyl S-(2-diisopropylaminoethyl)phosphorothioate, diethyl S-(2-

trimethylaminoethyl)phosphorothioate), dont les plus toxiques induisent une MEC-92h 

(concentration minimale effective correspondant à une LOEC) de l’ordre de 3 x 10-6 mg/L. 
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CHAP. III – LE NONYLPHENOL (NP) ET LA PROBLEMATIQUE DES 

PERTURBATEURS ENDOCRINIENS. 

 

Tous les phyla du règne animal utilisent des systèmes de signalisation chimique pour 

réguler leurs fonctions biologiques. Comme le contrôle hormonal des processus de 

développement (croissance, différenciation sexuelle, reproduction) est très répandu, il n’est pas 

étonnant que les invertébrés utilisent également les mêmes mécanismes. Généralement le 

système endocrine des invertébrés régule des processus de développement identiques à ceux des 

vertébrés (Oetken et al., 2004). Les invertébrés se caractérisent par une diversité considérable de 

mode de vie, une succession de stades de développement et des événements caractéristiques 

comme la formation de larve, la métamorphose, la diapause qui sont gouvernés par les systèmes 

endocriniens et qui n’existent pas chez les vertébrés. Il est ainsi évident que les systèmes 

endocrines des invertébrés sont considérablement plus diversifiés que ceux des vertébrés (deFur, 

2004). Les invertébrés représentent 30 phyla du règne animal contre un seul phylum pour les 

chordés dont font partie les vertébrés (Oehlmann & Schulte-Oehlmann, 2003). Le registre des 

systèmes hormonaux chez les invertébrés est peu documenté comparé à celui des vertébrés 

(LaFont, 2000; Oetken et al., 2004). 

L’étude des perturbateurs endocriniens chez les invertébrés a été d’un intérêt croissant au 

cours de ces dernières années. Celle-ci a été clairement dominée par le tributylétain (TBT), qui 

produit diverses malformations chez les invertébrés, dont les mollusques qui semblent être le 

groupe le plus sensible (Oehlmann & Schulte-Oehlmann, 2003). Les effets sur le développement, 

la fécondité et la reproduction peuvent être imputés aux substances agissant sur le système 

endocrine. 

 

III.1. - PRODUCTION DU NONYLPHÉNOL. 

 

Le nonylphénol (NP) est un produit chimique utilisé dans la synthèse des éthoxylates de 

nonylphénol et la production de plastiques et de stabilisants. Les polyéthoxylates d’alkylphénol 

(APnEOs), sont des surfactants non-ioniques utilisés largement en industrie dans la production 

de papier, dans l’industrie textile, celle des détergents, des peintures, des émulsifiants et des 

agents dispersants des pesticides. 
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L’utilisation de NP est estimée approximativement à 75000 t/an en Europe (Muller & 

Schlatter, 1998), environ 20000 t/an au Canada (Servos et al, 2003) et 100000 t/an au Etats-Unis 

(Harvilicz, 1999) durant les années 1995-2000. 

 

Cependant, suite à une prise de conscience initiée ces dernières années par les pouvoirs 

publics et grâce à une volonté des industries à réduire l’utilisation du nonylphénol éthoxylates 

dans les détergents industriels et domestiques pour limiter les contaminations environnementales, 

le niveau moyen de NPs dans les eaux de surfaces est tombé à des taux inférieurs au micro-

gramme par litre dans la plupart des milieux récepteurs (Kolpin et al., 2002; Ying et al., 2002; 

Fenet et al., 2003). L’installation de stations de traitement municipales et industrielles ont aidé à 

baisser le niveau des concentrations environnementales de NP. Toutefois, il est à noter que des 

sites de pollution où les usines de traitements sont inefficaces ou absentes existent encore, et 

plusieurs centaines de micro-grammes par litre de NP peuvent y être enregistrés (Berryman et 

al., 2004; Helcom, 2002). 

 

La dégradation des polyéthoxylates de nonylphénol (NPnEOs) dans l’environnement 

produit une quantité significative de NP et un nombre de sous-produits d’un poids moléculaire 

plus faible après la perte progressive des groupements éthoxylés (Table 4). Ainsi, près de 60% 

des APnEOs sont libérés dans les systèmes aquatiques (Ying et al., 2002). 

Les concentrations extractibles et dissoutes du NP sont inférieures à 0,2 µg/L dans les 

rivières de Grande-Bretagne, mais atteignent 53 et 180 µg/L dans certains sites surveillés de 

1993 à 1996. L’Aire, l’une des rivières les plus polluées, recevait un apport de surfactants 

industriels provenant d’une industrie textile contenant des concentrations de NP extractibles de 

330 µg/L (Blackburn & Waldock, 1995; Blackburn et al., 1999). Bennie et al. (1997) ont mesuré 

des concentrations allant de 0,01 à 0,92 µg/L dans 24% des sites échantillonnés dans les Grands 

Lacs durant une période s’écoulant de 1994 à 1995. La concentration moyenne de NP était de 0,8 

µg/L dans 139 rivières américaines échantillonnées de 1999-2000, avec un maximum de 40 µg/L 

(Kolpin et al., 2002). Dans d’autres pays européens, les niveaux moyens de NP dans les eaux de 

surfaces sont inférieurs à 1µg/L. Fenet et al. (2003) ont mesuré des concentrations de NP dans 

les eaux de la Seine de 0,06 à 0,55 µg/L pour 0,022 à 2,87 µg/g dans les sédiments. Ces 

concentrations sont comparables à celles retrouvées dans les rivières allemandes, de 0,458 (Bolz 

et al., 2001) et 0,044 µg/L dans l’eau de mer du « German Bight » de la Mer du Nord (Bester et 

al., 2001). Enfin, Fries & Püttmann (2004) ont cherché des traces de nonylphenol dans les 

précipitations en milieu rural ou urbain (Allemagne et Belgique). Ils ont ainsi montré que le NP 
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était ubiquitaire dans la pluie et la neige avec des concentrations de 0,253 (0,030-0,950) µg/dm3 

et 0,242 (0,028-0,280) µg/dm3, respectivement. 

Le nonylphénol est l’un des métabolites les plus critiques des NPnEOs à cause de sa 

lipophilie reflétée par son coefficient de partage octanol/eau élevé (log Kow = 4,48), sa forte 

capacité d’adsorption sur le carbone organique (log Koc = 5,4), sa persistance à la biodégradation 

et ses propriétés de bio-accumulation dans les organismes aquatiques (Staples et al., 1998). 

 

III.2. - LE POTENTIEL ŒSTROGENIQUE DU NONYLPHENOL. 

 

Les effets du NP ont été documentés dans de nombreuses études in vitro et in vivo 

(Jobling et al, 1996; Arukwe et al, 1997; Celius & Walther, 1998; Tollefsen et al, 2002). Le 

potentiel œstrogénique a été montré chez les vertébrés, comme les poissons, les oiseaux et les 

cellules de mammifères, où le NP mime les effets du 17β-œstradiol en se liant au récepteur 

œstrogénique (White et al., 1994). Le nonylphénol est largement étudié pour son potentiel 

œstrogène chez les vertébrés, mais ses effets envers les invertébrés, en particulier sur le 

développement, sont mal connus. 

Chez les invertébrés, le NP s’est révélé perturber la reproduction et le développement. 

Chez Daphnia, le 4-nonylphénol (4-NP) réduit la fécondité chez des daphnies exposées durant 

21j à 100 µg/L (Baldwin et al., 1997), avec des anomalies de développement à 10 µg/L 

(exposition 30j) chez 11% des jeunes daphnies (NOEC à 24 µg/L; Shurin & Dodson, 1997). Des 

concentrations de 99 et 196 µg/L (21j) induisent des malformations de l’épine postérieure et des 

antennes, respectivement (LeBlanc et al., 2000), tandis que Zhang et al. (2003) observent une 

malformation dans 10% des petits à 50 µg/L (35j d’exposition). Le 4-NP retarde le 

développement de Crassostrea gigas pour 0,1 µg/L (72h) et cause des malformations après 4h 

d’exposition à 100 µg/L (Nice et al., 2000). Hill et al. (2002) déterminent une croissance 

anormale, chez Heteromyenia sp. pour de fortes concentrations (22 et 11 mg/L pour 9j 

d’exposition) et à 2,2 mg/L (9j) pour Eunapius fragilis. Une forte sensibilité est obtenue par 

Ward & Boeri (1991) sur l’invertébré marin Americamysis bahia, avec une valeur de NOEC-28j 

de 3,9 µg/L. 

 

III.3. - TOXICITÉ AIGUË. 

 

Une analyse des différentes valeurs de toxicité aiguë relevées dans la bibliographie fait 

ressortir qu’en règle générale, la toxicité exprimée par les valeurs de CL50 ou EC50 chez des 
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vertébrés et invertébrés d’eau douce est comprise dans une gamme de 100 à 1000 µg/L (Table 

5). 

 

La toxicité aiguë du NP exprimée par la valeur de CL50 n’excède pas généralement 100 

µg/L chez le poisson. Plusieurs espèces semblent être sensibles à la toxicité du NP comme 

Lepomis macrochirus (survie chez les juvéniles). 

Brooke (1993a) détermine pour Lepomis macrochirus une NOEC-96h (survie des 

juvéniles) de 87 µg/L et une CL50-96h (survie des adultes) de 135 µg/L. Pour Pimephales 

promelas ces mêmes auteurs décrivent une NOEC-96h de 83 µg/L (survie des juvéniles) et une 

CL50-96h de 138 µg/L (survie des adultes). Ainsi, les valeurs de CL50-96h pour différentes 

espèces de poissons sont comprises entre 120 et 220 µg/L (Brooke, 1993a, b; Kwak et al., 2001). 

La LOEC-72h pour l’expression de vitéllogénine chez les poissons mâles, Xiphophorus helleri, 

est de 4 µg/L selon Kwak et al. (2001). 

 

La gamme de valeurs de CL50s chez les invertébrés, se situe entre 20 et 1200 µg/L. Une 

CL50-96h de 20,7 µg/L est estimée pour Hyalella azteca (Brooke, 1993a). Forget-Leray et al. 

(2005) rapportent une CL50-96h de 38 µg/L pour la léthalité chez le nauplii Eurythemora affinis. 

De nombreuses données existent pour les crustacés Daphnia sp. Les valeurs de CE50-48h sont 

comprises entre 85 et 190 µg/L pour D. magna (Comber et al., 1993; Brooke, 1993a; Hirano et 

al., 2004). Pour D. galeata la valeur de CL50-96h est de 60,8 µg/L (Tanaka & Nakanishi, 2002). 

La CE50-48h pour le développement de l’embryon de D. magna est de 281 µg/L (Zhang et al., 

2003). 

Peu de données sur la toxicité du NP chez les algues et les macrophytes aquatiques sont 

disponibles, cependant il est à noter que la toxicité sur les organismes photosynthétiques n’est 

visible que pour des concentrations en NP supérieures au milligramme par litre (Lemna minor 

LOEC-96h = 2,08 mg/L, Selenastrum capricornutum LOEC-96h = 1,5 mg/L). 

 

III.4. - TOXICITÉ CHRONIQUE. 

 

Les critères utilisés dans les études de la toxicité chronique incluent la mortalité, la 

croissance, et les effets sur la reproduction notamment la production de vitéllogénine chez les 

mâles comme bio-marqueurs d’exposition à des œstrogénomimétiques (Table 6).  
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Plusieurs espèces de poissons apparaissent être sensibles à la toxicité du 4-NP comme O. 

mykiss (survie des adultes) avec une NOEC-90j de 6 µg/L (Brooke, 1993a). Pour l’induction de 

vitéllogénine, la LOEC-21j est égale à 20 µg/L et 100 µg/L chez O. mykiss mâles adultes 

(Jobling et al., 1996) et les juvéniles mâles (Van den Belt et al, 2003) respectivement, tandis que 

la LOEC-14j est de 16 µg/L pour les femelles de cette même espèce (Thorpe et al., 2000). 

Yokota et al. (2001) reportent une NOEC-60j de 8 µg/L pour la mortalité chez Oryzias latipes à 

la génération F0. 

L’espèce la plus sensible est O. mykiss dont le 4-NP affecte la reproduction en diminuant la 

quantité de la semence chez les mâles à la concentration de 130 ng/L (Lahnsteiner et al., 2005; 

temps d’exposition n’est pas précisé). 

 

Peu d’informations existent pour la toxicité chronique du NP chez les invertébrés (Kahl et 

al., 1997). Une des espèces d’eau douce les plus sensible est le rotifère Brachionus calyciflorus. 

Preston et al. (2000) ont trouvé une NOEC-96h de 5 µg/L et une LOEC-96h de 50 µg/L (pour la 

fertilisation) et Radix et al. (2002) mentionnent une perturbation de la reproduction avec une 

diminution du nombre total de femelles pour 3j d’exposition à 370 µg/L de 4-NP. Le ratio de 

femelles ovigères/non-ovigères est augmenté à 127 µg/L (Radix et al. 2002). En ce qui concerne 

la mortalité des nauplii Eurythemora affinis, une NOEC-10j et une LOEC-10j de 7 et 15 µg/L 

respectivement, ont été estimés par Forget-Leray et al. (2005). Chez Daphnia, les valeurs de 

NOEC pour la reproduction sont de 76 µg/L après 7j (O’Halloran et al., 1999), 24 µg/L après 21j 

(Comber et al., 1993; avec acétone) et 77 µg/L après 21j chez des daphnies (Brooke, 1993a; sans 

solvant). 
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CHAP. IV – APOPTOSE CHEZ L’HYDRE, INDUCTION PAR LE 

NONYLPHÉNOL. 

 

L’apoptose est un processus normal utilisé chez de nombreuses espèces du règne animal, 

reconnu indispensable à la vie elle même. Ce phénomène, très répandu chez les organismes 

pluricellulaires, induit la mort des cellules et leur élimination du tissu par phagocytose. Le 

processus peut se dérouler à la fois durant le développement de l’animal, la métamorphose, la 

régénération ou durant la période de vie adulte.  

 

L’apoptose est largement exploitée pour sculpter les tissus et les organes ; les structures 

larvaires sont également éliminées par apoptose durant la métamorphose des amphibiens. Ce 

mécanisme est utilisé aussi par le système immunitaire et permet d’éliminer les cellules 

dangereuses et/ou infectées. La mort cellulaire est une mesure d’éradication des cellules 

anormales, mal placées, non fonctionnelles ou potentiellement dangereuses pour l’organisme 

(Jacobson et al., 1997). La dérégulation de l’apoptose, une activation anormale ou un blocage, 

peuvent expliquer les altérations du développement et une toxicité à court et long terme, voire 

l’infertilité lorsque les cellules impliquées dans la fonction de reproduction sont concernées 

(Willie, 1992). De nombreux facteurs peuvent induire ce processus, mais tous passent par 

l’activation en cascade des caspases pour la dégradation de l’ADN (Fig.8). 

 

L'apoptose est présentée par certains auteurs comme un indicateur précoce de toxicité, les 

dommages cellulaires pouvant commencer par de l'apoptose pour des concentrations en toxiques 

faibles, ou donner de la nécrose pour des concentrations importantes (Robertson et al., 2000). 

 

IV.1. - LES MÉCANISMES APOPTOTIQUES. 

 

Les principaux mécanismes mettant en route le mécanisme de mort cellulaire 

programmée sont : le stress, le traitement par des substances cytotoxiques, l’atteinte à l’ADN, la 

transmission d’un signal de mort cellulaire, la privation de facteurs de croissance. 

 

Selon Kerr et al. (1972) les changements structurels de l’apoptose se déroulent en deux 

étapes : la première comprend la formation de corps apoptotiques, la seconde leur phagocytose et 
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leur dégradation par d’autres cellules. La formation de corps apoptotiques implique la 

condensation marquée à la fois du noyau et du cytoplasme, et la fragmentation (Fig.9). 

 

L’induction de l’apoptose se produit via une activation séquentielle d’initiateurs (Pro-

caspases-8, -9, -10) et d’effecteurs (caspases-3, -6, -7) (Chinnaiyan & Dixit, 1996; Thornberry, 

1998). Les caspases sont présentes dans les cellules comme zymogènes9 catalytiquement inactifs 

(Thornberry, 1998). Les caspases ou cystéine aspartases sont des protéases à cystéine avec une 

spécificité stricte de clivage de leurs substrats après un résidu acide aspartique. Une définition de 

l’apoptose est la mort cellulaire avec activation de caspases (Blagosklonny, 2000). La caspase-3 

va jouer un rôle important dans l’apoptose puisque son expression provoque la mort cellulaire et 

que c’est par elle que passe la voie apoptotique (Porter & Jänicke, 1999). Les caspases entraînent 

la plupart des changements morphologiques typiques des cellules apoptotiques. Elles activent 

une DNase en clivant leur inhibiteur, qui va couper l’ADN entre les nucléosomes, pour générer 

des fragments d’ADN dont la taille correspond à des multiples de 180-200 paires de bases 

(Willie, 1992). 

 

IV.2. – L’APOPTOSE CHEZ L’HYDRE. 

 

Comme chez la plupart des autres métazoaires, les cnidaires possèdent une machinerie 

pour le programme de mort cellulaire et l’apoptose va jouer un rôle prépondérant dans la 

régulation du nombre de cellules (Bosch & David, 1984), la reproduction asexuée (Mire & 

Venable, 1999) et sexuée (Miller et al., 2000; Kuznetzov et al., 2001). Wiens et al. (2000) ont 

découvert que les voies apoptotiques qui impliquent les membres de la superfamille Bcl-2 et les 

récepteurs de mort cellulaires sont présents chez les éponges.  

 

Deux caspases, les régulateurs clés de l'apoptose, ont été identifiés récemment chez 

Hydra vulgaris (Cikala et al., 1999). L'analyse de leur séquence révèle qu'elles sont proches des 

caspases-3 des vertébrés ou des caspases ced-3 du nématode C. elegans. L'activité caspase chez 

Hydra peut être bloquée par un inhibiteur spécifique de caspase-3 et dans un moindre degré par 

un inhibiteur spécifique de caspase-1. Un traitement à la colchicine (0,04%, 8h) induit l’apoptose 

(Cikala et al., 1999). D’autres caractéristiques des cellules subissant le programme de mort 

                                                 
9 Enzyme inactive qui requiert un changement biochimique pour devenir active. 
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cellulaire comme la condensation de chromatine, la fragmentation du noyau et l'ADN en échelle 

ont été démontrées (Cikala et al., 1999). 

 

Les cyclines (de types A et B) ont été également trouvées chez l’hydre, la cycline B 

présente une variation de son expression durant le cycle cellulaire et la régénération (Scheurlen 

et al., 1996). Rentzsh et al. (2005) ont isolé le gène HyGSK3 impliqué dans le développement de 

l’hydre. C’est tout d’abord un régulateur dans la voie de transduction du signal Wnt jouant un 

rôle dans l’apoptose et la gamétogenèse, où il a conservé une fonction pro-apoptotique dans la 

différenciation des cellules nourricières. Un récepteur de la famille TNF (tumor necrosis factor) 

spécialisé dans la régulation de la mort ou de la survie cellulaire, a également été identifié chez 

un cnidaire (Hydractinia echinata). Mali & Frank (2004) proposent que cette voie de 

signalisation soit conservée au cours de l’évolution dans tout le règne animal. 

 

Chez l'hydre la mort des cellules s'oppose à la prolifération cellulaire. Tandis que la 

plupart des cellules prolifèrent dans la région gastrique et se déplacent aux extrémités du corps, 

elles meurent par apoptose dans l'hypostome, les tentacules et dans le pied (Lyon et al., 1982; 

Cikala et al., 1999; Berking, 2003). Les cellules épithéliales ectodermiques jouent un rôle 

important dans la reconnaissance et la phagocytose en enlevant les cellules mortes ou cellules 

apoptotiques (Campbell, 1976; Lyon et al., 1982; Bosch & David, 1984; Kuznetsov et al., 2001). 

L'activité de phagocytose des cellules épithéliales est essentielle pour l'hydre qui réutilise ainsi le 

matériel mort comme cela se passe en condition de famine (Bosch & David, 1984). Des études 

préliminaires ont montré que l'apoptose est peut être impliquée dans l'oogenèse (Miller et al., 

2000) et la spermatogenèse (Kuznetsov et al., 2001), comme dans l'élimination des cellules en 

« excès » en réponse à cette famine (Bosch & David, 1984; Cikala et al., 1999). 

 

IV.2.1. - Rôle dans la gamétogenèse (oogenèse, spermatogenèse). 

 

Il a été démontré que l’apoptose chez l’hydre joue un rôle prépondérant dans la 

reproduction sexuée (Honegger et al., 1989). 

Chez l’hydre, l'apoptose est impliquée dans l'oogenèse (Miller et al., 2000) et la 

spermatogenèse (Kuznetsov et al., 2001). Durant l’oogenèse qui comprend 7 étapes de 

transformations morphologiques (Miller et al., 2000), les mécanismes apoptotiques sont mis a 

contribution durant la troisième étape. Dans la centaine de cellules souches agrégées pour former 

l’oocyte, certaines de ces cellules sont compétentes pour former l’oocyte et seule une cellule est 
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sélectionnée au milieu de l’agrégat pour former l’œuf. Les autres cellules non sélectionnées se 

différencient en cellules nourricières. Ces dernières entreront en apoptose et seront phagocytées 

afin de faciliter la croissance de l’oocyte, car les fragments cytoplasmiques des cellules 

apoptotiques seront incorporés dans l’oocyte (Miller et al., 2000; Technau et al., 2003; 

Alexandrova et al., 2005). L’activation de la caspase-3 augmente durant l’oogenèse mais 

diminue dans l’oocyte mature et l’embryon. Ainsi, un traitement avec des inhibiteurs de caspase 

peut bloquer le développement de l'oocyte durant les phases précoces de l'oogenèse (Technau et 

al., 2003). 

