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Le 30 désembre l996,la loi sur I'air et I'utilisation rationnelle de l'énergie, dite LAURE, a

replacé la protection de la santé des Français au ccsur des politiques publiques en matière de

surveillance de I'air. Cette loi a également pour objectif une meilleure maîtrise de la qualité de

I'air, notamment en milieu urbain. La mise en ceuvre de cette dernière nécessite que des progrès

soient accomplis dans la connaissance des causes et des conséquences de la pollution

atmosphérique aux échelles locales et régionales. Des outils et des méthodes opérationnelles

directement utilisables sont également nécessaires, d'autant que de nouvelles réglementations

prévoient notamment la diversification des substances à meswer. En effet, une directive fixant

les valetrs limites des métaux lourds, du beneène et des hydrocarbures aromatiques

polycycliques (HAP) doit paraîfre dans les trois prochaines années.

Quatre ans après la promulgation de la loi, le dispositif de surveillance de la qualité de I'air

est monté en puissance, couwant ainsi Ia totalité du territoire grâce à des stations fixes et mobiles

(camion-laboratoire). Ces deux types de stations penncttent la mesure en continu des oxydes

d'aeote 0{O*), de I'ozone (Og), du dioxyde de soufre (SOz) et dans certains cas du monoxyde de

carbone (CO), des particules en suspension (PS) et du plomb (Pb). La mesure des polluants

prochainement réglementés et plus particulièrement des HAP, n'est réalisée qu'au cours de

campagnes de mesures ponctuelles, faute de techniques adaptées. En effet, pour ces derniers, Ies

techniques actuellement disponibles présentent principalement des difficultés de faisabilité et de

coût. En conséquence, depuis quelques années, differentes approches sont développées afin de

pallier ces lacunes et d'anticiper les futures directives. Ainsi, au début de cette année un

ambitieux projet, nommé EUROBIONET et financé par la Commission européenne, a débuté

dans dix collectivités territoriales européennes (Nancy, Lyon, Copenhague, Edimbourg,

Dtisseldort Ditzingen, Sheffield, Klagenfurt, province de Catalogne, Vérone). Il s'agit d'un

programme destiné à évaluer la qualité de I'air par le biais de bioindicateurs. De nombren>r

polluants seront mesurés, parmi lesquels flrgurent les IIAP. La concenfiation atmosphérique de

ces demiers sera estimée grâce à la cuticule du chou frisé (Brassica oleracea acephala) où ils

s'accumulent. Ce vaste projet met I'accent sur l'évolution et la diversité des outils à venir pour

l'évaluation de la qualité de I'air I1 permet également de penser, que I'usage des bioindicateurs

pour la réalisation de plans de la qualité de I'air fera partie intégrante de la législation française,

comme c'est d'ores et déjà le cas en Allemagne depuis 1990.

L'utilisation de bioindicateurs présente de nombreux avantages tels qu'une installation

facile et rapide, un faible coût tant au niveau de I'investissement que du suivi, mais il ne permet

pas d'évaluer I'impact de la pollution sur la santé. Or, les HAP sont connus pour leurs pouvoirs

cancérigènes. La mesure de paramèfres biochimiques dans des organismes permettrait ce type

-1-



d'évaluation. L'usage de biomarqueurs pourrait effectivement permettre d'évaluer les effets

d'exposition chronique ou ponctuelle à un ou plusieurs xénobiotiques sur les populations dans

lew environnement. Bien entendu, I'emploi des biomarqueurs et des bioindicateurs est

complémentaire aux réseaux de mesures physico-chimiques, et n'a pas pour objectif de s'y

substituer.

Les enzymes qui participent, directcment ou indirectement, au métabolisme des HAP sont

donc des molécules intéressantes à explorer dans Ie cadre d'une recherche de biomarqueurs.

Cette investigation nécessite d'une part de connaîfre au mieux les origines et le devenir des divers

polluants atrnosphériques et d'autre part, de déterminer les en4imes intervenant dans le

métabolisme des HAP et lews utilisations en tant que biomarqueurs dans divers compartiments.

Ce travail réalisé, la pertinence de certains paramèffes biochimiques en tant que biomarqueur de

la pollution atmosphérique par les HAP peut alors êfre étudiée.
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L'air pur est composé de 78 Yo d'azote, de 21 %d'oxygène, de I % degaz rares et de dioxyde de
carbone. A ces composants s'ajoutent des quantités de gaz polluants et de particgles

microscopiques qui contaminent notre atmosphère; Ainsi, l'article 2 de la " Loi sur I'air et
l'utilisation rationnelle de l'énergie " définit la pollution de l'air comme " l'introduction par
l'homme, directement ou indirectement, dans I'atmosphère et les espaces clos de substances
ayant des conséquences préjudiciables de nature à mettre en danger Ia santé humaine, à nuire
aux ressources biologiques et awc écosystèmes, à influer sur les changements climatiques, à
détériorer les biens matëriels, à provoquer des nuisances olfuctwes e)ccessives ".