L’apoptose est également sollicitée dans la spermatogenèse pour le contrôle de la qualité 

et l’élimination de spermatozoïdes défectueux, ainsi que pour maintenir un ratio constant entre le 

les spermatogonies en différenciation et les cellules épithélio-musculaires. Ces dernières ont un 

rôle similaire aux cellules de Sertoli qui est de contrôler l’environnement des cellules initiatrices 

des spermatozoïdes en développement et de séquestrer les populations de ces cellules dans des 

compartiments distincts (Kuznetsov et al., 2001). 

 

IV.2.2. - Système immunitaire. 

 

Une des hypothèses proposée est que l’hydre utilise l’apoptose comme moyen de défense 

de l’organisme dans son système immunitaire (Kuznetsov et al., 2002). Ces auteurs démontrent 

avec des expériences de greffes inter-espèces que l’hydre élimine les tissus voisins après 

apoptose et phagocytose. D’autres études ont également visualisé ce phénomène chez les 

éponges (phylum Porifera), où des allogreffes sont éliminées par apoptose (Tepsuporn et al., 

2003). Mais il ne semble pas évident que les cellules épithéliales de l’hydre reconnaissent 

spécifiquement le soi du non-soi (Kuznetsov & Bosch, 2003), l’apoptose étant induite par un 

détachement des cellules épithéliales de la matrice extracellulaire et la détérioration des contacts 

cellulaires, et non pas d’un système de reconnaissance discriminatoire (Kuznetsov et al., 2002). 

Toutefois, le tissu contient une activité anti-microbienne contre les bactéries Gram-négatif et 

Gram-positif, activité positivement corrélée à la présence de cellules nerveuses (Kasahara & 

Bosch, 2003). 

 

 IV.2.3. - Apoptose et état physiologique. 

 

Chez l’hydre, il a été clairement établi un lien entre état métabolique et survie cellulaire 

(Otto & Campbell, 1977; Pauly et al., 2003). Chez des hydres bien nourries, le nombre de 
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cellules double tous les 2 ou 3 jours. Après que l’animal ait atteint sa taille adulte, l’excès de 

cellules est utilisé pour le bourgeonnement (Berking, 2003). Dans des conditions de jeûne, il n’y 

a plus d’augmentation du nombre de cellules. Le taux de prolifération cellulaire, cependant, 

indique que la division cellulaire continue sur le même rythme que pendant la période 

d’alimentation, créant une production de cellules excédentaires. Ces cellules vont entrer en 

apoptose et être phagocytées par les cellules voisines (Otto & Campbell, 1977; Bosch & David, 

1984; Cikala et al., 1999). Les facteurs régulant la survie cellulaire dans différentes conditions 

d’alimentation chez l’hydre ne sont pas connus. 

 

V.3. – INDUCTION DE L’APOPTOSE PAR LE NONYLPHENOL. 

 

Quelques études in vivo et in vitro ont rapporté des propriétés apoptotiques du 

nonylphenol. 

Wang et al (2003) ont démontré les perturbations du nonylphenol sur le système de 

reproduction par une augmentation dramatique de l’apoptose dans les cellules de Sertoli de rats 

(3000 ppb durant 72h). Weber et al., 2002 ont montré avec la méthode TUNEL de détection de 

la fragmentation de l'ADN, une augmentation de l'apoptose dans les cellules spécialisées au 

niveau des testicules (« leydig-homologue », Sertoli, spermatocytes) en plus d'une régression 

testiculaire et d'une fibrose chez les poissons mâles (Oryzias latipes) exposés à 100 ppb de 4-NP 

pendant 6 semaines avec renouvellement du milieu tous les 48h. 

Yao & Hou (2004) ont montré l’effet du NP sur le thymus de rat. Une dose orale de 375 

mg/kg/j (durant 6 semaines) induit une atrophie du thymus ainsi qu’une augmentation du nombre 

de cellules en apoptose (21% d’augmentation) dans les thymocystes immatures, pouvant 

interférer avec la sélection positive ou négative des lymphocytes T. NP augmente le niveau 

d’ARNm de FasL et diminue l’expression de l’ARNm du récepteur Fas. Il apparaît que NP 

induit l’apoptose en mimant E2 (17ß-oestradiol; White et al., 1994). 

Sakazaki et al. (2002) avaient montré l’inhibition de la mitogenèse des lymphocytes de 

souris pour une concentration en NP > 10-7M après 4j de culture. Bevan et al (2003) ont étudié 

les mélanocytes de Xenopus laevis, marqueurs pour l’étude du développement et de la 

différenciation des crêtes neuronales. Les xénopes sont traités au stade embryonnaire 11h avec 

des concentrations de 4-NP (10, 100, 500 nM, et 1, 5,10 µM; 48h) dont certaines sont connues 

pour induire des effets sur la morphologie et la mortalité (5 et 10 µM induisant 100% de 

mortalité). Les concentrations comprises entre 100 nM et 5µM augmentent l’apoptose durant le 

développement (crâne, queue, tronc et région entérique). Ces cellules apoptotiques sont 

 43
 



Synthèse bibliographique 

observées dans des régions qui peuvent correspondre à des voies de migration pour les cellules 

des crêtes neuronales. 

D’autres études ne corroborent pas ces résultats (Talorete et al., 2001; Negishi et al., 

2003). Ainsi Talorete et al. (2001) ont déterminé les effets possibles des alkylphenols sur 

l’activité acétylcholinestérase des cellules neuronales (cellules PC12 (Pheochromocytome de rat) 

et étudié l’induction de nécrose ou d’apoptose par le NP. Ils ont conclu qu’une concentration de 

300 µM pendant 15 min ne provoque pas de nécrose. L’apoptose n’est pas induite même avec 

une concentration de 500 µM pendant 4h, tandis que l’activité acétylcholinestérase est 

significativement inhibée pour 0,8 µM (24h). Par contre, Aoki et al. (2004) montrent l’induction 

de l’apoptose dans les cellules PC12 exposées à une gamme de concentration de 0,01 à 0,1 µg/L 

durant 24 à 72h. Plus récemment, Negishi et al (2003) ont émis l’hypothèse que le 4-NP 

influençait la mort cellulaire neuronale et l’activation de la caspase-3 dans les cultures primaires 

de neurones (hippocampe et corticaux). Ils ont utilisé la staurosporine pour induire la mort 

cellulaire neuronale et étudier l’effet d’inhibition de l’apoptose du NP sur les cultures pré-

traitées. La concentration de 10 µM (24h) de NP testée n’a pas d’effet adverse sur la survie des 

cellules, mais inhibe l’activité caspase-3 dans les neurones corticaux. 

En revanche, Kudo et al. (2004) démontrent que le traitement de cellules souches 

neuronales de souris avec du 4-NP induit la fragmentation de l’ADN après 12h à 5 µM et active 

la caspase-3 après 6 et 9h d’exposition à 10 µM. Ils démontrent également que le 4-NP arrête les 

cellules en phase G2/M et régule les niveaux des cyclines A et B. 
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 
 

I. - PROTOCOLE D’ÉLEVAGE DES HYDRES. 

 

I.1. - Milieu de culture. 

 

Le stock de culture d’hydres est maintenu dans des plats en Pyrex® couverts, d’une 

capacité de 1,5 L et contenant 0,5 L de milieu hydre (Table 7). Le tout est placé dans une chambre 

thermostatée à 20 ± 1°C, sous une photopériode de 16:8-h jour:nuit à 800 lux. Le système 

d’enceinte permet de prévenir d’éventuelles variations de température. Celles-ci deviennent létales 

à partir de 25°C (Arkhipchuk et al., 2000b). 

 

 

Table 7. Caractéristiques générales des substances entrant dans la composition du 

milieu hydre (en mg/L). 

Substances Formule Masse 

moléculaire 

N°CAS Provenance 

CaCl2 ·2H2O CaCl2.2H2O 147,02 233-140-8 Merck 

EDTA C10H16N2O8 292,2 60-00-4 Sigma 

TES C6H15NO6S 229,25 7365-44-8 Sigma 

 

CaCl2 ·2H2O [Chlorure de Calcium] 147 

TES [N-Tris (hydroxymethyl) methyl 1-2-aminoethanesulfonic acid] 110 

EDTA [ethylenediaminetetraacetic acid] 4 

1L H20 MilliQ. 

Le pH est ajusté à 7,0 ± 0,1 avec une solution de NaOH à 1N. 

 

 

I.2. - Protocole d’alimentation et de nettoyage de la culture. 

 

L’alimentation a un rôle primordial dans la sensibilité de l’hydre. C’est pourquoi un 

protocole strict est respecté. 

. 45



Matériels et méthodes 

Les populations d’hydres sont nourries avec des nauplii d’artémies (Artemia salina) fraîchement 

éclos. Ces derniers sont mis à éclosion dans un milieu salin (préparé à une concentration en sel de 

mer de 20 g/L dans de l’eau distillée). La dissolution du sel de mer se fait sous agitation durant 

quelques minutes. Le milieu ainsi préparé sera conservé à température ambiante. 

La bouteille où l’on fait éclore les artémies est nettoyée à l’eau chaude après chaque utilisation 

pour prévenir la formation d’un biofilm. Régulièrement, celle-ci sera rincée au permanganate de 

potassium (KMnO4, 10 mg/L) puis à l’eau déminéralisée. 

L’éclosion se déroule durant une période de 24h, sous une lampe de 40 watts, avec un bullage 

continu et avec une température de 25°C. 

Afin d’empêcher la contamination des kystes d’artémies par des micro-organismes ou des 

moisissures, il est possible, la cas échéant, de les rincer dans une solution de KMnO4 (10 mg/L) et 

ceci avant éclosion. 

Après 24h les artémies sont décantées une première fois afin d’éliminer un maximum de kystes 

non éclos. Les artémies sont ensuite placées dans un tamis et rincées abondamment tout d’abord à 

l’eau du robinet, puis avec du milieu hydre. Le rinçage des artémies après éclosion est une étape 

importante car l’introduction de sel dans le milieu hydre serait létale pour celles-ci. Afin de 

décanter le reste de kystes non éclos, les artémies nageant dans le milieu hydre sont laissées 

quelques minutes sous une lampe, les kystes tombent dans le fond du récipient alors que les 

artémies vivantes surnagent. Ce sont les artémies surnageantes qui serviront à l’alimentation des 

hydres. 

 

Pour les élevages, les hydres sont nourries deux fois par semaine (mardi et vendredi) ad 

libitum. Les artémies sont introduites dans le milieu hydre à l’aide d’une pipette Pasteur. Après 3-4 

h les hydres sont repues et les artémies entrent en décomposition. C’est le moment choisi pour le 

nettoyage des hydres. Celui-ci se déroule en deux étapes :  

 

- après chaque repas (environ 3-4 h) les hydres sont simplement rincées avec du 

milieu hydre neuf, pour enlever les artémies restantes et les exosquelettes 

régurgités. Le rinçage s’effectue avec une pissette remplie de milieu hydre, c’est 

la pression du jet qui permet de décrocher le maximum de déchets. Cette étape 

de rinçage doit s’effectuer le plus rapidement possible pour ne pas laisser les 

hydres trop longtemps hors du milieu. 
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- une fois par semaine, les hydres sont décrochées du plat avec la pulpe du doigt, 

récupérées dans un tamis (340 µm) où elles seront rincées puis replacées dans 

un plat propre. 

 

Si une contamination devait survenir, il est possible, en plus du nettoyage des plats, de stériliser 

ces derniers au four Pasteur (170°C durant 3h). 

De même, il est nécessaire de désinfecter régulièrement les ustensiles servant à la manipulation 

des hydres ou d’utiliser des ustensiles à usage unique (comme les pipettes Pasteur). S’assurer que 

la paillasse est propre avant d’y poser les plats, bien se laver les mains, rincer les ustensiles au 

permanganate de potassium. 

Eviter également de laisser les plats ouverts à l’air ambiant (couvercle). 

 

II. - PROTOCOLES EXPÉRIMENTAUX DES TESTS HYDRE SUR ADULTE ET 

EMBRYON. 

 

II.1. - Toxicité sur la survie de l’adulte. 

 

Les hydres adultes sont exposées à la substance testée durant une période continue de 96h 

et ceci pour la quasi totalité des substances testées. En effet pour quelques substances (dont le NP) 

la période d’exposition a été prolongée (6, 8 ou 10j). Les hydres sont placées soit dans 3 mL de 

solution en microplaque 12 puits (Greiner), soit dans 20 mL de solution en mini-cristallisoir de 

verre si le composé l’exige (utilisation de co-solvant, capacité d’adsorption importante). Lorsque le 

composé possède une capacité d’adsorption importante (cas du NP), une étape de saturation des 

récipients est nécessaire. On ajoute dans chaque récipient un aliquote de la solution testée que l’on 

laisse adsorber durant 15 min, avant de l’éliminer et de le remplacer par la solution à tester à la 

même concentration. Trois animaux sont alors placés dans le récipient et ceci en triplicat pour 

chaque série de tests. Des hydres de même taille et non bourgeonnantes sont sélectionnées. Les 

polypes sont observés au temps 0 pour s’assurer de leur viabilité, l’hydre est ensuite observée sous 

microscope binoculaire (x18) toutes les 24h. La composition du milieu test, la température et la 

photopériode utilisée durant les essais sont similaires à celles maintenant la culture. 

 

Les hydres réagissent à un stress environnemental en contractant leurs tentacules et leur 

corps. Elles peuvent montrer ainsi toute une gamme de changements morphologiques qui sont 
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enregistrés et notés de 10 (normal) à 0 (désintégré) comme le montre la table 8 construite par 

Wilby (1988). 

Ainsi, à partir de son apparence normale (score 10), l’hydre exhibe progressivement 

différentes étapes morphologiques (Fig. 10): (a) tentacules bulbées (score 8), (b) tentacules 

raccourcies (score 6), (c) phase tulipe (score 5), et (d) désintégration (score 0). Les phases tulipe et 

désintégration sont des phases létales (Trottier et al., 1997). La létalité va correspondre aux scores 

compris entre 5 et 0.  

 

Table 8. Clé de détermination de la morphologie de l’hydre lors 

d’une exposition à un agent toxique (Wilby, 1988). 

SCORE Morphologie du polype 

10 Tentacules étendues, corps réactif 

9 Partiellement contractée, faible réaction 

8 Tentacules bulbées, corps faiblement contracté 

7 Tentacules raccourcies, corps faiblement contracté 

6 Tentacules et corps raccourci 

5 Totalement contractée, tentacules visibles 

4 Totalement contractée, pas de tentacules visibles 

3 Etendue, tentacules visibles 

2 Etendue, tentacules non visibles 

1 Morte mais intacte 

0 Désintégration 

 

 

II.2. - Toxicité sur le développement des hydres. 

 

Le choix de départ s’est porté sur l’étude de la toxicité sur le développement des amas 

cellulaires, mais la méthode s’est révélée non appropriée aux essais de routine car longue, lourde et 

d’un rendement faible puisqu’il fallait 10 adultes pour obtenir 1 embryon. 

La toxicité sur le développement est donc évaluée sur la section gastrique de l’hydre en 

étudiant la capacité à régénérer un organisme entier. La partie gastrique, composée de cellules 

indifférenciées, est isolée des tissus différenciés, en éliminant la tête et le pied à l’aide d’un scalpel 

(Fig.11). La section s’effectue sur une hydre en bourgeonnement, le bourgeon permettant de 
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discriminer la zone basale. La deuxième coupure se fait juste en dessous de la zone apicale 

(Fig.11). Une hydre bourgeonnante sera donc préférablement choisie dans cet essai afin de pouvoir 

discerner la région basale. 

 
Les sections gastriques sont immédiatement exposées à la solution pour une période 

minimum de 96h. Trois sections gastriques sont utilisées pour chaque concentration et ceci en 

triplicat pour chaque série de tests. Les sections gastriques sont observées toutes les 24h sous un 

microscope binoculaire (x18). La composition du milieu test, la température et la photopériode 

utilisées durant l’exposition est similaire à celle de la maintenance de la culture. 

 

Un score est attribué pour chaque section gastrique à chaque temps d’observation selon la 

classification de Wilby (Table 9). Le développement normal de l’hydre est caractérisé par une 

cicatrisation de la section gastrique (score 3), puis apparition des tentacules et croissance du disque 

basal (score 6), suivi par la bouche (score 8) et la formation du pédoncule (score 10). La létalité 

correspond aux scores compris entre 5 et 0. 

 

Table 9. Clé de détermination de la morphologie de la section 

gastrique en développement (Wilby, 1988). 

Score Morphologie de l’embryon 

10 Bouche, 4-6 tentacules, pédoncule 

9 Bouche, 4-6 tentacules 

8 Bouche, <4 tentacules, disque basal 

7 Bouche, <4 tentacules 

6 Bourgeons de tentacules et disque basal 

5 Bourgeons de tentacules seulement 

4 Disque basal seulement 

3 Cicatrisation normale 

2 Cicatrisation mais allongement 

1 Extrémités ouvertes, pas de cicatrisation ou mort 

0 Désintégration 
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III. – SUBSTANCES CHIMIQUES ÉTUDIÉES. 

 

III.1. – Partie I : Criblage de toxicité. 

 

 Cette partie a été divisée en deux études distinctes.  

 

Dans un premier temps, 37 substances chimiques faisant partie de diverses catégories ont été 

testées sur la survie des hydres adultes et le développement des tronçons gastriques. Les 

caractéristiques de ces substances sont présentées dans la table 10. Les différentes gammes de 

concentrations utilisées sont présentées dans l’annexe 5, certaines substances n’ayant fait l’objet 

que d’essais préliminaires. Les hydres sont exposées à la majorité des composés pour une période 

d’exposition de 96h. Pour la colchicine, la bléomycine et les acides rétinoiques, cette exposition est 

augmentée à 6j, 6j et 8j respectivement, ceci pour l’essai sur la survie et sur la régénération. 

 

Dans un deuxième temps, dans le cadre du programme PNETOX, 10 substances médicamenteuses 

ont été testées sur la survie de l’hydre adulte et le développement des tronçons gastriques. Les 

caractéristiques de ces différentes molécules sont présentées dans la table 11. Les hydres sont 

exposées pendant une période d’essai de 96h. 

 

III.2. – Partie II : Application du modèle hydre à l’étude spécifique du nonylphénol. 

 

III.2.1. - Préparation de la solution de nonylphénol. 

 

Le NP est une substance peu soluble dans les milieux aqueux (< 6 mg/L). Dans les tests de 

toxicité, l’idéal est de travailler sans introduire de tiers solvant, qui pourrait induire une faible 

toxicité ou interagir avec la molécule d’intérêt. Il a été montré chez l’hydre qu’une faible quantité 

de DMSO permettait d’ouvrir temporairement des jonctions favorisant l’introduction de 

macromolécules (Zhang & Sarras, 1994). Nous avons donc fait le choix de travailler avec du NP 

solubilisé dans du milieu hydre sans utilisation de tiers solvant. La solution test est préparée en 

diluant cette solution saturée (ou solution mère) en NP dans du milieu hydre. 
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La solution saturée en NP est préparée de la façon suivante : 

 

- 25g de billes en verre (Ø 1 mm, Cat # 11079110 BioSpec Products, Inc) sont 

mises en contact avec 1g de NP solubilisé dans 25 mL d’acétone.  

- l’acétone est éliminé grâce à un évaporateur rotatif à température ambiante. 

- 10g de ces billes imprégnées sont introduites dans un petit panier, lui même 

plongé dans 500 mL de milieu hydre. 

- le tout est enfin placé dans le noir sous agitation durant 20h. 

 

La solution saturée ainsi préparée (ou solution mère) est en premier lieu filtrée sur fibres de 

verre (1,2 µm de porosité), puis diluée avec du milieu hydre pour le test. La préparation est réalisée 

avant chaque série d’essais (< 24h) pour s’assurer d’une concentration initiale constante. 

 

III.2.2. – Quantification du nonylphénol par HPLC. 

 

Sur la totalité des substances chimiques testées, seules les concentrations des solutions de 

NP ont été analysées par HPLC (high-performance liquid chromatography). Ces mesures ne s’étant 

pas déroulées au sein du laboratoire, une préparation préalable des échantillons est nécessaire à 

l’envoi de ceux-ci. 

 

III.2.2.1 - Préparation de la solution de nonylphénol avant analyse. 

 

Avant analyse, chaque solution saturée et les solutions diluées de NP sont transférées dans 

un tube en verre (volume V). Le même volume V d’acétonitrile est ajouté (ratio 1:1). Ce procédé 

prévient le phénomène d’adsorption du NP sur le verre. Le mélange peut être conservé à 4°C 

jusqu’à l’analyse entreprise dans les 48h. 

 

III.2.2.2. - Mesures par HPLC. 

 

Les mesures HPLC sont réalisées avec une pompe L6000 (Merck, Fontenay sous Bois, 

France) équipée d’un détecteur spectrophotométrique ultraviolet (SPD-6A Shimadzu, Duisburg, 

Allemagne), une valve d’injection Rheodyne 7161 avec une boucle d’injection de 50µL et une 
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colonne Inertsil ODS 3 (250 mm*4,6 mm, AIT, Mesnil le roi, France). La séparation 

chromatographique est réalisée en débit constant à l’aide d’un mélange eau:acétonitrile:acide 

trifluoroacétique (20/80/0,2 ; v/v/v) comme phase mobile. 

 

II.2.3 – Les essais nonylphénol. 

 

Tous les essais sur NP s’effectuent à partir d’une solution mère saturée, filtrée et 

fraîchement préparée. 

 

II.2.3.1. – Essais court terme. 

 

Différentes concentrations de NP sont testées dans une gamme de 0 – 0,4 mg/L (mesurée10). 

Les observations sont réalisées toutes les heures (de 1 à 7h) et les expérimentations sont répétées 6 

fois. En parallèle, les observations sont également conduites tous les jours (à 24-, 48-, 72- et 96-h) 

et ces expérimentations sont répétées 12 fois. Les changements morphologiques sont enregistrés et 

notés par un score (selon Wilby, 1988). Une relation concentration-temps-réponse est modélisée en 

utilisant la moyenne des scores obtenus dans l’ensemble des différentes expérimentations 

effectuées. 

 

II.2.3.2. – Essais long terme. 

 

 Différentes concentrations de NP sont testées dans une gamme de 0 à 7,5 % de solution 

saturée (nominale11). Les observations sont faites tous les jours durant une période de 8j. Les 

expérimentations sont répétées 3 fois, chacune se déroulant sur trois réplicats. Les changements 

morphologiques sont notés selon la méthode des scores de Wilby (1988), ainsi que toutes les 

anomalies de développement. Une relation concentration-temps-réponse est modélisée en utilisant 

la moyenne des scores obtenus dans l’ensemble des différentes expérimentations effectuées. 

 

                                                 
10 Les concentrations sont mesurées par HPLC = concentrations réelles. 
11 Les concentrations sont calculées à partir des pesées = concentrations attendues. 

. 52



Matériels et méthodes 

IV. - ANALYSES STATISTIQUES 

 

Après les observations des polypes et l’attribution du score, les résultats sont analysés 

statistiquement avec le logiciel ICp (The Inhibition Concentration Approach – Version 2.0.; U.S. 

Environmental Protection Agency, Duluth) une méthode d’interpolation linéaire pour estimer la 

toxicité sub-létale recommandée par l’U.S.EPA (Norberg-King, 1993). Cette approche est basée 

sur une estimation non-paramétrique. 

 

La toxicité aiguë létale des substances chimiques est évaluée en déterminant les valeurs de 

CL50, CL10 extrapolées à partir des courbes de toxicité concentration-réponse et les valeurs de 

NOEC pour les hydres adultes et embryons. La concentration létale moyenne (CL50) est la 

concentration qui produit 50% de mortalité chez l’hydre. La mortalité est déclarée quand le score 

est compris entre 5 et 0. La valeur de CL10 est celle produisant 10% de mortalité chez l’hydre. La 

valeur de NOEC (No Observed Effect Concentration) est définie comme la concentration observée 

à laquelle aucun effet morphologique n’apparaît chez les individus exposés. Parce qu’un 

changement morphologique minime est observé pour un score 9 (partiellement contracté, réactions 

faibles; Table 7), la valeur de NOEC est considérée pour un score 10. 

 

Les scores et la létalité sont enregistrés pour toute la durée des différentes expérimentations 

chez les organismes exposés et témoins. Les valeurs de LOEC (concentration effective la plus 

basse induisant un effet significatif) pour la survie des embryons et des adultes sont déterminées en 

modélisant les relations entre la survie et le pourcentage de solution diluée de 4-NP testé en 

utilisant le logiciel ICp. Les pourcentages de létalité enregistrés aux différentes concentrations 

testées sont comparés au témoin à l’aide de tests statistiques non-paramétiques : Kruskal-Wallis et 

Mann-Whitney, dans le but d’identifier les concentrations induisant un effet significatif. 

Le ratio des valeurs de LOEC/CL10 de la survie des adultes (A) sur la valeur de LOEC/CL10 sur 

la survie des embryons (D) est établi dans chaque série d’expérimentation. Le ratio A/D est utilisé 

pour évaluer l’aptitude de la substance à altérer spécifiquement le développement. 
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V. - PROTOCOLES EXPÉRIMENTAUX POUR L’APOPTOSE ET EXPRESSION DES 

CASPASES-3. 

 

L’étude de l’apoptose chez l’hydre à été réalisée à l’aide de deux méthodes : le « DNA 

ladder » (détection de la fragmentation de l’ADN) et l’expression des caspases-3. 

 

V.1. - Analyse de la fragmentation apoptotique de l’ADN par DNA ladder 

 

Cette méthode a été mise en place dans l’étude de l’induction de l’apoptose par le NP, ainsi 

que dans l’étude du niveau basal d’apoptose chez des hydres témoins. 

 

La purification des fragments d’ADN (Table 12) est faite en utilisant le kit « Suicide Track 

DNA Ladder Isolation kit » et selon les recommandations du fournisseur (Catalogue #AM41-1EA 

– Oncogene Research Products, Cambridge, USA). 

La technique est une méthode non-isotopique pour la détection des fragments d’ADN de 

180-200 paires de bases séparés par électrophorèse sur gel d’agarose (Fig.12). Cette fragmentation 

d’ADN, résulte de l’activation endogène d’endonucléases nucléaires Ca2+ et Mg2+ dépendantes, qui 

clivent sélectivement l’ADN à des sites localisés entre les unités nucléosomales. 

 

 

igure 12. Profil électrophorétique des fragments d’ADN apoptotique (DNA ladder). F
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En résumé, l’ADN est extrait des cellules grâce au tampon de lyse. Après dégradation de 

l’ARN et séparation de l’ADN, de l’isopropanol est ajouté pour précipiter l’ADN en plus d’un co-

précipitant (Pellet Paint®). Le culot est lavé à l’éthanol 70%, resuspendu, puis chargé sur un gel 

d’agarose (1,5% w/v) contenant 0,1% de bromure d’éthidium dans le tampon TAE (Tris-acétate-

EDTA : 121,5g Tris base ; 28,5 mL d’acétique glacial ; 100 mL d’une solution d’EDTA à 500 

mM, pH 8 ; 1L d’H2O). Les fragments d’ADN sont séparés par électrophorèse (50V pendant 1h) 

puis visualisés sous lumière ultra-violette (UV). 

 

V.1.1. - Dosage de l’ADN. 

 

La quantité d’ADN peut être calculée par spectrophotométrie en mesurant la DO (densité 

optique) à 260 et 280 nm, d’une dilution de 1/50e et 1/100e de la solution à doser. Le calcul suivant 

permet d’en déduire la concentration : 

 

ADN (µg/mL) = 50 X (facteur de dilution) X DO260nm 

 

La mesure de la DO à 280 nm permet de s’assurer de l’absence de contamination 

significative par les protéines et par l’ARN. Le rapport DO 260nm/DO 280nm doit être compris entre 

1,7 et 2. S’il est inférieur à 1,7, il existe une contamination par les protéines qui impose de 

pratiquer une seconde extraction. S’il est supérieur à 2, ceci témoigne de la présence d’une quantité 

importante d’ARN. 

 

V.1.2. - Traitements des hydres pour l’analyse de la fragmentation de l’ADN. 

 

V.1.2.1. - Analyse du niveau basal d’apoptose : apoptose et jeûne. 

 

La population d’hydres est maintenue avec une période d’alimentation constante (deux fois 

par semaine). Afin d’appréhender le niveau basal d’apoptose chez l’hydre, et ceci en fonction de 

son état physiologique (jeûne), cinq hydres adultes sans bourgeon sont sélectionnées au hasard 

dans la population après 1, 2, 3, 4 et 5j de jeûne. 

 

Après centrifugation à 5000g durant 30s pour précipiter les hydres dans le fond du tube, le 

milieu hydre est ôté. L’ADN est extrait immédiatement selon la méthode du « DNA ladder », et 
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ceci pour chacun des temps étudiés. En parallèle, des triplicats sont réalisés sur 5 hydres adultes 

pour 1 et 5j de jeûne. 

 

V.1.2.2. - Intoxication par le NP et induction de l’apoptose. 

 

Plusieurs expérimentations indépendantes sont conduites sur différentes populations 

d’hydres pour étudier les effets du NP sur la fragmentation de l’ADN aux concentrations 

nominales induisant une létalité (CL50 et CL100). Chaque essai est conduit sur 5 hydres adultes 

sans bourgeon et après une période de jeûne de 5j. 

 

Après une courte exposition (1 et 5h) aux concentrations de NP, le milieu test est centrifugé 

à 5000g durant 30 s afin de précipiter les hydres dans le fond du tube. Le milieu est enlevé, les 

hydres sont rincées avec du milieu hydre frais. Les hydres sont lysées et l’ADN extrait selon le 

protocole de « DNA ladder ». 

 

V.2. – Étude de l’expression des gènes caspase3-A et caspase3-B en RT-PCR. 

 

La méthode de RT-PCR (Reverse Transcription and Polymerase Chain Reaction) permet 

d’étudier le niveau d’expression d’un gène donné par mesure des transcrits. Après extraction des 

ARN totaux, l’ARNm est rétrotranscrit de manière spécifique en sa séquence codante d’ADN ou 

ADNc. Cette séquence d’ADNc est alors amplifiée par PCR (Polymerase Chain Reaction), cette 

amplification est réalisée à l’aide d’un couple d’amorces spécifiques du gène recherché et suivant 

une série de cycles déterminés. Cette technique permet ainsi d’obtenir en quantité suffisante l’ADN 

des gènes cibles étudiés (dans notre cas les caspases3-A et -B), pour l’analyse de leur expression. 

 

V.2.1. Traitement des hydres pour l’analyse de l’expression des caspases. 

 

Des hydres à jeun depuis 5j ont été sélectionnées et intoxiquées en vue de l’étude de 

l’expression des caspases. Cinq hydres sont placées dans des cristallisoirs pour chaque 

concentration, c’est à dire deux solutions de NP filtrées (correspondant aux CL50 et CL100) et une 

solution de colchicine (250 mg/L) qui servira de contrôle positif pour l’expression des caspases. 
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V.2.2. – Isolation de l’ARN pour l’analyse par RT-PCR. 

 

L’ARN total est extrait des cellules dissociées d’hydres à l’aide d’une solution d’Extract-

All® (Eurobio) et selon le protocole décrit dans la table 13. Les cellules d’hydres sont dissociées 

mécaniquement à l’aide de la pipette par aspiration/refoulement. 

 

V.2.3. – Dosage de l’ARN. 

 

Afin de s’assurer de l’intégrité des ARN totaux et de leur quantité, un dosage est effectué 

par méthode spectrophotométrique. Les échantillons sont au préalable dilués (d=1/250e dans de 

l’eau DEPC). Deux mesures sont alors effectuées : 

 

- à 260 nm correspondant au dosage des ARN. 

- à 280 nm correspondant au dosage des protéines. 

 

La quantité d’ARN se calcule comme suit : 

 

ARN (µg/mL) = 40 X (facteur de dilution) X DO 260nm 

 

Le rapport de DO 260nm/DO 280nm doit être compris entre 1,9 et 2. Un rapport inférieur à 1,9 

signifie la présence de contaminants protéiques. 

 

V.2.4. - La transcription inverse (RT). 

 

L’ADNc est synthétisé en utilisant un kit « RevertAidTM » et selon les recommandations du 

fournisseur (#K1622 – Fermentas). 

 
En résumé, la RT-PCR est conduite sur 0,5 µg d’ARN total (mesure de la concentration par 

méthode spectrophotométrique) en utilisant un oligo(dT)18 comme amorce spécifique des ARNm 

et une transcriptase reverse M-MuLV RT (Perkin-Elmer). La réaction s’effectue sur un volume 

final de 20 µL. 
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Table 14. Préparation de la transcription inverse (RT). 

Réactifs Solutions 
stocks 

Concentrations 
finales 

Volume/20 µL 
(µL) 

Tampon PCR 5X 1X 4 
dNTP Mix 10 mM (mix) 1mM 2 
Reverse Transcriptase MulV 200 U/µL 10 U/µL 1 
Inhibiteur de RNAse  20 U/µL 1 U/µL 1 
Amorce Oligo dT 0,5 µg/µL 0,025 µg/µL 1 
Echantillon d’ARN 0,1 - 5 µg 0,5 µg X 
Eau DEPC (0,1%)* / / Y 
* : 400 µL de diéthyl-pyrocarbamate + 400 mL d’H2O / Incuber 4h à 37°C / Autoclaver. 

 

Le programme du thermocycleur pour la RT est constitué de trois étapes : 

 

- une étape d’hybridation des amorces et de transcription de l’ADNc de 30 

min à 42°C. 

- une étape de dénaturation des enzymes de 5 min à 99°C. 

- une étape de refroidissement et de conservation des échantillons à 4°C. 

 

Les échantillons d’ADNc sont alors prêts pour être amplifiés par PCR ; ils peuvent être 

conservés à -20°C. 

 

V.2.5. – La PCR (Polymerase Chain Reaction). 

 

L’amplification de l’ADNc s’effectue à l’aide de deux kits. Le premier «Taq DNA 

Polymerase» pour l’amplification et selon les recommandations du fournisseur (#EP0402 – 

Fermentas), les dNTP étant fournis par le second kit « dNTP Set » (#R0181 – Fermentas). La 

réaction s’effectue dans un volume final de 40 µL. 

Les concentrations finales vont être doublées afin de tenir compte de l’ajout de deux 

couples d’amorces durant la PCR : pour l’expression de la caspase et pour l’expression de l’actine 

utilisée comme contrôle interne. La solution de réactifs pour la PCR est appelée Mix PCR. 
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Table 15. Préparation pour la PCR 

dNTP Mix Solutions 
stocks 

Concentrations 
finales 

Volume/500 µL 
(µL) 

dATP 
dTTP 
dGTP 
dCTP 
H2O 

100 mM 
100 mM 
100 mM 
100 mM 

10 mM 
10 mM 
10 mM 
10 mM 

5 
5 
5 
5 

480 
 

Mix PCR Solutions 
stocks 

Concentrations 
finales 

Volume/20 µL 
(µL) 

Tampon PCR 10X 2X 5 
MgCl2 25 mM 4 mM 4 
dNTP Mix 10 mM 

(chaque) 
0,4 mM 1 

Taq DNA polymerase 5 U/µL 0,05 U/µL 0,2 
H2O / / 6,8 

 

 

 

Réactifs Solutions 
stocks 

Concentrations 
finales 

Volume/20 µL 

Mix PCR 2X 1X 10 µL 
Amorce caspase 10 µM 0,25 µM 1 µL + 1 µL 
H2O / / 6 µL 
Echantillon / / 2 µL 

Mélange pour l’amplification de la 
caspase pendant n cycles, puis le 
programme est stoppé pendant 
l’étape 2. 

Réactifs Solutions 
stocks 

Concentrations 
finales 

Volume/20 µL 

Mix PCR 2X 1X 10 µL 
Amorce actine 10 µM 0,25 µM 1 µL + 1 µL 
H2O / / 8µL 
 

Les séquences des amorces caspase et actine utilisées sont présentées

 

Le programme du thermocycleur pour la PCR est constitué d

est répétée n fois suivant le protocole expérimental choisi : 

 

- Etape 1 : dénaturation 5 minutes à 94°C. 

- Etape 2 : répétée n fois suivant le protocole. 

- Dénaturation 30 secondes à 94

- Appariement des amorces 30 s

- Elongation 30 secondes à 72°C

- Etape 3 : élongation finale 5 minutes 72°C. 

- Etape 4 : conservation des échantillons à 4°C. 

. 
Mélange pour la co-amplification 
de l’actine, ajouté pendant la pause 
du programme PCR (étape 2).
 dans la table 16. 

e quatre étapes dont l’étape 2 

°C. 

econdes à 55°C. 

. 
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L’ADN spécifiquement amplifié est visualisé par électrophorèse sur gel d’agarose (1,5% 

dans un tampon TAE) contenant 0,1 µg/mL de bromure d’éthidium (BET). 12 µL d’échantillon 

PCR sont ajoutés à 2 µL de tampon de charge spécifique de l’ADN (solution de colorant bleu au 

xylène cyanol dans 50% de glycérol) et nécessaire à la migration. Afin d’évaluer la taille en paire 

de bases des produits PCR obtenus, un marqueur de taille (GeneRuler™ #SM0242 – Fermentas) 

est mis à migrer en parallèle. Les produits PCR sont ensuite révélés sous UV. 

 

VI. – SÉQUENÇAGE DES GÈNES CODANT POUR LES CASPASES-3A ET –3B. 

 

 Afin de s’assurer que les résultats obtenus correspondent aux gènes des caspases-3A et -3B, 

ces derniers sont séquencés. 

 

 La pureté des bandes obtenues sur gel d’agarose (absence de smear ou bande parasite…) et 

la quantité importante d’ADN, nous ont permis d’envoyer à séquencer directement le produit PCR, 

sans recourir à la méthode classique de clonage. 

 

Après migration des produits PCR sur gel d’agarose, les bandes contenant les gènes des 

caspases sont découpées à l’aide d’un scalpel, et stockées dans des microtubes pour une 

purification préalable avant envoi.  

 

La purification est effectuée à l’aide d’un kit spécifique (Cleanmix #TA050CLN, Talent srl, 

Trieste, Italie). La méthode consiste à lier l’ADN sur une matrice de silice de forte capacité de 

ligation, et de le purifier de tout contaminant en présence d’un agent chaotropique, le thiocyanate 

de guanidium. L’ADN, fortement compléxé à une résine, est facilement retenu sur un papier filtre, 

les protéines, l’agarose, l’ARN et les autres contaminants sont lavés et centrifugés. L’ADN peut 

alors être resuspendu dans un petit volume d’eau. C’est ce volume qui sera utilisé pour le 

séquençage. 
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RÉSULTATS 
 

PRÉSENTATION GÉNÉRALE DES TRAVAUX 

 
Ce travail de recherche a consisté à étudier le modèle hydre comme indicateur de toxicité de 

différentes substances chimiques et plus particulièrement du nonylphénol (NP). Nous avons 

cherché à élucider les mécanismes d’action qui pouvaient expliquer sa toxicité élevée sur l’hydre. 

 

Cette recherche comporte trois parties :  

 

Partie I – Étude de sensibilité de l’hydre vis à vis de subtances chimiques : 

A - étude du degré de sensibilité de l’hydre adulte et des tronçons gastriques sur le court 

terme vis-à-vis de diverses catégories de polluants hydriques comme des éthers de 

glycol, des phthalates, des pesticides, des perturbateurs endocriniens… 

 

B - …et de molécules médicamenteuses. 

 

Partie II – Étude de la toxicité du nonylphénol (NP) : 

A - toxicité à court terme du NP chez l’hydre adulte et mécanisme d’action apoptotique. 

 

B - effets du NP sur le développement des tronçons gastriques en parallèle à la survie des 

hydres sur le court terme. Ces données ont été utilisées pour une analyse en terme 

d’évaluation de risque. 

 

C - toxicité à long terme du NP sur le développement des embryons. 

 

Partie III – Étude de l’apoptose chez l’hydre : 

A - niveau basal d’apoptose chez l’hydre en fonction de son état physiologique. 

 

B - implication des caspases-3A et –3B dans le processus d’apoptose chez des hydres 

adultes. 
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PARTIE I – Criblage de la toxicité de 

diverses substances chimiques 
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I.A. - CRIBLAGE DE LA TOXICITÉ ET DES EFFETS SUR LE 

DÉVELOPPEMENT DE 37 SUBSTANCES CHIMIQUES A L’AIDE DU 

MODÈLE HYDRE. 

 

L’objectif de cette partie de la recherche est d’évaluer la sensibilité de l’hydre adulte 

(survie) et celle du développement des tronçons gastriques, vis-à-vis de diverses catégories de 

substances. La section gastrique peut être assimilée à un blastema, puisque composée uniquement 

de cellules indéterminées et indifférenciées (Galliot, 1997).  

 

Dans cette première étude, la toxicité sur le développement est comparée à la toxicité sur la 

survie des adultes, et un ratio A/D est établi. Pour ce faire, 37 substances listées dans la table 10 de 

la partie matériels et méthodes, ont été étudiées. 

 

Pour la majorité des subatnces, la toxicité va s’opérer pour des concentrations comprises 

entre 1 et 100 mg/L. Douze substances testées ont une toxicité comprise entre 1 et 10 mg/L 

(bisphenol A, méthoprène, parathion, TGDME, digluconate de chlorhexidine, cytochalasine, 

deltaméthrine, éthanol, méthoprène, parathion, carbonate de lithium, zinc). La majorité des 

substances testées ont donc une toxicité modérée sur la survie des adultes et la régénération des 

embryons. Enfin, certaines substances ont très peu ou pas d’effet sur l’hydre adulte ou sur la 

régénération : alpha-cypermethrin, hydroxyurée, 2,4-D, DEHP, EGME, EGMEA, H2O2, méthanol. 

L’étude montre cependant que sept substances apparaissent toxiques pour l’adulte et 

l’embryon avec des valeurs de CL50-96h ou CL50-8j inférieures à 1 mg/L (TBTO, all-trans-

retinoique acide, 13-cis-retinoique acide, cuivre, cycloheximide, NP, thalidomide ; Fig.13). Il est 

intéressant de noter que toutes ces subatnces sont soit des PE (NP, TBTO), des tératogènes (acides 

rétinoiques, triclosan, thalidomide) ou encore peut affecter la reproduction (cycloheximide). Ceci 

laisse supposer que l’hydre peut être un modèle d’étude intéressant pour le criblage des effets sur le 

développement. 

 

Les résultats d’analyses des ratios A/D obtenus dans cette étude montrent que différentes 

substances (nonylphénol, azétidine-2-carboxylique, carbamazépine, colchicine, diclofénac, 

fluoxétine, ibuprofène, propranolol, SDS, sulfaméthoxazole, TBTO, thalidomide) ont un effet 

spécifique sur le développement d’Hydra attenuata (ratio A/D >1 ; Table 17). 
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La thalidomide est un tératogène connu chez les vertébrés et qui a déjà été retiré du marché 

pour cette raison. Le calcul d’un ratio A/D élevé pour cette substance corrobore l’intérêt du modèle 

hydre dans les études sur le développement. 

Parmis ces substances, un grand nombre ne montre des effets délétères pour le 

développement que pour des concentrations qui n’ont pas de réalité environnementale : azétidine-

2-carboxylique, carbamazépine, colchicine, diclofénac, fluoxétine, ibuprofène, propranolol, SDS, 

sulfaméthoxazole. L’intérêt d’étudier de telle substances est donc moindre. 

Deux substances sont mises en avant avec un ratio A/D élevé et une toxicité importante (< 1 

mg/L) : le NP (A/D = 2,5) et le TBTO (A/D = 1,7). Le TBTO ayant déjà fait l’objet d’une 

réglementation, notre attention s’est portée sur la toxicité et les mécanismes d’action du 

nonylphénol. 
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I.B. – TOXICITÉ DE SUBSTANCES MEDICAMENTEUSES SUR LE 

MODÈLE HYDRE12 

 

Des problèmes environnementaux peuvent se poser par suite de la présence des 

médicaments ou de leurs métabolites dans les effluents domestiques et hospitaliers. De nombreuses 

études ont montré que certains de ces médicaments se retrouvent dans les effluents des stations 

d’épuration et donc dans le milieu récepteur. Or, il n’existe actuellement aucun programme de 

surveillance pour évaluer le devenir de telles substances dans l’environnement. 

Il devient donc nécessaire de développer des méthodes qui permettront de connaître le 

potentiel toxique de ces substances dans l’eau. Il existe un réel manque de données concernant 

leurs effets sur la faune aquatique, particulièrement chez les invertébrés, qui jouent un rôle majeur 

dans la structure et le fonctionnement des écosystèmes d’eaux douces. 

L’hydre est utilisée depuis plus de 10 ans essentiellement dans l’étude des effets sur le 

développement des substances pharmaceutiques (Trottier, 1996) et depuis peu dans le criblage des 

polluants de l’environnement et dans l’étude de leur potentiel tératogène. 

 

Le but de cette étude est de déterminer si des médicaments d’utilisation courante et ayant 

été détectés dans les effluents de stations d’épuration, ont des effets adverses sur la régénération et 

le développement de l’hydre, et si ces molécules provoquent d’éventuelles malformations. Nous 

avons étudié dans le cadre du programme PNETOX, 10 substances médicamenteuses sur la survie 

d’hydres adultes et sur le développement des tronçons gastriques. Les substances choisies sont les 

suivantes : acébutolol, amoxicilline, carbamazépine, diclofenac, fénofibrate, fluoxétine, ibuprofène, 

propranolol, sulfaméthoxazole, triclosan.  

                                                 
12 Le modèle hydre pour l’évaluation de l’impact sur le développement (Annexe 6). Soumis dans Environnement, 
Risques & Santé 
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Cette étude démontre que les 10 substances médicamenteuses choisies en fonction de leur 

présence dans le milieu aquatique, n’altèrent la viabilité et le développement de l’hydre que pour 

des concentrations élevées (Table 18 et Fig.14), bien supérieures à celles retrouvées dans 

l’environnement. 

 

Table 18. Résultats de la toxicité de 10 substances médicamenteuses sur la survie de 

l’hydre adulte (A) et la régénération des tronçons gastriques (D). 

Catégories Substances  Hydra attenuata (mg/L) 

    
Létalité adulte

96h (A) 
Létalité embryon 

96h (D) 
Ratio
A/D

Antiseptique Sulfanéthoxazole CL10 118 22,5 5,2 
    CL50 137 100   
  Amoxicilline CL10 >100 >100 / 
    CL50 >100 >100   
AINS Diclofenac CL10 4 2,3 1,7 
    CL50 5 3,3   
  Ibuprofène CL10 11 4,5 2,4 
    CL50 15 6,3   
Antidépresseur Fluoxétine CL10 11 1,8 6,1 
    CL50 15 9   
Béta-bloquant Propranolol CL10 23 4,5 5,1 
    CL50 32,5 22,5   
  Acebutolol CL10 >100 >100 / 
    CL50 >100 >100   
Antiépileptique Carbamazépine CL10 45 15 3 
    CL50 105 112   
Hypolipémiant Fenofibrate CL10 5 5,5 0,9 
    CL50 25 7,5   
Antimicrobien Triclosan CL10 0,3 0,3 1 
    CL50 0,4 0,4   

 

 De même, aucune malformation n’a été observée pour les concentrations étudiées durant 

96h d’exposition. Pour la plupart des substances, la sensibilité de l’hydre est équivalente à celle des 

autres invertébrés d’eau douce en terme de toxicité aiguë (Table 19). 

Deux substances ont une toxicité plus importante : le diclofenac et le triclosan, où les effets 

apparaissent pour des concentrations de l’ordre de 4 mg/L et de 0,3 mg/L respectivement. 

Cependant, cinq substances (sulfamétoxazole, ibuprofène, fluoxétine, propranolol et 
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carbamazépine) ont un ratio A/D relativement élevé (compris entre 2,44 et 6,11), ce qui implique 

un effet spécifique sur le développement pour une concentration donnée, même importante. 

 

L’exposition de l’hydre adulte et des tronçons gastrique à 10 médicaments couramment 

prescrits indique que les essais ne mettent pas en évidence de toxicité létale ou d’effets 

adverses pour le développement à des concentrations inférieures à 1 mg/L et pour une 

exposition de 96h. Deux des médicaments examinés (triclosan et diclofenac) manifestent 

cependant une toxicité significativement supérieure aux autres substances et cinq autres 

substances (sulfaméthoxazole, ibuprofène, fluoxétine, propranolol, carbamazépine) s’avèrent 

avoir un effet spécifique pour l’embryon. 

Cependant, la régénération des sections gastriques en un polype fonctionnel n’est pas inhibée 

aux concentrations environnementales, et ceci quelle que soit la substance testée parmi les 7 

classes médicamenteuses choisies. Bien que Johnson et al. (1982) préconisaient une période de 

96h pour l’étude du développement de l’hydre à partir d’amas cellulaire, et que cette même 

durée a été par la suite appliquée à l’utilisation des tronçons gastriques par Wilby (1988) ou 

Bowden et al. (1995), il nous semble qu’une période d’exposition plus longue serait 

nécessaire, afin de pouvoir conclure sur l’impact réel de ces substances sur le développement. 

En effet, le développement de l’hydre, achevé après 96h chez les hydres témoins, peut être 

retardé en présence de substances toxiques dont les mécanismes de toxicité peuvent 

influencer « à retardement » l’embryon au-delà de cette période.
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PARTIE II – Étude des effets toxiques 

du nonylphénol (NP) 
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II.A. ÉTUDE DE LA TOXICITÉ DU NONYLPHÉNOL CHEZ L’HYDRE 

ADULTE (ARTICLE 1). 

 
4-NONYLPHÉNOL INDUIT LA TOXICITÉ ET L’APOPTOSE CHEZ HYDRA 

ATTENUATA13. 

 

(4-Nonylphenol induced toxicity and apoptosis in Hydra attenuata.) 

 

Les résultats obtenus lors des essais de criblage des substances chimiques ont souligné 

la toxicité élevée du NP sur l’hydre adulte et sur l’embryon, ainsi qu’un ratio A/D important. 

La contamination des écosystèmes aquatiques par une quantité importante de 

composés chimiques synthétiques et leurs métabolites est un des problèmes majeurs 

actuellement, entre autres parce que les mécanismes d’action sont encore peu connus. 

Certaines de ces substances, appelées perturbateurs endocriniens, ont une influence sur le 

système endocrinien de certaines espèces aquatiques, en particulier le développement, la 

croissance, la reproduction et le comportement sexuel. 

Les alkylphenols, dont le nonylphenol (NP) est un des métabolites les plus critiques, 

font partie de cette catégorie de substances. Ces produits sont généralement retrouvés à l’état 

de trace dans les eaux de surface (< 1µg/L), mais proche de sources de pollution, les 

concentrations peuvent atteindre plusieurs centaines de micro-grammes par litre.  

Le potentiel œstrogène du NP a été démontré chez les vertébrés (poissons, oiseaux, 

cellules de mammifères), peu de travaux existent chez les invertébrés. Ses propriétés 

apoptotiques ont également été détectées, une dérégulation de ce processus pouvant expliquer 

une altération du développement. Cette étude visait à évaluer la toxicité spécifique du 4-

nonylphénol (4-NP) sur la survie de l’hydre d’eau douce (H. attenuata), et de déterminer si 

cette molécule induisait l’apoptose. Des hydres adultes ont été exposées durant 96h à 

différentes concentrations de 4-NP (environ 20 à 200 µg/L pour les gammes définitives). Les 

hydres ont été observées toutes les heures durant 7h, puis toutes les 24h. L’hydre réagit aux 

stress environnementaux en exhibant différentes morphologies. Pour démontrer une induction 

d’apoptose, les hydres sont intoxiquées durant 1 et 5h avec des concentrations létales en 

                                                 
13 Accepté dans Environmental Toxicology & Chemistry. 2005. 24(12). In press. 
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nonylphenol (CL50 et CL100). La fragmentation de l’ADN est alors visualisée sur un gel 

d’agarose par électrophorèse. 

 

Les résultats des tests de toxicité aiguë du NP montrent que la CL50-96h est de 98 ± 

20 µg/L (mesuré ; Table 20). La valeur de CL10-96h est de 64 ± 26 µg/L (mesurée). Les 

changements morphologiques arrivent rapidement après une exposition à de fortes 

concentrations, au-delà de 24h la morphologie restant la même. Des changements s’opèrent 

plus lentement pour de faibles concentrations. De légères variations morphologiques 

s’observent pour la plus faible concentration testée (25 µg/L), qui ne nous a pas permis de 

déterminer une NOEC. En parallèle, un profil apoptotique est observé après une courte 

exposition (1 et 5h) à des concentrations létales en NP (CL50 et CL100), ces intoxications 

induisant des changements morphologiques mineurs. Le processus apoptotique est clairement 

amorcé après 1h d’exposition (Fig.15). 

 

Cette étude montre la toxicité du nonylphénol sur la survie d’H. attenuata, ainsi que 

l’induction de l’apoptose. La toxicité enregistrée apparaît pour des concentrations 

environnementales existant dans des secteurs pollués. L’hydre apparaît être une des 

espèces d’invertébrés les plus sensibles, confirmant les conclusions d’autres travaux sur 

diverses molécules. Cette étude démontre également les effets apoptotiques précoces (en 

moins de 1h) du NP, pouvant expliquer la désintégration des hydres. Cet effet ne semble 

pas s’accentuer avec le temps, ce qui corrobore les résultats des tests de toxicité où la 

survie n’évolue plus après 24h d’exposition. Des études antérieures ont déjà prouvé que 

le NP induit l’apoptose dans des cellules spécialisées de mammifères (Sertoli, PC12, 

Leydig, spermatocytes). Comme la voie de la caspase-3 est activée lors de l’apoptose 

induite par la colchicine chez l’hydre (Cikala et al., 1999), il serait intéressant d’étudier 

si cette voie est mobilisée par le nonylphénol. Ce travail montre que la toxicité du NP 

peut résulter de l’apoptose, mais des études complémentaires restent à faire, notamment 

l’évaluation des effets du NP sur la reproduction sexuée ou encore l’évolution du succès 

d’alimentation consécutive à l’altération des tentacules. Il serait intéressant d’étudier les 

conséquences des changements sur le long terme et d’utiliser des concentrations plus 

faibles que celles employées.  
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II.B. - ÉTUDE DE LA TOXICITÉ DU NONYLPHÉNOL CHEZ 

L’EMBRYON (ARTICLE 2). 

 
TOXICITÉ DU NONYLPHÉNOL CHEZ LE CNIDAIRE HYDRA ATTENUATA ET 

ÉVALUATION DE RISQUE POUR L’ENVIRONNEMENT.14 

 
(Toxicity of nonylphenol on the cnidarian Hydra attenuata and environmental risk assessment.) 

 

Les résultats obtenus après criblage des substances chimiques et l’étude de la toxicité 

du NP chez l’adulte, nous ont amenés à approfondir l’étude du NP sur la survie de l’hydre et 

sur le développement, en particulier sur la régénération d’un tronçon gastrique (Fig.16). La 

toxicité sur le développement est d’abord comparée à celle obtenue chez l’adulte, puis à celles 

obtenues chez d’autres espèces d’invertébrés et vertébrés d’eau douce, afin d’en discuter en 

terme de risque pour l’environnement et selon les objectifs de qualité recommandés dans les 

pays industrialisés. Des adultes et des embryons sont exposés en parallèle à la même gamme 

de concentrations de NP et dans les mêmes conditions. La survie et le développement sont 

observés durant 96h. Le test de toxicité nous permet de déterminer une LOEC en terme de 

pourcentage de solution (nominal) chez l’adulte (A) et chez l’embryon (D); la LOEC est 

employée dans le calcul d’un ratio A/D. Ce ratio exprime l’aptitude du NP à altérer 

spécifiquement le développement ou non. 

Nous avons ainsi pu montrer que le ratio A/D obtenu à partir de plusieurs 

expérimentations indépendantes est de 3,1 ± 1,8 (Table 21), bien qu’aucune anormalie dans le 

développement n’ait été enregistrée durant les 96h d’exposition, mise à part la mortalité. Les 

premiers travaux sur le NP nous donnaient une valeur de CL10-96h de 64 µg/L chez l’adulte, 

ce qui nous permet grâce au ratio de 3,1 d’estimer une LOEC-96h autour de 21 µg/L chez 

l’embryon.  

Si l’on compare ces résultats aux effets enregistrés sur les anomalies induites par le NP chez 

d’autres invertébrés (daphnie, huître ou éponge), il apparaît que l’hydre a une sensibilité plus 

importante. L’espèce la plus sensible à la toxicité du NP enregistrée est un invertébré marin 

Mysidopsis bahia avec une NOEC-28j de 3,9 µg/L. Les valeurs de toxicité, aiguë et 

chronique, montrent que l’hydre apparaît être l’une des espèces d’invertébrés les plus 

                                                 
14 Soumis dans Environmental Toxicology 
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sensibles à l’état adulte, comparés à d’autres espèces de vertébrés et invertébrés d’eau douce 

(Fig.17). Pour la toxicité chronique, peu d’informations existent chez les invertébrés. L’une 

des espèces d’invertébrés les plus sensibles est Brachionus calyciflorus. Le tronçon gastrique 

semble être un bon indicateur pour l’étude de la toxicité chronique puisque la LOEC-96h 

observée (21 µg/L) est l’un des résultats sur le développement les plus sensibles (Fig.18). 

Bien que les méthodes de calcul mises en œuvre dans l’estimation du risque pour 

l’environnement varient selon les pays, parfois selon les auteurs, il apparaît que le NP 

relargué dans l’environnement a, ou peut avoir un effet sur le court et le long terme, chez les 

vertébrés et les invertébrés, en particulier sur leur reproduction et leur développement, dans le 

cas de milieux pollués comprenant des concentrations supérieures au µg/L, voire des dizaines 

de µg/L. 

 

Nous avons montré que l’hydre était l’une des espèces d’invertébrés les plus sensibles 

pour la toxicité chez l’adulte et l’embryon. Cependant, les effets se produisent à des 

concentrations supérieures à celles normalement retrouvées dans l’environnement et 

généralement inférieures au µg/L. L’étude des effets toxiques du NP chez des larves et 

embryons d’invertébrés est récente. Les invertébrés représentent un ensemble 

d’individus d’une trentaine de phyla, avec des systèmes de contrôle de la reproduction et 

du cycle de vie très divers, mais aussi très mal connus. Les vertébrés, apparus dans la 

suite, ont développés des systèmes endocriniens qui ont vraissemblablement des 

caractères communs avec les invertébrés, mais sont aussi plus évolués. Il n’est pas 

certain que les perturbateurs endocriniens présentent un risque équivalent chez les 

vertébrés et les invertébrés. Cependant, plusieurs travaux ont démontré que l’hydre 

peut être utilisée comme indicateur des polluants hydriques. L’hydre semble également 

être un bon modèle prédictif dans la compréhension de la toxicité aiguë mais également 

de la toxicité sur le développement. Cependant, des essais prolongés au-delà des 96h 

d’exposition et sur de plus faibles concentrations seraient intéressants. 
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Figure 17. Toxicité du NP sur le court terme sur les vertébrés et invertébrés d’eau douce pour la 
mortalité ( ), reproduction ( ), production de vitellogénine (V) et développement ( ). Les 
symboles vides ou pleins représentent les résultats chez les adultes et les juvéniles, respectivement. 
Les valeurs sont exprimées en concentrations mesurées (italique pour le nominal).
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ABSTRACT: Alkylphenols and their derivatives, alkylphenol polyethoxylates (APEs), are 

synthetic chemicals of concern owing to their endocrine properties. Nonylphenol (NP) is a 

critical APE metabolite because of its recalcitrance to biodegradation, toxicity and ability to 

bio-accumulate in aquatic organisms. Studies of NP effects in vertebrates demonstrated 

estrogenic disrupting properties in fish, birds, reptiles and mammal cells in which NP 

displaces the natural estrogen from its receptor. Less is known on its toxicity toward 

invertebrates. Effects on reproduction have been reported, but toxicity on development has 

been poorly documented thus far. We investigated NP toxicity on survival and regeneration of 

the freshwater coelenterate Hydra attenuata. Hydra is known for its regenerative capacity and 

its sensitivity to chemical pollution. It has been used for over 20 years to screen for 

teratogenicity of chemicals (Johnson et al., 1982). Our results showed that hydra appeared as 

one of the most sensitive species to acute and chronic toxicity of NP compared to several 

freshwater invertebrates. Regeneration was disrupted at NP concentrations lower than those 

affecting survival. Toxicity thresholds of NP for aquatic vertebrates and invertebrates are also 

reported and discussed in the context of environmental risk assessment and of water quality 

objectives recommended for surface waters in industrialized countries. NP levels have 

decreased during the last decade because of a voluntary agreement of surfactant producers and 

users. At present, concentrations of NP found in surface waters are far below 1 µg/L in 

European countries, but can reach several µg/L when wastewater treatment plant inefficiency 

occurs. 

 

Keywords: Nonylphenol; Toxicity; Cnidarian; Hydra; Freshwater sp.; Risk assessment 
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INTRODUCTION 

 

Nonylphenol is a high production volume chemical mainly used in the synthesis of 

nonylphenol ethoxylates and the production of resin plastics and stabilizers. Alkylphenol 

polyethoxylates (APnEOs), are non-ionic surfactants used in several industrial applications 

like pulp and paper production, textile manufacturing, detergents and paints, emulsifiers and 

dispersing agents of pesticides. Most APnEOs (60%) are released into aquatic systems (Ying 

et al., 2002). The breakdown of nonylphenol polyethoxylates (NPnEOs) in the environment 

gives rise to significant quantities of NP and a number of by-products of lower molecular 

weight after progressive loss of ethoxylate groups (Table I). A reduction of the use of 

NPnEOs in industrial and domestic detergents has been initiated in the last decade to limit 

environmental contamination. Therefore the average levels of NPs in surface waters tend to 

diminish below 1 µg/L in most receiving waters (Kolpin et al., 2002; Ying et al., 2002). Yet, 

several hundreds µg/L have been recorded close to pollution sources when treatment plants 

are inefficient or absent. 

Nonylphenol is one of the most critical metabolites of NPnEOs due to its high 

octanol/water partition coefficient (log Kow = 4.48), its high adsorption capacity on organic 

carbon (log Koc = 5.4), its recalcitrance to biodegrade and its bioaccumulation in aquatic 

organisms (Staples et al., 1998). 

Effects of NP have been documented in numerous in vitro and in vivo studies. 

Estrogenic potential has been shown in vertebrates where NP mimics the effects of 17β-

estradiol by binding to the estrogen receptor (White et al., 1994). Nonylphenol is widely 

studied for its estrogenicity in vertebrates, but much less is known concerning its effects on 

invertebrates (Depledge and Billinghurst, 1999), in particular on development. In 

invertebrates, NP has been shown to disrupt reproduction and development. In Daphnia, 4-NP 

reduced fecundity of exposed daphnids at 100 µg/L (Baldwin et al., 1997), and  

developmental abnormalities were recorded at 10 µg/L (Shurin and Dodson, 1997). 4-NP 

delayed Crassostrea gigas development at 0.1 µg/L and caused deformities at 100 µg/L (Nice 

et al., 2000). 

In the present work, we studied developmental toxicity of NP on the freshwater 

invertebrate model, Hydra attenuata. This hydrozoan has been successfully used to 

demonstrate the teratogenic potential of chemicals by Johnson et al. (1982). This organism is 

attractive for several reasons, especially because of its remarkable regenerative capacity by 

which a body fragment and dissociated cells are able to regenerate a whole organism (Fig. 1). 

.  



 

The gastric column consists of mitotically active multipotent stem cells (Bosch and David, 

1984). These undifferentiated cells are absent in head and foot tissues. Hydra has a fast 

asexual reproduction rate, resulting in large numbers of genetically similar individuals. Hydra 

is also ubiquitous in clean freshwater environments and easy to culture in the laboratory. 

Moreover, laboratory experiments are cost effective and simple, as hydra display recognisable 

physical changes over time in response to different toxicant ranges (Trottier et al., 1997). 

Effects of nonylphenol (NP) on Hydra attenuata development were assessed by 

studying regeneration of the gastric section. Developmental toxicity was compared to NP 

toxicity on adult survival. Toxicity threshold values were determined and results with hydra 

were compared to those reported with other freshwater vertebrate and invertebrate species. 

Results are further discussed in the context of environmental risk assessment and of water 

quality objectives recommended for surface waters in industrialized countries. 

 

METHODS 

 

Culture maintenance, chemical preparation and analyses 

 

Hydra populations were maintained and fed as described previously (Trottier et al., 1997). 

Hydra attenuata cultures were grown in glass dishes of 1.5 L capacity and filled with 0.5 L of 

hydra medium containing 110 mg/L TES [N-Tris (hydroxymethyl) methyl 1-2-

aminoethanesulfonic acid], 147 mg/L CaCl2 ·2H2O, 4 mg/L EDTA 

[ethylenediaminetetraacetic acid]. The stock cultures were maintained in incubators at 20 ± 

1°C, under a 16-h light and 8-h dark photoperiod at 800 lux. 

Hydra were fed twice per week with freshly-hatched Artemia salina nauplii provided in 

excess. The medium was replaced after 3 h of feeding and hydra were rinsed with fresh 

medium. Once a week, hydra were transferred into a clean dish. Hydra were sampled within 

48 h after feeding and were selected at random from stock cultures. Non-budding and budding 

cultures were used for acute and chronic assays, respectively. The animals were unfed during 

the test period. 

All chemicals were purchased from Sigma (St Quentin Fallavier, France) and 

nonylphenol (CAS N°84852-15-3 ; purity ≥ 85 %) from Fluka (St Quentin Fallavier, France). 

A saturated solution of nonylphenol in hydra medium was prepared without use of any co-

solvent and this solution was diluted with hydra medium for preparation of test solutions. The 

saturated solution was made by stirring glass microspheres impregnated with the chemical in 

.  



 

the dark for 20 h at 20°C as described in Graff et al. (2003). Briefly, 1 g NP was dissolved in 

25 mL acetone and 25 g of 1-mm glass microspheres were impregnated with this NP acetone 

solution, acetone being eliminated  afterwards in an evaporator. The microspheres (10 g) 

covered with a film of NP were introduced in a small basket immerged into 500 mL of the 

hydra medium and stirred in the dark during 20 h. The saturated solution was filtered on a 

paper disk (1.2 µm porosity) and diluted with hydra medium in order to obtain a range of 

seven to ten different concentrations from 0.1 to 10%. Fresh saturated solutions and 

corresponding dilutions were prepared before each series of experiments. Five independent 

series of experiments were carried out with different hydra cultures. 

 

Toxicity on hydra development 

 

Developmental toxicity of NP was assessed on the gastric section of hydra by studying its 

capacity to regenerate an entire organism. The gastric part composed of undifferentiated cells 

was isolated from the head and foot differentiated tissues, by dissection of the section above a 

bud and below the head (Fig. 1b). 

Hydra gastric sections were immediately exposed to the test solutions in 20 mL glass 

vials for 96 h. In order to saturate the glass walls with NP at the concentration tested and to 

limit chemical adsorption during the test period, an aliquot of the appropriate test solution was 

added to each vial, left to stand for 15 min, then removed and replaced with the identical test 

solution. Three gastric sections were placed into each vial and triplicates were carried out for 

each concentration tested. Gastric sections were observed every 24 h from time zero to 96 h 

and monitored using a stereomicroscope (X 18). In two experiments, observations were made 

beyond 96 h, up to 8 d. Test medium composition, temperature and photoperiod used during 

exposure were similar as those for maintaining hydra cultures. 

A score was attributed to each section at each observation time according to the Wilby 

classification (Table II). Normal hydra development was characterized by the wounding 

healing of the gastric section (a, b : score 3), then apparition of tentacles and growth of basal 

disk (c : score 6), followed by mouth (d : score 8) and peduncle formation (e : score 10 ; Fig. 

2). Lethality corresponded to scores lying between 6 and 0, based on lack of mouth and Wilby 

scores (1988). 

Scores and lethality in control and exposed organisms were recorded. The lowest NP 

concentration inducing significant embryo lethality in comparison to controls was determined 

.  



 

in each series of experiment. This concentration was defined as the LOEC (lowest effective 

concentration inducing a significant toxicity effect compared to controls). 

 

Toxicity on hydra adult survival 

 

In parallel to each experiment on embryo development, a toxicity assay on adult hydra was 

performed to evaluate NP effects on survival. Adult hydra were exposed in the same 

conditions as gastric sections using the same NP test solutions in each series of experiments. 

Hydra were observed at time zero to ensure viability and were monitored using a 

stereomicroscope (X 18). Hydra react to an environmental stress by contracting their tentacles 

and body, and display a broad range of morphological changes. These changes were recorded 

and scored from 10 (normal) to 0 (disintegrated) as described in the detailed key constructed 

by Wilby (1988). Disintegrating hydra progressively exhibit different morphology stages: 

clubbed tentacles (score 8), shortened tentacles (score 6), tulip phase (score 5), and 

disintegration (score 0). Tulip phase and disintegration are recorded as death (Trottier et al., 

1997). Lethality corresponds to scores lying between 5 and 0. 

Toxicity was expressed by the LOEC which is defined as the lowest effective concentration 

significantly affecting survival in the exposed animals compared to controls. 

 

Toxicity endpoint determinations and statistical analyses 

 

Scores and lethality were registered over the duration of the different experiments in the 

exposed and control organisms to express toxicity. LOEC values for embryo and adult 

survival were determined by modelling the relationship between survival and percentage of 

the NP tested dilutions. Percentages of lethality registered at the different tested 

concentrations were compared to controls using the non-parametric Kruskal-Wallis test and 

the Mann-Whitney test in order to identify the concentrations inducing a significant effect. 

The Statistica software (version 6.0, Tulsa, USA) was used for calculations. 

The ratio of the LOEC values on adult survival (A) to the LOEC values on embryo 

development (D) was established in each series of experiments. The A/D ratio was used to 

evaluate the ability of NP to specifically alter development. An A/D ratio > 1 expresses an 

ability to affect development at a concentration lower than that affecting survival. A higher 

ratio (> 3) was considered as specifically targeting development (Jonhson et al., 1987). 

 

.  



 

RESULTS 

 

In the five experiments, gastric sections in control hydra medium developed normally within 

96 h with scores 9 and 10 noted for 60% and 40% of gastric sections, respectively. All control 

embryos reached a score of 10 after 5 days of development. In the NP containing media, 

embryo lethality was recorded after 96 h of exposure in test media containing at least 1% of 

the saturated dilutions (Table III). 

In adult assays, no change was observed in control hydra that were assigned a score of 10 

throughout the experiment. Mean score decreased with an increase of exposure concentrations 

to NP and time, with morphological changes occurring rapidly.  

Lethality in adult hydra was registered at NP concentrations three fold higher than in 

embryos. The mean value of the A/D ratios obtained from the four independent experiments 

was 3.1 ± 1.8 (Table III). No developmental abnormalities other than embryo lethality and 

delayed development were observed following a NP exposure of 96 h. 

In experiments 4 and 5 conducted during 8 d, no change in the A/D ratios was registered at 

the end of the exposure time compared to 96 h (data not shown). 

 

DISCUSSION 

 

Hydra has been already successfully employed to detect the teratogenic potential of numerous 

chemicals by Johnson et al. (1982) who studied hydra regeneration from dissociated cells. 

Wilby (1988) recommended the use of gastric sections to study regeneration and a few studies 

were conducted with this method to assess developmental toxicity of chemicals (Bowden et 

al., 1995 ; Pascoe et al., 2002). This use of the gastric section method appears to be easier to 

perform than the technique of dissociated cells. 

Johnson et al. (1988) recommended the use of NOEL (no-observed-effect level) values 

instead of LOELs (lowest-observed-effect level), whenever possible, to establish the A/D 

ratio. In the present work, we chose to use the lowest effective concentration derived from the 

model and tested as significant, instead of the observed lowest-effect level, in order to gain 

accuracy in reporting A/D ratios. The mean A/D ratio of 3 obtained here indicated a higher 

toxicity of NP on development  than on whole organism in hydra.  

Our experimental protocol was designed to allow direct comparisons between sensitivity of 

embryos and adult polyps which were tested with the same NP dilutions in parallel, in every 

series of experiments. This procedure allowed us to express biological effects with nominal 
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instead of measured concentrations of the test solutions. Indeed, NP is a “difficult” chemical 

to work with owing to its high adsorption capacity, which explains the decrease of NP 

concentrations in solutions with time. We circumvented this inconvenience by renewal of test 

solutions and use of freshly prepared saturated NP solution with the corresponding dilutions 

before each series of experiment. In a previous work on hydra NP toxicity (Pachura et al., In 

press), we measured NP concentrations in the test solutions, and found that LC10-96h values 

averaged 64 µg/L on adult polyps. In the present study, a ratio of 3 was found between LOEC 

of embryos and of adults, allowing us to estimate the LOEC-96h on embryo survival to be 

around 21 µg/L. Comparisons with effects registered on abnormalities induced by NP on 

Daphnia, oyster and freshwater sponges indicate that sensitivity of hydra is intermediate to 

that of these invertebrates for NP. Deformities in Daphnia were seen in 11% of live young 

grown at 10 µg/L below the NOEC on development of 24 µg/L (Shurin and Dodson, 1997). 

Long term exposure at NP concentrations of 101 and 200 µg/L induced curved shell spine and 

underdeveloped antennae, respectively (LeBlanc et al., 2000) and a deformity increase in 10% 

of neonates was observed at 50 µg/L (Zhang et al., 2003). Abnormalities in the shape of 

Crassostrea gigas larvae were registered at 100 µg/L (Nice et al., 2000). In the freshwater 

sponges, Hill et al. (2002) determined an abnormal growth with production of a tight cluster 

of cells exuding from the gemmule, at high concentrations (> 10 mg/L) for Heteromyenia sp. 

and at 2.2 mg/L for Eunapius fragilis. Freshwater invertebrates did not appear to be the most 

sensitive species to NP toxicity in the long term. Indeed, the highest sensitivity was registered 

by Ward and Boeri (1991) on the marine shrimp Mysidopsis bahia, with a 28-day NOEClength 

value of 3.9 µg/L. 

The NP toxicity results on hydra were compared with data reported for aquatic freshwater 

vertebrates and invertebrates in the literature, in the short (Fig. 3) and the long (Fig. 4) terms. 

Figure 3 shows a general trend for all species represented, and acute toxicity expressed as 

LC50 or EC50 values generally ranged between 100 and 1000 µg/L. 

Several fish species seem to be quite sensitive to NP toxicity such as Lepomis macrochirus 

and Pimephales promelas. LC50-96h and NOEC-96h values were around 135 µg/L and 85 

µg/L, respectively, on these two species regarding juvenile survival (Brooke, 1993b). 

LC50s for invertebrates were comprised between 21 and 1190 µg/L (Fig. 3). An LC50-96h of 

20.7 µg/L was estimated for the amphipod Hyalella azteca (Brooke, 1993a). Forget-Leray et 

al. (2005) reported a LC50-96h of 38 µg/L for nauplii mortality in the copepod Eurythemora 

affinis. Numerous data exist for the crustacean Daphnia sp. LC50s-48h values are comprised 

between 85 and 190 µg/L for D. magna (Comber et al., 1993 ; Brooke, 1993a; Hirano et al., 
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2004) and determined to be 60.8 µg/L for D. galeata (Tanaka and Nakanishi, 2002). The 

LC50-48h for D. magna embryo development was reported to be 281 µg/L and LC50-96h for 

embryo lethality was 738 µg/L (Zhang et al., 2003). 

One of the most sensitive freshwater invertebrate species was the rotifer Brachionus 

calyciflorus. Preston et al. (2000) reported a NOEC-96h of 5 µg/L and a LOEC-96h of 50 

µg/L (for fertilization endpoint), while Radix et al. (2002) mentioned reproduction 

disturbances with a decrease of the total number of females at 370 µg/L. The ovigerous 

females/non-ovigerous females ratio was enhanced at 127 µg/L (Radix et al. 2002). 

In this data set, H. attenuata appeared as one of the most sensitive invertebrate species with 

an LC50-96h of 98 µg/L for adult survival (Pachura et al., In press). 

Fewer data are available regarding NP toxicity to freshwater algae and aquatic macrophytes. 

Growth inhibition was noted in green algae at concentrations from 3 to > 1000 µg/L, the 

lowest EC50-72h of 3.3 µg/L being registered on biomass of Scenedesmus subspicatus (EU-

RAR, 2002). Toxicity on the duckweed Lemna minor was low and recorded at concentrations 

above 2 mg/L (Brooke, 1993a). 

 

Endpoints used in long term toxicity studies included conventional mortality, growth, and 

reproductive effects as well as biomarkers such as vitellogenin production in males (Fig. 4).  

In fish, the most sensitive species was Oncorhynchus mykiss, with a NOEC-90d of 6 µg/L on 

adult survival (Brooke, 1993a) and a NOEC-60d of 8 µg/L for mortality in F0 generation 

(Yokota et al., 2001). Lahnsteiner et al. (2005) determined that 4-NP affected reproduction of 

O. mykiss by decreasing semen quantity in males at the NP concentration of 130 ng/L. As for 

vitellogenin induction, the LOEC-21d was equal to 20 µg/L for males (Jobling et al., 1996), 

100 µg/L for juveniles (Van den Belt, 2003), and LOEC-14d of 16 µg/L for female juvenile 

rainbow trout (Thorpe et al., 2000). 

 An induction of vitellogenin expression in Xiphophorus helleri after a short term exposure 

was also reported with a LOEC-72h of 4 µg/L (Kwak et al., 2001) (Fig 3). 

Less information exists on invertebrate chronic toxicity (Kahl et al., 1997). In Eurythemora 

affinis (nauplii mortality) a NOEC-10d and a LOEC-10d of 7 and 15 µg/L, respectively, were 

estimated by Forget-Leray et al. (2005). In Daphnia, The NOEC values on reproduction were 

76 µg/L after 7d (O’Halloran et al., 1999), 24 µg/L and 77 µg/L after 21 d as reported by 

Comber et al. (1993) and Brooke (1993a) respectively, and 50 µg/L after 35 d (Zhang et al., 

2003). The LOEC-96h observed in H. attenuata (21 µg/L) in the present work was one of the 
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most sensitive developmental results of the data set. In this context, gastric section 

regeneration seems to be a good predictor of potential chronic toxicity. 

 

Environmental risk assessment of NP was carried out based on acute and chronic toxicity 

results and exposure levels in the aquatic environment. The U.S Environmental Protection 

Agency (U.S. EPA, 2003) determined different limit values of toxicity for aquatic organisms. 

A final acute value (FAV) of 55.71 µg/L was established using the model developed by 

Stephan et al. (1985), from the acute values of the four most sensitive species. A final chronic 

value (FCV) of 5.9 µg/L was derived from the FAV using a mean final acute to chronic ratio 

of 9.4. The mean ratio was the geometric mean of the acute to chronic ratios obtained with 

Daphnia magna (ratio of 3.5), Oncorhynchus mykiss (ratio of 28.1) and Mysidopsis bahia 

(ratio of 8.4). 

The Canadian water quality criterion for the protection of freshwater life was set at 1 µg/L for 

NP. Different approaches were used to calculate an estimated no-effect value (ENEV) and 

values of 0.17, 0.39 or 1 µg/L were obtained by Servos et al. (2003) using a 

hyperconservative, conservative and distributional assessment, respectively. 

In the hyperconcervative assessment, a critical toxicity value (CTV) of 17 µg/L was derived 

from the most sensitive endpoint (LC50-96h in marine Winter flounder) and divided by a 

factor of 100 to estimate a ENEV of 0.17 µg/L. 

In the conservative way, Servos et al. (2003) used a CTV of 3.9 µg/L which corresponded to 

the NOEC-28d (Mysidopsis bahia). The CTV was divided by a factor 10 to obtain a ENEV of 

0.39 µg/L.  

In the distributional assessment, the ENEV based on an analysis of the distribution of all the 

acute and chronic data reported in the literature was equal to 1 µg/L. This value was obtained 

by applying a factor of 10 to the chronic value of 10 µg/L, determined to be the concentration 

at which 95% of the species would be protected (Servos et al., 2003). 

In the European Community, a PNEC (predicted no effect concentration) of 0.33 µg/L was 

calculated by dividing the lowest chronic NOEC value by a safety factor of 10 ; the lowest 

NOEC value registered had been obtained from the algae Scenedesmus subspicatus (72-hour 

EC10biomass of 3.3 µg/L).  

It should be noted that aquatic concentrations reported in polluted areas in several countries 

were in the same range or exceeded the different water quality criteria defined above.  

Concentrations of NP observed in Europe appeared to be in the same range as those observed 

in North America. Concentrations are in general less than 1.0 µg/L (close to 0.1 µg/L) 
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(Kolpin et al., 2004). The exceptions concerned certain rivers receiving NP-containing 

effluents, in which NP concentrations may exceed this level and reach hundreds µg/L in 

polluted areas (Berryman et al., 2004). The concentration of nonylphenol in surface water in 

Europe was evaluated to be 0.60 µg/L on a regional scale (EU-RAR, 2002). Therefore, it 

appeared that regional concentration of nonylphenol in surface waters (0.6 µg/L) was higher 

than the PNEC, suggesting that toxic effects to wild life were probable and that risk reduction 

measures should be applied to decrease NP concentrations in the freshwater environment. 

Servos et al. (2003) noted that approximately 40% of the municipal wastewater treatment 

plants have mean NP concentrations above 1 µg/L and that risk was higher in untreated 

effluents from the textile and pulp mill effluents, or in areas immediately adjacent to 

industrial or municipal effluents. 

 

From these results, it can be concluded that NP is released in the aquatic environment at 

concentrations that have or may have a short or long-term harmful effect on vertebrate and 

invertebrate species, in particular on their reproduction and development. 

Potential effects of suspected endocrine disrupting chemicals on the various invertebrate 

endocrine systems have not been studied with comparable intensity as in fish. Most studies 

have focused on teleost fish, whereas invertebrates have received little attention, despite the 

fact that they constitute 95 % of all living species and play an essential role in the functioning 

and health of aquatic ecosystems (Segner et al., 2003). 

Nonylphenol has been demonstrated to be acutely toxic to different vertebrate and 

invertebrate freshwater species. Toxic effects of NP to developing embryos and larvae of 

invertebrates, which are life stages more sensitive to environmental contaminants, were only 

investigated recently. Hydra appeared as one of the most sensitive freshwater invertebrate 

species to acute and chronic toxicity of NP. However, toxicity effects occurred at 

concentrations substantially higher than those normally found in the environment, but 

representative of polluted sites. 

In invertebrates, the evolution of endocrine control systems differed significantly from that of 

vertebrates and it is not clear whether endocrine disruptors in vertebrates present an 

equivalent risk in invertebrates (DeFur, 2004). Several investigators have demonstrated that 

the cnidarian Hydra can be useful as an indicator of freshwater pollutants (Pollino and 

Holdway, 1999 ; Pascoe et al., 2002). Hydra thus seems to be a good animal model to use in 

studies aimed at understanding and predicting developmental and acute toxicities of emerging 

chemicals. 
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Table I. Structures, names and abbreviations of the most important metabolites of 

alkylphenol polyethoxylates (APnEOs), composed principally by nonylphenol (NPnEOs) and 

octylphenol polyethoxylates (OPnEOs). n = number of ethoxy groups in the hydrophilic 

chain; m = number of ethoxy groups in the chain plus one acetate; R is usually branched 

nonyl or octyl. 
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Fig. 1. Regeneration capacities of Hydra attenuata. Body sections regenerate in well-

proportioned animals : when hydra is cut in half, both parts regenerate the appropriate 

patterned elements (a), a gastric section forms a new whole adult (b). An animal dissociated 

in reaggregated cells (pellet) can regenerate in one or several polyps, based on cell number (c; 

reviewed in Berking, 1997). 
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Table II : Key for assessing progressive 

toxic effects in regenerating gastric 

sections (from Wilby, 1988). 

 

Score Morphological status of polyp 

10 Mouth, 4-6 tentacles, peduncle 

9 Mouth, 4-6 tentacles 

8 Mouth, <4 tentacles, basal disk 

7 Mouth, <4 tentacles 

6 Tentacle buds and basal disk 

5 Tentacle buds only 

4 Basal disk only 

3 Normal wounding healing 

2 Healed but expanded 

1 Open ends, not healed or dead 

0 Disintegrated 
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 a : 0 h  b : 24 h  c : 48 h 
 Normal wounding healing (3) Tentacle buds, basal disk (6)

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  d : 72 h  e : 96 h 

 Mouth, < 4 tentacles, basal disk (8) Mouth, 4-6 tentacles, peduncle (10)  
 
 
Fig. 2. Morphology of hydra embryo during normal regeneration from gastric section (a ; 

score 3) to normal hydra with mouth, 4 to 6 tentacles and peduncle (e ; score 10), through 

intermediary steps with tentacle buds (c ; score 6) and mouth , 4 tentacles or less, basal disk (d 

; score 8). 
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Table III. LOEC values (lowest effective concentrations) significantly reducing survival in 

exposed animals compared to controls after 96 h of exposure and A/D ratios of the LOEC 

values on adult lethality (A) and embryo development (D) for each series of experiments. 

LOECs are expressed as percent of saturated solution in the test medium. 

 

  LOEC-96h survival 

(% saturated solution) 

 

Experiment Adult (A) Embryo (D) Ratio A/D 

1 5 1 5 

2 2 1 2 

3 5 1 5 

4 5 4 1.25 

5 6 3 2 

  Mean 3.1 ± 1.8 
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Fig. 3. Nonylphenol long term toxicity on freshwater vertebrates and invertebrates for mortality ( ), 
reproduction ( ), vitellogenin production (V) and development ( ) endpoints. Open and filled 
symbols represent results on adults and juveniles, respectively. Endpoints are expressed as measured 
concentration (when nominal, endpoints are noted in italic). 
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Fig. 4. Nonylphenol long term toxicity on freshwater vertebrates and invertebrates for mortality ( ), 
reproduction ( ), vitellogenin production (V) and development ( ) endpoints. Open and filled 
symbols represent results on adults and juveniles, respectively. Endpoints are expressed as measured 
concentration (when nominal, endpoints are noted in italic). 

.  
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II.C. - LE NONYLPHÉNOL INDUIT DES MALFORMATIONS SUR LE 

DÉVELOPPEMENT DES CNIDAIRES HYDRA ATTENUATA. 

 

La toxicité du NP sur la survie d’H. attenuata a été démontrée dans des tests de 

toxicité à court terme (96h). Les études préliminaires ont montré un effet chez les adultes et 

les embryons, avec une toxicité pour la survie chez l’adulte (CL50-96h) aux alentours de 100 

µg/L, une LOEC-96h pour les embryons proche de 20 µg/L et un ratio A/D supérieur à 3. 

Dans cette partie, nous avons étudié les effets du NP sur l’hydre en développement au 

delà de 96h d’exposition. Les concentrations en NP n’ayant pu être encore déterminées (étude 

en cours), les résultats sont exprimés en fonction du pourcentage de solution saturée en NP. 

Les concentrations nominales sont déduites des mesures faites sur des solutions saturées en 

NP diluées à 10%. La moyenne des mesures des solutions saturées à 10% (d’après nos études 

antérieures) correspondrait à une concentration de l’ordre de 130 µg/L. Les concentrations 

nominales sont données à titre indicatif, celles-ci seront mesurées dans des essais ultérieurs. 

Des hydres adultes et des embryons ont été exposés durant 8j à différentes 

concentrations de NP (environ 0,1 à 7,5 % soit une estimation de 1,3 à 98 µg/L pour les 

gammes définitives). Les hydres sont alors observées toutes les 24h. L’hydre adulte réagit aux 

stress environnementaux en exhibant différentes morphologies, tandis que l’embryon va 

ralentir son développement, l’inhiber ou alors présenter des malformations morphologiques 

plus particulièrement au niveau des tentacules (Fig.19). 

 
b a 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Échantillon représentatif de tronçons gastriques en développement 

exhibant des tentacules anormales (tentacules bifides; flèches) observées après 

96h (a) et 8j (b) d’exposition à 1% de solution saturée en nonylphénol. 
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Des anomalies s’observent à partir de 6j d’exposition pour de très faibles 

concentrations. En effet, 20% des hydres exposées à 0,1% de solution saturée en NP montrent 

des tentacules bifides, ce qui correspondrait à une concentration de l’ordre du µg/L (sous les 

réserves mentionnées plus haut). 13% des individus exposés montrent cette anomalie à 1 et 

3% de solution saturée, et près de 7% pour une exposition à 4% de solution saturée. Au 

niveau des plus fortes concentrations (> 4%), des anomalies tentaculaires ne sont pas visibles 

pour la simple raison que les embryons ont des morphologies correspondant aux scores 6 à 2 

(effets grâves pour des scores ≤ 5). Ce qui signifie que les tentacules sont peu ou pas 

développées. 

 

Les résultats des tests de toxicité chronique du NP montrent que la valeur de CL50-8j 

est proche de 5% (soit 66 µg/L) pour les adultes et de 6% (soit 79 µg/L) pour les embryons. 

Dans tous les cas, ces changements s’opèrent dans les 24h, au-delà la morphologie 

varie peu (Fig. 20). De légères variations morphologiques (score moyen de 8,7) s’observent 

pour la plus faible concentration testée chez les adultes (0,1%), ce qui nous permettrait 

d’évaluer la LOEC-8j à 0,1% (soit 1,3 µg/L), mais pas de déterminer une NOEC puisque la 

concentration la plus basse testée était de 0,1%. Chez les embryons, les changements 

morphologiques significatifs s’observent pour une concentration de 1% (score moyen de 8,9), 

ce qui nous permettrait d’évaluer la LOEC-8j à 1% et une NOEC-8j à 0,1%. 

En ce qui concerne la régénération des embryons, celle-ci n’est réellement amorcée 

qu’au deuxième jour. Le développement est complet chez les témoins au sixième jour, les 

changements morphologiques pour les embryons intoxiqués sont mineurs au-delà. Cette 

constatation remet en cause la durée d’exposition initiale de 96h et étaye l’hypothèse qu’un 

temps d’exposition ou d’examen des embryons plus long est nécessaire.  

Il s’avère donc que le ratio A/D des LOEC pour cet essai est de 0,1, résultat nettement 

inférieur à celui exprimé pour un essai aiguë 96h de 3,1. 

 

Une expérimentation supplémentaire d’exposition au NP a été réalisée. Les hydres 

adultes et les embryons ont été exposés en parallèle à une gamme de concentrations de 0,05 à 

7,5% de solution saturée. Les hydres ont été nourries et le milieu d’intoxication renouvellé, 

après 5j d’exposition. Cet essai nous a permis de constater que les embryons montrant des 

tentacules bifides étaient capables de se nourrir. 
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Un dénombrement des hydrantes16 à la fin des 10j d’exposition montre que le 

bourgeonnement est significativement affecté chez les adultes et chez les embryons (p < 0,05) 

pour une exposition à une concentration élevée de 7,5% (Fig.21). 

 

Bien que les concentrations n’aient été mesurées, la toxicité estimée semble proche des 

concentrations représentatives des sites peu pollués. En effet, la concentration 

environnementale générale des eaux douces de surface est proche du µg/L. Ceci laisse 

présager d’un impact du NP sur le développement des hydres dans le milieu naturel. Au 

vue des très faibles concentrations estimées, des études supplémentaires sont nécessaires 

afin de conclure sur ce point. 

Ces résultats soulignent la toxicité du NP sur la survie d’H. attenuata et sur son 

développement et les malformations engendrées après une exposition de 8j. Les 

expérimentations ont été répétées trois fois et ont montré une bonne reproductibilité des 

effets chez l’embryon. L’exposition des embryons sur le long terme nous a permis de 

mettre en évidence des malformations, laissant apparaître une tératogénicité du produit. 

Il ne semble pas que ces malformations aient une influence sur la prise alimentaire et 

sur la dynamique de croissance des populations d’hydres sur 10j. Enfin, cette étude met 

l’accent sur l’intérêt de poursuivre les investigations au delà de 96h d’exposition. Une 

des perspectives de ce travail sera l’étude sur le long terme du NP et des subtances qui 

avaient été étudiées sur 96h dans les essais de criblage de toxicité, au début de notre 

recherche (partie I, page 60). 

 

                                                 
16 Tête de l’hydre (tentacules + hypostome). Les bourgeons ayant déjà formé une tête sont comptabilisés. 
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PARTIE III – Étude de l’apoptose 

chez l’hydre 
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III.A. - NIVEAU BASAL D’APOPTOSE CHEZ L’HYDRE ET 

INFLUENCE DU JEÛNE. 

 

 

Afin de pouvoir analyser l’induction du NP chez les hydres adultes, une étude du 

mécanisme a été nécessaire chez les hydres témoins.  

 

Une première étude du niveau basal a été effectuée sur 5 hydres adultes sans bourgeon 

à 1, 2, 3, 4 et 5j de jeûne (Fig.22). Les résultats indiquent bien que le processus apoptotique 

est important chez des hydres dont l’activité métabolique est intense comme dans les 24h à 

48h qui suivent la prise de nourriture (Bosch & David, 1984). La figure 22 montre clairement 

que le profil apoptotique (fragmentation de l’ADN) diminue avec l’augmentation du nombre 

de jours de jeûne. Une fragmentation de l’ADN est importante jusqu’à 2j après la prise de 

nourriture. Au-delà, soit 3, 4 et 5j de jeûne, aucune fragmentation n’est visible. 
 

 1 2 3 4 5 Nb jours de jeûne. 
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Figure 22. Évolution de la 

 

Cette expérience a été répétée sur 5 hydres pour 1 et 5j de jeûne, et ceci en triplicat (Fig.23). 

pour des hydres à jeun durant 5j. 

fragmentation d’ADN au cours du 

temps, en fonction du nombre de 

jours de jeûne. 

Ainsi, l’étude de la fragmentation de l’ADN chez des hydres venant juste d’être nourries (1j 

de jeûne) montre un profil apoptotique (Fig.23). La fragmentation de l’ADN n’est plus visible 
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Figure 23. Évolution de l’apoptose en 

fonction du nombre de jours de jeûne. 

Fragmentation de l’ADN chez des 

hydres à jeun 1j et absence d’apoptose 

après 5j de jeûne. 

 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence un niveau basal d’apoptose chez des 

hydres dont le métabolisme est activé par la nourriture. Ce résultat est en accord avec 

les travaux de Bosch & David (1984), qui montrent qu’une hydre bien nourrie va 

produire plus de cellules au niveau de sa colonne gastrique. Ces cellules servent pour la 

régénération du pied mère mais également pour la formation du bourgeon. Comme le 

nombre de cellules total reste constant, l’excédant de cellules produites est éliminé par 

apoptose et phagocytose au niveau de la tête et du pied. En période de jeûne, la 

production de cellules diminue, l’hydre n’a donc plus intérêt à éliminer ces cellules : 

l’apoptose est stoppée. 

C’est pourquoi dans l’étude de l’induction d’apoptose par le NP, nous avons choisi de 

travailler avec des hydres à jeun 5j. 
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III.B. - EXPRESSION DES CASPASES-3 CHEZ L’HYDRE. 

 

 Les études précédentes ont démontré que le NP était fortement toxique pour les hydres 

adultes et pour le développement des tronçons gastriques, qu’il induisait des malformations au 

niveau des tentacules des embryons en développement, et qu’une exposition courte à des 

concentrations létales (LC50 et LC100) provoquait une fragmentation apoptotique de l’ADN. 

Une hypothèse serait que l’apoptose est également impliquée dans l’apparition des tentacules 

bifides.  

 

 Nous avons voulu savoir si le phénomène apoptotique impliquait la participation des 

caspases-3, car ces molécules effectrices possèdent un rôle important dans le phénomène 

d’apoptose et d’autre part car deux d’entre elles (caspase-3A et –3B) ont été identifiées chez 

H. vulgaris par Cikala et vérifier l’expression et 

l’activité des caspases-3 apr

 

 Dans un premier tem es caspases-3A et –3B 

chez l’hydre en dehors de to fonction de leur état physiologique (jeûne). Les 

roduits PCR ont été envoyés à séquencer pour nous assurer que les résultats obtenus 

al. (1999). Ainsi, il serait intéressant de 

ès exposition au NP. 

ps, nous avons voulu étudier l’expression d

ut traitement et en 

p

correspondent aux deux caspases recherchées.  

 La caspase3-A a été séquencée et le résultat correspond pour 93% à la séquence 

attendue. La caspase3-B a été séquencée avec 92% d’homologie avec la séquence attendue 

(Table 22). Ceci nous permet de conclure que les produits obtenus correspondent bien aux 

deux caspases. 
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 Nous avons donc étudié l’expression de ces caspases par la technique

 

 

 

 

 de RT-PCR. En 

remier lieu nous avons cherché à connaître le niveau basal d’expression des caspases chez 

 

 

 

 
La figure 24 dé

l’embryon, ave

Ceci est corrob

d’expression de

avec l’actine, g

pas de conclure

p

des hydres adultes et des tronçons gastriques pour 1, 2, 3 et 4j de jeûne (Fig.24).  
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Dans un deuxième temps, nous avons exposé des hydres adultes sans bourgeon et à jeun 5j, 

5h aux concentrations létales induisant l’apoptose (CL50 et CL100), mais également à une 

oncentration de 250 mg/L (5h) de colchici tilisée ici e témoin positif de l’induction 

d’apoptose. Les résultats obtenus ne peuvent toutefois être interprétés. En effet, les différentes 

expérimentati n s ont montré que le niveau d’expression des caspases-3 est identique 

chez les témo s positifs (colchicine) et négatifs. Les résultats préliminaires n’ont pas montré 

de modification du niveau d’expression des caspases chez les hydres traitées au NP. Mais les 

essais méritent d’être répétés. 

 

Les conditions expérimentales doivent être étudiées afin d’augmenter l’intensité du 

signal d’expression des caspases, lorsque celle-ci est co-amplifiée avec l’actine. Les 

résultats préliminaires montrent un signal et la présence d’une bande chez les hydres 

quel que soit leur état métabolique. Il ne semble pas que le NP active l’expression des 

caspases. Mais les résultats restent à vérifier. 

Dans la suit  nous envisageons d’é s vec les 

effets du NP et de la colchicine. Une méthode de mesure fluorimétrique des produits de 

clivage des caspases pourrait être mise en œuvre (selon Cikala et al. (1999)). En effet, 

deux substrats fluorescents (Ac-DEVD-AMC et Ac-YVAD-AMC) sont spécifiquement 

clivés par les caspases-3. La fluorescence de l’AMC peut alors être facilement mesurée et 

corrélée à l’activité de clivage des caspases. 

 

c ne u comm

o s menée

in

e, tudier l’activité des caspa es-3 en relation a
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DISCUSSION 
 

Ce travail consistait à établir, dans un premier temps, le degré de sensibilité de l’hydre 

adulte mais surtout des tronçons gastriques (TG) vis-à-vis de diverses catégories de 

substances. Cette première étape a souligné la forte toxicité du NP dont le modèle hydre nous 

a servi par la suite à étudier les mécanismes d’actions. 

 

Ces résultats mettent en évidence : 

 

 les substances testées ayant un effet délétère sur le développement (A/D > 1) :  

thalidomide (50), fluoxétine (6,11), SDS (5,8), diflubenzuron (>5,3), 

sulfaméthoxazole (5,24), propranolol (5,11), NP (3,1), carbamazépine (3), 

ibuprofène (2,44), azetidine-2-carboxylique (2,2), colchicine (1,83), TBTO (1,7), 

parathion (1,5), TGDME (1,3), DP (1,23), éthanol (1,2), méthoprène (1,1). 

 

 les substances testées ayant une forte toxicité (CL50 < 1 mg/L) : 

TBTO, NP, acides rétinoiques, cuivre, cycloheximide, triclosan. 

 

 l’induction très rapide de l’apoptose chez l’hydre adulte par le NP pour des 

concentrations létales (CL50 et CL100) et sur de très courtes périodes d’exposition 

(1 et 5h). 

 

 des malformations au niveau des tentacules chez des embryons d’hydre en 

régénération, après 8j de développement à des concentrations environnementales en 

NP. 

 

 l’utilité de prolonger les essais de toxicité notamment pour l’étude de la 

régénération et de ses anomalies au-delà de 96h. 

 

Trois grands points vont être discutés : 

- sensibilité de l’hydre, adulte et embryon, vis-à-vis des substances chimiques ; 

- toxicité et effets du NP sur le modèle hydre ; 
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I - Sensibilité des hydres adultes et des tronçons gastriques. 

 

Dans cet objectif, l’hydre pourrait être un outil de criblage des substances toxiques sur 

 été employée avec succès pour démontrer le potentiel 

xique de diverses substances sur des adultes, mais surtout sur des embryons développés par 

Johnson et er 

rapideme

cellulaire

 

L outes les 

caractéristiques d’un blastema et le rendement de régénération est acceptable. Wilby (1988) 

recomma ation et certains 

travaux o  et al., 2002). Cette 

chnique reste cependant critiquée par certains auteurs qui la trouvent moins sensible que 

l’amas c

précéden

sensibilité de l’hydre envers des substances organiques et sa forte sensibilité aux substances 

inorganiques comme le cuivre, le zinc ou le cadmium, en la comparant à d'autres espèces 

d’inverté

(Arkhipc

Schäfer, 2000; Diaz-Baez & Perez, 2000; Forget et al, 2000a, b; Pica-Granados et al., 2000; 

Ronco et al., 2000) a démontré que H. attenuata (96h-sublétalité) arrivait au premier rang des 

espèces les

magna (4 on de la mâturation). 

 

 au préalable tester le degré de sensibilité du tronçon 

 substances 

montrer que cet embryon est un bon modèle 

Dans les essais de toxicité de routine, il n’existe aucune exigence en ce qui concerne 

l’étude des effets sur le développement, ce qui est une lacune dans une perspective de 

protection environnementale.  

le développement. L’hydre a déjà

to

 al. (1982) à partir d’amas de cellules. Avec cet essai, il est possible d’examin

nt un large spectre de molécules, dont les résultats obtenus chez l’adulte et les amas 

s semblent, pour Johnson, être le reflet de ce qui se passe chez les mammifères. 

a section gastrique a été préférée à l’amas cellulaire car elle possède t

nde l’utilisation de ce type d’embryon dans l’étude de la régénér

nt été conduis avec cette méthode (Bowden et al., 1995; Pascoe

te

ellulaire (Zhang et al., 1990). La sensibilité de l’hydre adulte a été discutée dans de 

ts travaux, où les avis divergent. Pollino & Holdway (1999) montrent la faible 

brés (Gammarus pseudolimnaeus, D. magna). Un essai inter-laboratoires plus global 

huk et al., 2000b; Beauregard & Ridal., 2000; Castillo et al., 2000b; Castillo & 

 plus sensibles aux composés organiques et inorganiques confondus, suivi par D. 

8h-létalité) et Panagrellus redivivus (96h-inhibiti

Dans ce contexte, il nous fallait

gastrique en parallèle à celle des adultes. Pour ce faire, différents groupes de

chimiques ont été étudiés. Nous avons ainsi pu dé

prédictif pour l’étude des effets sur le développement. Un récapitulatif des ratios A/D 
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disponibles pour certaines subtances chez l’hydre et chez les mammifères (Table 23) montre 

onate de lithium, le 

onçon gastrique donne des ratios du même ordre de grandeur que les amas cellulaires, bien 

que lég

des d’intoxications. Ainsi, la plupart des substances ayant un 

effet su

s la 

régénération. Cette structure est d’abord un support pour les cellules, qui influence leur 

prolifér

également en 

état dynamique et donc continuellement en mitose (Takahashi et al., 2000). Des substances 

qui in

synthèse de l’ADN (colchicine, hydroxyurée). Ces subtances tuent rapidement et 

que, hormis pour l’azétidine, la colchicine, les acides rétinoiques et le carb

tr

èrement inférieurs. Pour des essais sur le tronçon gastrique, nous pouvons noter des 

différences de sensibilité (colchicine et le carbonate de lithium selon les auteurs) pouvant être 

imputées aux différentes métho

r le développement des mammifères ont manifesté une toxicité sur le développement 

du tronçon gastrique.  

 

La toxicité observée pour certaines substances chimiques peut être expliquée par leurs 

effets soit sur la mésoglée, soit le système nerveux ou encore par l’induction d’apoptose. 

En effet, différentes études ont démontré l’importance de la mésoglée dan

ation, leur différenciation, leur adhésion et leur migration (Sarras et al., 1993; Zhang 

& Sarras, 1994). Cette matrice est connue pour contenir différents composés comme de la 

fibronectine, de la laminine, des protéoglycanes et surtout du collagène, qui est une des 

protéines les plus abondantes chez l’animal (Zhang et al., 1994; Schmid et al., 1999). Rien de 

surprenant qu'un inhibiteur de la polymérisation des microtubules (colchicine) induise un effet 

important sur le développement, de même qu’un analogue de la proline (azétidine-2-

carboxylique), inhibiteur de la synthèse du collagène.  

 

Les hydres sont les premiers métazoaires à avoir développé un système nerveux. 

Celui-ci est un réseau neuronal diffus à travers le corps, composé de cellules ganglionnaires et 

sensorielles (Taddei-Ferretti & Musio, 2000). De nombreux neuropeptides ont d’ailleurs été 

identifiés chez Hydra (Annexe 3). Ils fonctionnent comme des neurotransmetteurs ou des 

neurohormones, qui contrôlent les processus de développement (Takahashi et al., 1997). Le 

développement du système nerveux est le premier événement important de la régénération de 

l’hydre (Galliot et al., 1995). A cause des mouvements tissulaires, celui-ci est 

terfèrent avec la transmission du sytème nerveux (fluoxétine, carbamazépine, 

propranolol) peuvent avoir un impact important sur le développement des embryons. 

Toutefois, la mise en place du système nerveux n’est pas nécessaire à la régénération, comme 

l’ont prouvé des traitements avec des substances inhibitrices de la division cellulaire ou de la 

 84



Discussion 

sélectivement les cellules souches interstitielles en prolifération (initiatrices des cellules 

nerveuses), en laissant en vie les cellules souches épithéliales qui continuent à se diviser mais 

plus lentement (Fujisawa, 2003). 

 

D’autres substances peuvent influencer la mort cellulaire, ce qui peut expliquer la 

toxicité visualisée chez l’hydre. Il a été démontré que le triclosan et le diclofenac induisent un 

effet apoptotique dans différentes cultures cellulaires (Inoue et al., 2004; Amin & Hamza, 

2005). Le diclofenac augmente l’activité de la caspase-3 dans des cellules HL-60 après 24h 

’incubation à 125 µM (Inoue et al., 2004) ou après 36h à 10 µM pour les cellules SCC 1483 

(Kim e

t été 

observé

 substances agissant sélectivement sur 

une population cellulaire spécifique. Les substances dont les valeurs de toxicité sont 

compri

d

t al., 2004). Ces mêmes auteurs proposent également l’ibuprofène comme inducteur 

d’apoptose, mais dans une moindre mesure. Une augmentation de l’apoptose a égalemen

e après une exposition de 1h à 0,25 mM de triclosan dans une lignée cellulaire 

épithéliale de gencive humaine (Zuckerbraun et al., 1998). 

 

Les substances avec un ratio A/D égal ou inférieur à 1 sont nombreuses dans cette 

étude. Elles ne montrent pas d’effet adverse spécifique sur le développement des embryons 

d’hydre. Or, certaines substances de cette catégorie expriment des toxicités en décalage avec 

leur mécanisme d’action. La bléomycine par exemple, inhibiteur de la synthèse de l’ADN, 

n’affecte pas plus l’embryon que l’adulte, comme la cycloheximide (inhibiteur de la synthèse 

des protéines). Nous sommes peut-être en présence de

ses entre 1 et 10 mg/L, ont des effets variés. Elles perturbent la membrane (digluconate 

de chlorhexidine), affectent le cytosquelette en dépolarisant l’actine (cytochalasine), 

interfèrent avec la transmission nerveuse (deltaméthrine, carbonate de lithium), inhibent la 

fragmentation de l’ADN et l’expression des caspases (zinc). 

Certaines substances montrent des toxicités assez faibles (CL50 > 100 mg/L), ce qui 

peut sembler peu en accord avec les mécanismes d’action avancés, comme pour l’acrylamide 

ou l’alpha-cyperméthrine, dont la cible est le système nerveux central (Elbetieha et al., 2001). 

Il a été montré que pour l’hydroxyurée la réplication de l’ADN dans des amas cellulaires 

d’hydre est bloquée par un traitement à 761 mg/L (Zhang & Sarras, 1994), concentration 

supérieure à la gamme de concentrations choisie dans cette étude, ce qui peut expliquer les 

différences enregistrées. 
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II - Toxicité du nonylphénol sur la survie des hydres adultes et le 

développement des embryons. 
 

Le NP s’avère être une molécule difficile à étudier à cause de sa faible solubilité dans 

les mil

n comparant ces résultats à ceux retrouvés dans la littérature, l’hydre apparaît être 

une des

 

au douce la plus sensible au nonylphénol est l’algue Scenedesmus 

subspicatus dont la croissance est inhibée pour 3,3 µg/L (EC50-72h; EU-RAR, 2002) ; pour la 

ieux aqueux et sa propriété de forte adsorption pouvant faire diminuer rapidement les 

concentrations dans le milieu test. Pour pallier à ces problèmes, nous avons choisi de 

dissoudre le NP directement dans le milieu hydre, sans utilisation de tiers solvant pour 

éliminer toute possibilité d’interférence, d’utiliser cette solution immédiatement après sa 

préparation, de saturer tous les cristallisoirs pour chaque concentration de NP testée et 

d’échantillonner les dilutions de solution saturée afin d’en mesurer la concentration. 

 

Toxicité du nonylphénol chez H attenuata. 

 

E

 espèces d’invertébrés d’eau douce les plus sensibles pour la toxicité aiguë du NP chez 

les adultes (CL10-96h = 64 µg/L) et les embryons (CL10-96h = 21 µg/L). Les valeurs de 

CL50 pour toutes les espèces d’eau douce sont généralement comprises entre 100 et 1000 

µg/L. Pour les invertébrés d'eau douce cette gamme est plus vaste, entre 20 et 1200 µg/L. 

Parmi les invertébrés, citons Hyalella azteca avec une LC50-96h de 20,7 µg/L (Brooke, 

1993a), Eurythemora affinis avec une CL50-96h de 38 µg/L (Forget-Leray et al., 2005), 

Daphnia sp. pour laquelle les valeurs de CL50s-48h s’échelonnent entre 61 et 190 µg/L 

(Comber et al., 1993; Brooke, 1993a; Tanaka & Nakanishi, 2002; Hirano et al., 2004). Pour 

les vertébrés, les valeurs de CL50-96h varient entre 80 et 230 µg/L (Brooke, 1993a,b) avec 

pour l’expression de la vitellogénine chez le poisson d’eau douce Xiphophorus helleri, une 

valeur de LOEC-72h de 4 µg/L (Kwak et al., 2001). 

Zhang et al. (2003) notent une CL50-48h pour le retard de développement des embryons de 

D. magna à 281 µg/L et une CL50-96h pour la létalité de 738 µg/L. Preston et al. (2000) 

reportent pour B. calyciflorus une NOEC-96h de 5 µg/L (mesurée) et une LOEC-96h de 50 

µg/L (mesurée) pour la fertilisation, tandis que Radix et al. (2002) mentionnent une 

perturbation de la reproduction pour 370 µg/L (mesurée).  

Notons que l’espèce d’e
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plupart des autres végétaux (algues uni-cellulaires et macrophytes) l’inhibition est observée 

pour des concentrations de 3 à plusieurs centaines de µg/L (Brooke, 1993a). 

Cependant, les espèces d’invertébrés, de vertébrés ou de végétaux d’eau douce ne sont 

pas les

 poisson, 

. mykiss avec une LOEC reproduction de 130 ng/L (Lahnsteiner et al., 2005) et une NOEC-90j 

Peu d’informations existent sur la toxicité chronique des invertébrés (Kahl et al., 

1997). 

EC-

Notre travail de recheche a démontré que l’hydre exprime un niveau basal d’apoptose. 

tude explorent deux aspects du 

hydres adultes témoins en fonction de leur état physiologique (jeûne). Après 2j de jeûne, plus 

 plus sensibles envers le NP. L’analyse de la toxicité par Ward & Boeri (1991) sur un 

micro-crustacé marin A. bahia a montré une NOEC-28j de 2,9 µg/L. 

 

Toxicité chronique du nonylphénol chez H. attenuata. 

 

Nous avons noté que la majorité des données bibliographiques sur la toxicité du NP 

sur le long terme concernaient les vertébrés. Ainsi, la plus sensible des espèces est un

O

survie de 6 µg/L (Brooke, 1993a).  

Chez Eurythemora affinis (mortalité des nauplii) une NOEC-10j et une LOEC-10j de 7 

et 15 µg/L respectivement, été estimées par Forget-Leray et al. (2005). Chez Daphnia, la 

valeur de NOEC sur la reproduction est de 76 µg/L après 7j (O’Halloran et al., 1999), 24 µg/L 

(Comber et al. ,1993) et 77 µg/L (Brooke, 1993a) après 21j d’exposition, les différences 

pouvant s’expliquer par l’utilisation ou non de solvant. Zhang et al. (2003) notent une NO

35j de 50 µg/L. 

 Chez l’hydre les valeurs de LOEC-8j pour l’adulte et l’embryon semblent proches du 

µg/L voire de la dizaine de µg/L (valeurs estimées). Une mesure ultérieure des concentrations 

sera nécessaire afin de conclure quant à ces faibles valeurs. 

 

Le nonylphénol induit un mécanisme d’apoptose chez des hydres adultes. 

 

Le programme de mort cellulaire est un processus naturel chez l’hydre comme chez d’autres 

organismes (gamétogenèse (Technau et al., 2003; Miller et al., 2000), élimination des cellules 

en excès (Bosch & David, 1984)), ce qui corrobore les dégradations de l’ADN que l’on peut 

retrouver chez les témoins. 

Les deux techniques mises en œuvre pour l’é

mécanisme. La technique du « DNA ladder » qui témoigne de la réalité d’un processus 

apoptotique et de son intensité, met en évidence un niveau apoptotique variable chez des 
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aucune fragmentation n’est visible par cette méthode. Le niveau basal apoptotique a 

également été mis en évidence par l’expression des caspases-3A et -3B chez les hydres 

témoin

it l’activité caspase chez 

hydre selon Cikala et al. (1999), qui ont proposé une méthode de fluorescence pour la 

ique pour étudier l’influence du NP 

ur ces activités et étudier la relation éventuelle avec l’induction d’apoptose par le 

nonylp

sont très rapides (1 et 5h) après une exposition à de fortes 

concen

entacules pour une concentration 

ible de 0,1% (estimation à 2 µg/L) de solution saturée en NP. Si l’on recherche dans la 

onstate que les 

formations sont peu nombreuses à ce sujet, et que le NP provoque des malformations chez 

les dap

ent des malformations des épines postérieures et des antennes 

(LeBla

s adultes et embryons.  

Le deuxième volet qu’il nous faut explorer est la mesure de l’activité lytique des caspases, 

laquelle est activée par les inducteurs d’apoptose. La colchicine indu

l’

mesure d’activité. Nous remettrons en œuvre cette techn

s

hénol. 

 

Dans un deuxième temps, l’hydre a permis de démontrer que le NP induisait un 

processus d’apoptose. Ces effets 

trations létales (CL50 et CL100). Les effets apoptotiques n’augmentent pas avec le 

temps, comme les effets sur la survie de l’hydre qui n’évolue plus de façon importante après 

24h d’exposition. Ces résultats sont en accord avec des études précédentes qui ont également 

démontré in vivo et in vitro des effets apoptotiques du NP au niveau des cellules spécialisées 

dans la reproduction chez les mammifères (Weber et al., 2002; Wang et al., 2003; Aoki et al., 

2004). 

 

Le nonylphénol induit des anomalies du développement chez l’hydre. 

 

L’hydre présente des malformations au niveau des t

fa

littérature les effets délétères du NP enregistrés sur le développement, on c

in

hnies, les huîtres ou encore les éponges.  

Les malformations chez les daphnies sont visibles chez 11% des jeunes à 10 µg/L 

après 30j d’exposition, en dessous de la NOEC sur le développement de 24 µg/L (Shurin & 

Dodson, 1997). Les expositions long terme (21j) à des concentrations en NP de 101 et 200 

µg/L induisent respectivem

nc et al., 2000). Une déformation (épines postérieures, antennes) est visible chez 10% 

des jeunes exposés à 50 µg/L durant 35j (Zhang et al., 2003). Des anomalies sont enregistrées 

au niveau de la coquille de la larve de Crassostrea gigas pour une exposition de 4h à 100 

µg/L (Nice et al., 2000). Enfin, chez les éponges d’eau douce, Hill et al. (2002) déterminent 
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une croissance anormale avec des déformations pour des concentrations supérieures à 10 

mg/L chez Heteromyenia sp. et à 2,2 mg/L pour Eunapius fragilis. 

Nous pouvons émettre l’hypothèse que le mécanisme d’apoptose est à l’origine des 

quoi cette anomalie n’est visible que chez les hydres exposées au NP, quelle est 

l’implication du NP dans ce phénomène ? Des expérimentations supplémentaires seraient 

nécessa

tration) pour le compartiment aquatique de 0,33 µg/L, obtenue en divisant la plus 

faible valeur de NOEC enregistrée par un facteur 10 ; cette NOEC est obtenue chez l’algue 

Il apparaît que la 

oncentration de NP à l’échelle régionale dans les eaux de surfaces est de l’ordre de 0,6 µg/L 

(PEC o

es de toxicité chez différents vertébrés et 

inverté

malformations observées chez l’hydre, comme peut être impliqué ce processus dans la 

formation des doigts chez les mammifères (Ameisen, 1996). Il semblerait que ce phénomène 

soit exclusivement observé chez des hydres dont le nombre de tentacules développées est 

faible (<4). La division des tentacules en deux pourrait amener à un nombre standard (5 à 8) 

pouvant assurer une meilleure capture des proies. Cependant plusieurs questions restent en 

suspens : pour

ires répondre à ces questions. 

 

Evaluation de risque pour le nonylphénol. 

 

Différentes évaluations de risque pour le NP (EU RAR, 2002; US EPA, 2003 et 

Servos et al., 2003) ont été proposées et les résultats obtenus sont résumés dans la figure 25. 

La Communauté Européenne (EU RAR, 2002) donne une PNEC (Predictive No Effect 

Concen

Scenedesmus subspicatus (EC10biomass-72h de 3,3 µg/L; Kopf, 1997). 

c

u Predictive Environmental Concentration), soit équivalente, sinon supérieure à la 

PNEC (EU RAR, 2002). Ce résultat conduit à la conclusion que la probabilité d’avoir des 

effets toxiques sur la faune n’est pas négligeable, car PEC/PNEC >1. 

L’approche mise en œuvre au USA par l’EPA (U.S. EPA, 2003) détermine différentes 

valeurs limites de toxicité à partir des donné

brés aquatiques. Une valeur finale aiguë (FAV) de 55,71 µg/L est établie pour les 

milieux d’eau douce en utilisant le modèle développé par Stephan et al. (1985), à partir des 

valeurs aiguës des quatre espèces les plus sensibles (H. azteca, Bufo boreas, D. magna, P. 

promelas). Une valeur chronique finale (FCV) de 5,9 µg/L a été dérivée de la valeur aiguë 

finale FAV (55,71 µg/L), en la divisant par un ratio moyen aigu sur chronique (FACR) de 9,4. 

Le ratio moyen est la moyenne géométrique des ratios aigus sur chroniques obtenus avec D. 

magna, Americamysis bahia et O. mykiss, dont les valeurs aiguës et chroniques sont 

disponibles.  
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Dans le domaine marin une FAV de 13 µg/L a été globalement calculée, ainsi qu’une FCV de 

1,4. Notons également pour cette étude que les plantes ou algues n’ont pas été prises en 

compte

/L.  

ans l’approche conservative, ils partent de l’espèce la plus sensible sur le long terme (A. 

 et dérivent une CTV de 3,9 µg/L. Ils divisent la 

TV par un facteur de 10 et aboutissent à une ENEV de 0,39 µg/L.  

Dans l

a 

concen

proximativement 6 fois 

moins 

. 

Au Canada, le critère de qualité des eaux douces pour la protection de la vie aquatique 

a été fixé à 1 µg/L pour le NP (Sabik et al., 2003). Différentes approches ont été proposées 

par Servos et al. (2003), qui utilisent trois modèles : hyperconservatif, conservatif et 

directionnel pour l’évaluation de risque.  

Dans l’évaluation hyperconcervative, ils définissent une valeur de toxicité critique (CTV) de 

17 µg/L à partir du paramètre le plus sensible en aigu (CL50-96h chez P. americanus, espèce 

marine). En appliquant un facteur de 100 à la CTV aiguë, ils estiment une valeur sans effet 

environnementale (ENEV) de 0,17 µg

D

bahia NOEC-28j de 3,9 µg/L, espèce marine)

C

’évaluation directionnelle, la ENEV est basée sur toutes les valeurs de données de 

toxicité aiguë et chronique. Une valeur de 10 µg/L est déterminée comme étant l

tration pour laquelle 95% des espèces peuvent être protégées (i.e. la EC50 est dépassée 

dans moins de 5% des espèces). Un facteur 10 est appliqué à cette valeur, ce qui donne une 

ENEV de 1 µg/L 

 

Les concentrations environnementales de NP observées en Europe semblent être dans 

la même gamme que les concentrations observées en Amérique du nord, avec quelques 

exceptions dans certaines rivières recevant des effluents contaminés (Kolpin et al., 2004). Ces 

concentrations sont généralement proches de 1 µg/L, ce qui est ap

que la FCV de 5,9 calculé par l’U.S. EPA (2003). Les concentrations aquatiques 

reportées dans certains sites d’eau douce pollués de plusieurs pays sont du même ordre ou 

excèdent les différentes ENEV de 0,17, de 0,39 ou de 1 µg/L recommandées par Servos et al. 

(2003). 

Nous pouvons noter que les effets néfastes enregistrés chez l’hydre se produisent pour 

des concentrations en NP représentatives des environnements pollués (un à plusieurs 

centaines de µg/L) mais également pour le développement à des concentrations 

environnementales plus faibles.  
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A partir de ces résultats, il peut être conclu que le NP est relargué dans 

l’environnement aquatique à des concentrations qui ont ou peuvent avoir un effet délétère sur 

les espèces de vertébrés et d’invértébrés pour le court et le long terme, en particulier sur leur 

reprodu

xigeait l’abandon des NPEs des agents domestiques 

plication des caspases-3 

 Hox Deformed (Dfd) active directement l’expression d’un activateur de 

ort cellulaire reaper (rpr). Les liens directs entre les gènes Hox et les composés orchestrant 

l’apopt

t al., 2003). 

9-cis rétinoique (Kostrouch et al., 1998). Dans le corail 

ction et leur développement, comme le démontrent les résultats obtenus chez l’hydre. 

Les dangers environnementaux reconnus présentés par les APEs ont déjà conduit à certaines 

restrictions d’usage. Notons en particulier dans le contexte européen, la recommandation 

adoptée par la commission OSPAR qui e

et d’entretiens industriels d’ici 2000 (Parcom, 1992). 

 

III – Implication des caspases-3. 
 

Nos travaux ont permis de déterminer un niveau basal d’expression des caspases-3 et 

d’obtenir la séquence partielle des caspases-3A et –3B. Notre travail de recherche ne nous a 

pas permis pour le moment d’obtenir de résultats témoignant de l’im

dans l’induction d’apoptose observée après intoxication au NP. Il reste à étudier les effets 

d’une exposition au NP sur l’activité caspase des hydres ainsi qu’à explorer d’autres voies 

possibles pouvant expliquer la toxicité du NP. 

Chez la drosophile en développement il a été récemment montré (Lohmann et al., 

2002) que le gène

m

ose n’ont pas encore été documentés chez l’hydre. Il serait intéressant d’étudier 

l’expression des gènes Hox, gènes impliqués dans le développement, et la toxicité du 4-NP. 

Une cible potentielle pour les perturbateurs endocriniens est la voie de signalisation des acides 

rétinoiques (des dérivés de la vitamine A). Les membres de la super famille des récepteurs 

nucléaires aux rétinoides (récepteurs X rétinoides ou RXR), jouent un rôle signalétique 

fondamental dans le développement des animaux (Maden, 2000), des hydres, mais aussi dans 

le développement axial, craniofaciale et des membres durant l’embryogenèse des vertébrés 

(Smith e

Il a été montré que le génome de cnidaires contient 11 récepteurs nucléaires, incluant 

le groupe RXR. Seulement un de ces récepteurs a été fonctionnellement analysé chez la 

méduse Tripedalia cystophora, dont l’expression du gène est activée en présence d’une très 

faible concentration de l'acide 
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Acropo

 serait intéressant dans le futur d’étudier l’effet du NP sur cette voie de signalisation (RXR). 

ra millepora, des récepteurs sont détectés dont l’action est similaire aux RXR (Wiens 

et al., 2003). 

Il est également établi que dans plusieurs systèmes biologiques, l’acide rétinoique (0 à 

50 µmol/L) est impliqué dans l’induction d’apoptose (Wiens et al., 2003). Sarkar & Sharma 

(2002) ont évalué l’implication de plusieurs gènes chez la souris dont l’apoptose est influencé 

par l’acide rétinoique. Les résultats démontrent que durant l’organogenèse, une dose 

tératogène connue d’acide rétinoique cause l’apoptose et module l’expression de plusieurs 

gènes (dont la caspase-3). 

Il
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

Le but de ce travail consistait à compléter nos connaissances sur le degré de sensibilité 

de l’hydre adulte et des embryons envers une large gamme de substances chimiques, l’étude 

de la toxicité du NP et ses mécanismes d’action. 

 

Ce cnidaire a été choisi dans cette étude car il alliait plusieurs avantages, le plus 

important étant sa capacité à se régénérer. Cette caractéristique a été mise à profit pour l’étude 

du développement des embryons. En effet, les connaissances manquent pour juger de 

l’étendue des problèmes et des conséquences pour l’homme et l’environnement, que peuvent 

avoir les substances en général, et les perturbateurs endocriniens en particulier, sur le 

développement. 

 

 Dans la première partie de cette étude, nous avons mis en évidence que l’hydre 

adulte et les embryons étaient capables de détecter les potentialités toxiques de divers 

composés organiques. Le tronçon gastrique sem

éveloppement. L’étude de la régénération de l’hydre à partir des tronçons gastriques a 

permis de mettre en évidence la toxicité de divers perturbateurs endocriniens inclus dans notre 

étude dont le NP, le TBTO, le dibutyl phthalate. Ces données confirment la sensibilité de cette 

espèce pour évaluer la toxicité des polluants hydriques comme ce qui a déjà était démontré 

pour les pesticides, les métaux, les solvants, les éthers de glycol, les œstrogènes et les 

molécules pharmaceutiques. 

 

 Dans la seconde partie de notre étude, nous avons mis en évidence que l’hydre est 

un bon indicateur du potentiel toxique du NP sur la survie et sur le développement. L’hydre 

est l’une des espèces d’invertébrés d’eau douce les plus sensibles vis-à-vis de la toxicité du 

NP. Ceci est vrai pour l’adulte sur le court terme, mais également pour l’embryon sur le court 

et le long terme. 

L’étude de la toxicité du NP sur l’hydre a mis en évidence une induction de 

l’apoptose. Nous pouvons relier ce phénomène à la toxicité du NP qui pourrait être le résultat 

d’un mécanisme apoptotique, mécanisme cellulaire qui est physiologique dans le contrôle de 

la différenciation des tissus, mais qui peut avoir des effets délétères si le processus est 

dérégulé, anormalement activé et inhibé. Il serait d’ailleurs intéressant de faire des essais sur 

ble être un bon indicateur de la toxicité sur le 

d
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des embryons. Nou origine des 

malformations observées au niveau des tentacules des hydres en développement. Des 

expérimentations supplémentaires sont encore nécessaires conclure sur l’expression et 

l’activation des caspases-3A et –3B. 

Cette partie de notre étude a mis en avant l’intérêt de prolonger les essais sur l’étude 

de la régénération et de la survie au-delà de 96h d’exposition. 

 

 Dans la troisième partie de notre étude, nous avons pu montré l’influence du jeûne 

sur l’apoptose. Cependant, aucune conclusion ne peut être retirée quant à l’implication des 

caspases-3 dans l’induction de l’apoptose par le NP ou la colchicine. Des études 

supplémentaires sont nécessaires pour valider ou non cette hypothèse, mais également pour 

étudier d’autres voies possibles de l’induction de l’apoptose par le NP, comme la voie de 

signalisation des récepteurs X rétinoides. 

 

Ainsi, l’hydre a démontré une réelle capacité à détecter les problèmes que certaines 

substances peuvent créer lorsqu’elles sont relarguées dans l’environnement. La détermination 

du ratio A/D peut donner de bonnes indications sur la toxicité sur le développement, avant de 

procéder à des examens plus élaborés. 

Les effets endocriniens des substances suspectées sur divers systèmes endocriniens n’ont pas 

études se focalisent sur les téléostéens, tandis que les invertébrés ne reçoivent qu’une très 

faible attention, en dépit du fait qu’ils constituent 95% des espèces vivantes et jouent un rôle 

essentiel dans le fonctionnement et la santé des écosystèmes aquatiques. 

Chez les invertébrés, l’évolution des systèmes endocriniens diffère significativement de ceux 

des vertébrés et il n’est pas certain que les PE chez les vertébrés présentent un risque 

équivalent chez les invertébrés. 

s pouvons émettre l’hypothèse que ce mécanisme est à l’

été étudiés avec la même intensité chez les invertébrés que chez les poissons. La plupart des 
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Annexes 

Annexe 1. Les différents types cellulaires chez l’hydre (Greber et al, 1992). 

 

Type cellulaire Taille (µm) Caractéristiques 

Cellules endodermiques digestives 25-35 Les plus grandes, ont des vacuoles de 

différentes tailles. 

Cellules ectodermiques 20-30 Très larges 

Cellules glandulaires 15-25 Grand nombre de vacuoles de diamètre 

uniforme. 

Cellules interstitielles 10-20 Grand nombre de nucleus 

Nématocystes ? Vacuole proéminente représentant la capsule 

du nématocyste. 

Cellules nerveuses >10 Ce sont les plus petites cellules 
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Anne tion. 

Type de n Caractéristiques n 

xe 2. Différents types de nématocystes chez l’hydre : caractéristiques et utilisa

 

ématocyste Utilisatio

Sténothèles Long filament b  pé

plus larges, provenant d

région basale portant elle aussi des 

crochets 

arbelés nétrant et les 

’une épaisse 

Paralysent la proie 

ppant 

Holotriches But défensif 

Atriches Ancrent le polype au substrat 

Desmodèmes Long filament enroulé agri Maintient de la proie 

Long filament à crochets 

/ 
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An

Famille  Fonction Localisation Références 

nexe 3. Liste non exhaustive des peptides et neuropeptides localisés chez l’hydre. 

LW otif C-termi commun. 

Ind

pla

Con

 m et al., 

Grens 

et al., 1999 

 7 neuropep M nal GLW-amide 

uction de la métamorphose chez les larves 

nula des hydrozoaires en polype. 

traction des muscles. 

Yu

1998 ; 

 Hym-3

Hym

Hy

tif L(I)PW en C terminal commun. 

ibe la différenciation neurona

 Tak

Bosch &

 Hym-176 Contraction des muscles ectodermiques de la 

région basale. 

 Yum et al., 

1998 

PW 3H 

-35 

m-37 

Hym-310 

Mo

Inh le. 

ahashi et 

al., 2000 ; 

 

Fujisawa, 

2001 

 Hym-355 Augmente la différenciation neuronale. 

Affecte le taux de différenciation des cellules 

sensorielles impliquées dans le mécanisme de 

l'homéostasie de la population de neurones. 

Gène exprimé dans 

les neurones 

particulièrement 

dans les tentacules 

et autour de la 

bouche. 

Takahashi et 

al., 2000 

 Hym-323 

 

Augmente la formation du pied en accroissant 

le potentiel d'activation du pied (ou baissant la 

valeur de position). 

Régule l'expression d'un gène d'une 

métalloprotéase « Foot activator-responsive 

metalloprotease 1 » ou Farm 1. 

Cellules 

épithéliales de 

l'ectoderme et de 

l'endoderme de la 

colonne gastrique 

mais pas dans le 

disque basal. 

Harafuji et 

al., 2001 

 Hym-346 Isolé chez H. magnipapillata  

Séquence d'acides aminés de ce peptide est 

quasi identique à pedibin (excepté la 

glutamine supplémentaire en C-terminal), ils 

ont donc une fonction similaire 

Accroît le taux de régénération du pied en 

diminuant la valeur de position des cellules. 

 Takahashi et 

al., 1997 

Grens et al., 

1999 
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Annexe 4. Liste non exhaustive des gènes impliqués dans le développement de l’hydre. 
tion 

 gène 
ène Fonction Références 

Localisa

du
G

Permet l'accroissement de la transcription en 

à l'activation de la protéine kinase 

formation de la tête. 

Gène cible des signaux de régulation spécifiqu

tête. 

e

Régulé par des interactions comple fa

inhibiteurs. 

supérieure. 

et al., 1999 

1999 

Activé lors de la formation de la tête (3-8 

décapitation) et exprimé dans l'endoder

l'hypostome. 

h après 

me de 

Martinez et

Martinez et a

 al., 1997 

Homologue de labial 

Rôle dans la formation de la tête. 

Homologue de Bra

Martinez et

ostome, 

xprimé 

Technau & 

Grens et al., 

achaete- Mart

 al, 1997 

Exprimé très tôt dans l'endoderme de l'hyp

associé à la formation de celui-ci. E

tardivement durant l'embryoge

(Cnidaria  scute des facteurs de transcr ic

loop-helix). 

Exprimé dans les cellules interstitielles et les c

de la voie de différenciation des néma

suggérant qu'il joue un rôle

cellules de cette lignée. 

Permet la formation des tentacules. 

 1995 

Tête Ks1 réponse 

C et permet ainsi la 

s de la 

xes de cteurs 

Exprimé dans les cellules épithéliales de l'ectoderme 

des tentacules et dans environ 10% des cellules 

épithéliales de l'ectoderme de la région gastrique 

Lohmann 

Endl et al., 

 Budhead 

(famille 

forkhead) 

 Cnox-3 Exprimé dans le tissu de la tête. 

Impliqué dans la formation de tentacules. 

l., 1997 

 HNF-3 

 HyBra1 chyury chez les vertébrés. 

nèse. 

Bode, 1999 

1995 

 CnASH 

n

Achaete-

Scute 

Homolog) 

Gène relatif chez la drosophile à la famille 

iption bHLH (bas -helix-

ellules 

tocystes 

 dans le devenir des 

inez et al., 1997 

Grens et al.

 Hydra  

Pied Cnox-2 Homologue du gène Deformed chez la drosophile. 

Empêche la formation de la tête dans la région 

gastrique et basale. 

Shenk et al., 1993a,b 

Endl et al,. 1999 

Cartwright et al., 1999 
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Exprimé principalement dans la partie basale du tissu, 

dans la colonne gastriq eu dans la tête. 

Expression supprimée si la tête est formée et il sera 

ue et très p

sensible au changement de valeur de position. 

Gène homologue du gène homeobox NK-2. 

Exprimé dans les cel

de la partie basal, associé à la formation du pied. 

Distri

gastrique avec un maximum au niveau basal juste au-

dessus du pi

de bourgeonnement. 

Expression régulée en amont par Pédin et Pédibine. 

Activé lors de la régénération du pied et de la tête.  

prdl-b : marqueur pour la division sy

Martinez et al.

b prdl-b nématoblastes. 

prdl-a : expression réduite à la lignée des cellules 

nerveuses de l

 HyAlx Exprimé exclusivement dans la

d'une tête en développement (bourgeon). 

Directement impliqué

pour la formation des tentacules. 

Smith et al., 2000 

T Cnotx Homologue du gène otx chez les verté

arthropodes. 

Exprimé dans la zone des tentacules, fortement dans 

la colonne gastrique. 

Bode, 2001 

 famille 

goosecoid 

Dont l'homologue chez les vertébrés gsc est exprimé 

dans la région organisatrice de la tête d'un embryon et 

joue un rôle 

chez Xenopus. 

Goosecoid, facteur de transcription, a un site à l'ADN 

similaire à Bicoid, le morphogène maternel 

responsable du déve

l'embryon de la drosophile. 

Broun et al., 1999 

Chatterjee et al., 2

 ras2   Müller, 1996a 

Bridge et al., 2000Récepteur tyrosine kinase. 

Exprimé dans l'ect

 CnNK-2 

lules épithéliales de l'endoderme 

bué selon une graduation le long de la colonne 

ed et diminue juste au-dessus de la zone 

, 1997 

Grens et al., 1999 

Thomsen et al., 2004 

 

Tête et pied HvPKC2 

Tête et 

ourgeon 

prdl-a et nchronisée des 

a région céphalique. 

Gauchat et al., 1998 

 tête ou au niveau 

 dans la spécification du tissu 

ête et 

colonne 

gastrique 

brés ou 

dans l'initiation de la formation de l'axe 

loppement antérieur chez 

001 

Pied et 

colonne 

shin guard 

oderme du pied et la colonne 
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gastrique 

ainsi 

ne est 

ue  Ceci 

gastrique, entre la zone de bourgeonnement et le 

disque basal. L'expression de ce gène est 

graduée. Chez un animal traité avec du lithium, la 

frontière supérieure de l'expression du gè

déplacée vers le haut de la colonne gastriq

montre que l'expression de ce gène est corrélée avec 

une gradation de la valeur de position. 

Expression localisée dans les régions équivalentes à 

celles de Xenopus, soit la région de l'hypostome et la 

région basale. Ces régions sont précisément celles où 

les précurseurs des 

différenciation des neurones. L'expression de

transcrits Noggin-like est également détectée dans 

bourgeons, chevauchant le site de différenciation 

cellulaire nerv

développement du bourgeon. Ceci suppose que ces 

transcrits jouent un rôle im

différenciation perpétuelle neuronale. 

A l'origine de l'initiation des bourgeons. 

CTête, pied et 

bourgeon 

Noggin 

cellules nerveuses augmente la 

s 

les 

euse, qui est nécessaire pour le 

portant dans la 

hatterjee et al., 2001 

Bourgeon. msh Müller, 1996a 
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es de concentrations utilisées dans l’étude de la toxicité sur la survie des adultes (A) et sur le développement des tronçons gastriques (TG). Les 
olécules. 

cité chez l’adulte ou le tronçon gastrique. 120

Concentrations (mg/L) Substances Concentrations (mg/L) 
0-0,001-0,01-0,1-1-10-100 EGMEA 0-0,001-0,01-0,1-1-10-100-500-1000-5000 

0-0,001-0,01-0,1-1-5-10-15-25-50-55-60-100 (TG)* 

Ibuprofène 0-0 001 0,01 0,1 1-10 20-, - - - - 3 0  *0-4  100 (A)  
 0-0 001 0,01 0,1-1-2- -5-6, - - 4 - 0 -  ( )8-1 -15 100 TG * 
Lit ium car onat  0-0 5-1- 0-2 -30 35- 0-70 75- 0-8 -90 100 g/mL (A)* 
 0-0 1-0, -1- -10- 5-2 -40 70- 5-80 85- 0-1 0 µ /mL (TG

n 0-0 001 0,01 0,1 1-10 30-, - - - - 4 0 9 00-5 -70- 0-1 0 
M LD 0-0,001-0,1-1-10-20 ( G)* 
Mé hanol t 0-1-3-4-5-6-7-10 % 
Mé hop ène 0-0 001 0,01 0,1 1-5- 0-2 -30 40-5 -10  
Mé hot éxat  t r e 0-0 001 0,01 0,1 1-10 100
Pa athi n 0-0 001 0,00 -0, 05- ,007 0,0 -0,0 -0,1-0,2 0,4- ,5-0 6-0,
 1-2 4-5 6-8- 0-5

e d' drogèn 0-0 34- 4-1 -34 100 200-, 3, 0 - - 340 mM 
* pranolol 0-0 001 0,01 0,1 1-10 20- 0-4 -50- 0-8 -10  

S 0-0 01- 1-1 5-1 -30- 0-6, 0, - 0 5 0-70-80-100-500 
am  0-0 001 0,01 0,1 1-10 50- 20- 50-180-200

TO 0-0 001 0,01 0,0 -0,0 -0,0, - - 3 5 7-0,1-1-10-100 
lidomide 0-0 001 0,01 0,1 1-5- 0-3 70-9 -10  

 ( G)*
0-1-10-20-40-50-70-100-1000-10000-20000 g/

Annexe 5. Gamm
concentrations sont ajustées selon la toxicité des m

*: Gamme spécifique pour l’étude de la toxi

SUBSTANCES 

2,4-D 
5-Fluoro-uracile 0-0,001-0,01-0,1-1-10-100 Ethanol 0-0,001-0,01-0,1-1-2-5% 
6-Aminonicotiamide 0-0,001-0,01-0,1-1-10-100 Fénofibrate 0-0,001-0,01-0,1-1-10-50-100-150 (A)* 
13-Cis-retinoic acid 0-0,01- 0,1-1-10-100-1000-10000 µg/L  
Acébutolol 0-0,001-0,01-0,1-1-10-200 Fomesafen 0-0,001-0,01-0,1-1-10-100 
Acrylamide 0-0,01-0,1-1-10-50--60-70-80-90-100 Fluoxétine 0-0,001-0,01-0,1-1-5-10-15-20-40-50-60-100 
All-trans-retinoic acid 0-0,01- 0,1-1-10-100-1000-10000 µg/L Hydroxyurée 0-0,001-0,01-0,1-1-10-200 
Alpha-cyperméthrine 0-0,001-0,01-0,1-1-10-20-30-40- 50 60-70-80-90-100-  
 200-300-400-500-1000-5000-10000 (A)* 
 0-0,001-0,01-0,1-1-10-20-30-40- 50 60-70-80-90-100- h  b e , 1 0 - 4 - 8 5 - µ
 150-200-250-300-400-500-1000-5000-10000 (TG)* , 5 5 1 0 - 7 - 9 0 g  )* 
Amoxicilline 0-0,001-0,01-0,1-1-10-54  Malathio
Azetidine-2-carboxylique 0-10-50-100-200-300-400 A T
Bisphénol A 0-0,001-0,01-0,1-1-20 
Bléomycine 0-0,001-0,01-0,1-1-10-100 t r , - - - 1 0 - 0 0
Carbamazépine 0-0,001-0,01-0,1-1-10-50-100-150-200 , - - - -  
Chlorhexidine digluconate 0-0,01-0,1-1-5-10-12-15-18-20-50-100 (A)* r o , - 3 0 0 - 1 5 - 0 , 8- 
 0-0,01-0,1-1-2-4-5-6-8-10-50-100 (TG)* - - 1 0 
Colchicine 0-0,001-0,01-0,1-1-10-50-100-150-200-250-300-350-1000 (A)* Peroxyd hy e
 0-0,001-0,01-0,1-1-5-10-30-50-70-90-100-150-200-250-1000 (TG) Pro  , - - - - 3 0 6 0 0
Cuivre (Cu 2+) 0-0,01-0,02-0,025-0,03-0,035-0,04-0,05-0,1-0,2-0,4-0,6-0,8-1 SD
Cycloheximide 0-0,001-0,01-0,05-0,1-0,25-0,5-0,8-1-10-20 Sulf éthoxazole , - - - - 100-1 1  
Cytochalasine 0-0,001-0,01-0,1-1-2-3-4-6-8-10 TB
DEHP 0-0,001-0,01-0,1-1-10-50-100-1000-10000-50000 Tha , - - - 1 0-50- 0 0
Deltaméthrine 0-0,01-0,1-1-10-13-16-20-22-26-30-50-60-80-100-150-200 0-0,001-0,003-0,005-0,007-0,009-0,01-0,1-1-10 T  
Dibutyl phthalate 0-0,001-0,01-0,1-1-10-20-40-60-80-100 TGDME L (A)* 
Diclofenac 0-0,001-0,01-0,1-1-1-2-4-5-6-8-10-100  0-1-10-12-14-15-16-18-20-100-1000-10000-20000 g/L (TG)* 
Diflubenzuron 0-0,001-0,01-0,1-1-10-100-500-1000-1500(A)* Triclosan 0-0,001-0,01-0,1-0,3-0,5-0,6-0,8-1-10-100-200-400-600-800 
 0-0,001-0,01-0,1-1-10-20-40-50-60-80-100 (TG)* Triton-X-100 0-0,001-0,003-0,005-0,007-0,009-0,01-0,1-1-10-50 % 
DMSO/Acetone 0-0,02-0,1-1-2-3-3,5-4-4,5-5-10 % Zinc (Zn 2+) 0-0,2-0,5-1-1,2-1,5-1,8-2-5-10 (A)* 
EGME 0-0,001-0,01-0,1-0,5-1-5-10-50-100 %  0-0,2-0,5-1-2-3-3,5-4-4,5 5-10 (TG)* 
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La dynamique de croissance des populations peut être affectée par des facteurs 

pement, la maturation agissant sur la survie, le dévelop  juvéniles et la reproduction des 

individus. Cependant, l’évaluation des dangers des substances chimiques pour 

l’environnement donne issons et les 

daphnies, modèles classiques en 2] et qui ont déjà montré leurs 

limites [3]. La reproduction des daphnies et la survie des poissons au stade embryo-larvaire ne 

sont étudiées qu’en deuxième étape de l’évaluation des risques, lorsque les résultats à court 

rme laissent augurer un problème [2]. Les perturbations du développement, les problèmes 

endocriniens qui mobilise actuellement la communauté scientifique internationale a souligné 

ment qu’un seul phylum du 

onde vivant [6]. 

Les anomalies du développement sont suffisamment lourdes de conséquences au plan 

cologique et économique pour justifier plus d’attention et d’efforts de la part des instances 

nnaire des larves d’huîtres, qui détecte les 

anomalies avec une sensibilité vingt fois plus élevée que le test standard de reproduction des 

our des applications 

n milieu dulçaquicole. C’est à ce titre qu’est étudié le modèle « Hydre », dont les capacités 

 d’un organisme entier à partir d’une masse de cellules indifférenciées, ou de 

des

 priorité aux études de mortalité à court terme sur les po

 toxicologie aquatique [1, 

te

de maturation et de différenciation ne sont pas recherchés. La problématique des perturbateurs 

les lacunes en matière d’évaluation de la toxicité des substances chimiques et a impulsé un 

essor spectaculaire aux recherches sur les mécanismes de toxicité pouvant affecter la 

reproduction des vertébrés, mammifères, oiseaux, poissons, et amphibiens [4]. Mais, peu 

d’études portent encore sur le développement si l’on excepte les mammifères, et sur les 

invertébrés si l’on excepte les daphnies. Pourtant, les invertébrés représentent 30 phyla 

différents [5]; les systèmes endocrines qui règlent la reproduction et le développement sont 

très diversifiés et très mal connus, puisque les recherches sont focalisées sur les vertébrés 

(embranchement des cordés) qui ne représentent paradoxale

m

é

réglementaires et des chercheurs. Les déformités de la coquille des huîtres par le tributylétain 

(TBT) des peintures antisalissures qui ont frappé l’ostréiculture il y a une vingtaine d’années 

est la triste illustration des dégâts économiques pouvant résulter d’anomalies du 

développement [7]. Le déclin et l’extinction des populations locales des invertébrés marins, 

Nucella lapillus, illustre parallèlement les dommages écologiques consécutifs aux 

perturbations endocrines touchant la différenciation sexuelle, le développement et la 

maturation des invertébrés [8, 9]. Les problèmes liés au TBT sont à l’origine d’un test 

spécifique pour l’étude du développement embryo

daphnies [10]. Des essais du même ordre demandent à être développés p

e

de régénération
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tronçon

 

apicale et basale. 

chimiques, qui se traduiront par des anomalies morphologiques touchant d’abord les 

s gastriques (Figure 1) en ont fait un modèle de choix pour les recherches en Biologie 

du développement. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Développement d’une hydre adulte 

complète à partir d’une section gastrique. Cette 

dernière est isolée après élimination des zones 

 

Intérêt du modèle hydre en toxicologie du développement 

 
L’hydre est un animal d’eau douce qui appartient au phylum des cnidaires. Un des 

intérêts du modèle hydre est sa position dans l’arbre de l’évolution ; les cnidaires figurent 

parmi les premiers individus dont les cellules se sont organisées en tissus et ils représentent 

une forme très primitive de l’organisation et de la physiologie des métazoïres [11]. Les 

cnidaires sont des organismes modèles pour élucider les mécanismes du développement mis 

en place chez les ancêtres des invertébrés et des vertébrés plus évolués [12]. Les mécanismes 

cellulaires à l’origine d’un dysfonctionnement de la régénération et de la différenciation chez 

l’hydre doivent donc pouvoir être transposés à d’autres organismes apparus plus tard au cours 

de l’évolution. L’hydre a d’ailleurs été assez tôt préconisée pour détecter le potentiel 

tératogène des médicaments en premier screening [13]. 

L’hydre peut être utilisée pour étudier les effets de toxicité aiguë des substances 



 

tentacules (extrémités bulbées, puis raccourcissement et disparition) et aboutissant au stade 

tulipe qui est un stad

tentacules (extrémités bulbées, puis raccourcissement et disparition) et aboutissant au stade 

tulipe qui est un stade létal précédant la désintégration (Figure 2a). La régénération est étudiée 

 partir des tronçons gastriques qui donneront des tentacules, puis une hydre entière et viable 

près ouverture de la cavité digestive en haut de la tête (Figure 2b). 

 

e létal précédant la désintégration (Figure 2a). La régénération est étudiée 

 partir des tronçons gastriques qui donneront des tentacules, puis une hydre entière et viable 

près ouverture de la cavité digestive en haut de la tête (Figure 2b). 

àà

aa
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 a : 0 h  b : 24 h  c : 48 h 
ourgeons de tentacules, 

  disque basal (6)  

b 

 a : Normal (10)  b : Tentacules c : Tentacules raccourcies 
 bulbées (8)  - phase précoce (6) 

 d : Tentacules raccourcies  e : Stade  f : Désintégration (0) 
 - phase tardive (6) « tulipe » (5) 

a 

es raccourcies (c, d; score 6) et

adulte (e; score 10). 

 Cicatrisation (3) B

 d : 72 h  e : 96 h 
 Bouche, < 4 tentacules, Bouche, 4-6 tentacules, 
 disque basal (8) pied (10) 

Figure 2. (a) Morphologies successives d’une hydre adulte placée dans un

milieu toxique (d’après Wilby [14]). Evolution des stades à partir d’un état

normal (a; score 10) jusqu’à la désintégration (f; score 0), en passant par le

stade tentacules bulbées (b; score 8), tentacul

« tulipe » (e; score 5). (b) Développement d’un embryon (section gastrique),

de la cicatrisation (a; score 3) jusqu’à la régénération complète d’une hydre



 

Résultats obtenus sur les substances médicamenteuses étudiées 

 

Les résultats obtenus au cours du programme PNETOX (Programme national 

d’Ecotoxicologie) sur le jeu de substances médicamenteuses étudiées montrent que la 

génération de l’hydre est perturbée à des concentrations inférieures à celles induisant la 

mortalité pour des substances telles que l’ibuprofen et le diclofenac, antiinflammatoires 

(AINS) bloquant la synthèse des prostaglandines, la fluoxétine qui agit sur le système nerveux 

sympathique et le métabolisme de la sérotonine, le sulfaméthoxazole, inhibiteur de la synthèse 

de l’acide folique qui est l’un des précurseurs de la synthèse des acides nucléiques, et le 

propranolol, un β-bloquant (Figure 3).  

 

 

ré

Figu

déve

létal

re 3. Toxicité de 10 substances médicamenteuses sur la survie et le 

loppement de Hydra attenuata, exprimée par la CL50-96h (concentration 

e induisant 50% de mortalité après 96h d’exposition). 
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L’altération de la synthèse des constituants cellulaires et du fonctionnement du 

ystème nerveux central apparaissent donc des mécanismes susceptibles de perturber le 

dévelop

Conclusion 

 

Les résultats obtenus sur quelques-unes des substances à usage pharmaceutique 

retrouvées dans les eaux de surface, ne soulignent pas de danger à court terme pour les 

hydres. Il serait utile d’élargir la gamme des substances chimiques testées à d’autres 

catégories chimiques, comme des médicaments anticancéreux, des pesticides, des 

perturbateurs endocriniens,… afin de mieux cerner le domaine de sensibilité des hydres à 

court et à long terme. Des travaux récents ont révélé que l’hydre est sensible à la toxicité du 

nonylphénol (NP) connu pour ses propriétés oestrogéniques. Le NP provoque la 

désintégration de l’hydre à des concentrations représentatives des milieux pollués et active ses 

mécanismes apoptotiques [15]. 

L’hydre apparaît donc un modèle mécanistique de certains dysfonctionnements de la 

différenciation tissulaire, mais des études complémentaires sont nécessaires pour connaître 

ses performances en tant qu’un indicateur des anomalies pouvant affecter des organismes plus 

évolués. 
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