S'il est possible de choisir quelle eau boire, il n'y a pas d'alternative pour les 12 000 litres d'air
que chacun d'entre nous respire chaque jour.

I- La dispersion des polluants : les conditions météorologiques

La pollution afinosphérique pose un problème complexe, car elle résulte de multiples facteurs
liés à la nature et à la répartition spatiale des émissions, ainsi qu'aux conditions météorologiques.

f-1, La pression atmosphérique

Les situations dépressionnaires sont généralement accompagnées de mouvements de l,air
avec des turbulences assez fortes, favorisant la dispersion. En revanche, des conditions
anticycloniques où les seuls mouvements de convection verticale de I'air ne permettent pas, dans
la majorité des cas, la dissémination des polluants, entraînent des épisodes de pollution.

I-2. Les précipitations

Les précipitations aftnosphériques (pluies, neige...) éliminent de I'atmosphère une partie
des polluants particulaires. Elles agissent en interceptant la particule et en I'entraînant jusqu'au

sol. L'interception est fonction de la taille de la goutte d'eau, de celle de la particule, de leur
vitesse de chute respective et de leur densité (Panther et al., 1999). L'efficacité de cette
élimination décroît parallèlement avec la taille des particules et devient négligeable pogr les
particules de taille égale ou inférieure à 2 prm. Une pluie régulière augmentera la quantité de
produits particulaires amenés jusqu'au sol. Les effets de condensation ou d'évaporation jouent
aussi un rôle important dans la eaptation et souvent dans la fransformation des polluants, mais
aussi dans leur dispersion.
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I-3. La température

Elle agit sur la chimie des polluants . le froid dirninue la volatilité de certains gaz tandis

que la chaleur est favorable, par exemple, à la formation photochimique de I'ozone.

Normalement, l'air se refroidit avec I'altitude selon un gradient de 0,65 oC par 100 m,

Lorsque ce gradient est plus élevé en raison de la chaleur du sol ou de la présence d'air froid en

altitude, I'atrnosphère est dite instable. Cette instabilité favorise les mouvements ascendants et

donc la dispersion des fumées qui seront rapidement entraînées en altitude. A I'inverse, lorsque

le gradient thermique vertical est plus faible que la nonnale, en raison du refroidissement du sol

ou de la présence d'air chaud en altitude, l'air est dit stable. Cet état s'oppose à une bonne

diffusion des polluants.

Les inversions thermiques (Fig. I-1) sont des cas particuiiers de stabilité de I'air. En effet,

au lieu de se refroidir avec l'altitude, l'air se réchauffe jusqu'à un certain niveau, appelé niveau

d'inversion. Ce niveau représente une discontinuité thermique qui bloque toute possibilité

d'échange vertical. Ainsi, les polluants sont bloqués dans les basses couches de l'atmosphère,

blocage qui est accentué lorsque la topographie du site réduit la ventilation.

Ces phénomènes sont déterminés par le niveau d'altitude où ils se situent mais également par la

différence de température existant de part et d'autre de cette "barrière". Plus cette dernière est

basse, plus les polluants se concentrent dans les basses couches de I'atmosphère.

Figure I-1 : Inversion de température

I-4. Le vent

Facteur fondamental de la dispersion des polluants, il est constitué par un écoulement d'air
fortement instable. Il entraîne le brassage des basses couches et sa vitesse définit f intensité de la
turbulence. Le vent est caractérisé par sa direction, sa vitesse horizontale, mais aussi par une
composante verticale conditionnée par le gradient thermique et les obstacles. La direction du
vent détermine I'axe de transport pnvilégré des polluants. La rose des vents permet de connaître
le ou les vents dominants des sites étudiés. La vitesse du vent agit sur la dilution plus on moins
importante des polluants dans I'air.

F = air plus froid C = air pEres c[:aud
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II- Engagements, Réglementations et Loi

Si la plupart des polluants émis se déposent près du sol, un certain nombre est disséminé dans
I'atmosphère. Lorsque les polluants ont pu être entraînés suffisamment haut dans I'atmosphère,
ils sont susceptibles de parcourir des distances allantjusqu'à plusieurs milliers de kilomètres
entraînant une pollution transfrontalière. C'est pourquoi, les émissions de polluants doivent être
régies par des accords internationaux.

Dans le passé, en France, les politiques de préservation de la qualité de l'air avaient
essentiellement un caractère "curatif' visant à résoudre des problèmes gïaves de pollution liée
principalement au réseau industriel local. D'énormes efforts ont été fournis en 1961 lors de la
mise en place de la loi-cadre afin de réduire les rejets industriels et autres sources fixes
d'émissions. Ces efforts ont été malheureusement contrebalancés par Ie développement des
transports individuels, qui sont devenus les principaux agents actuels de la pollution de I'air.
Pour cette raison, de nombreuses réglementations ont été mises en place ces dix dernières
années.

rr-1. Engagements internationaux de maîtrise des émissions
O Diminution des émissions d'oxyde d'azote de 30 oÂ de 1980 à IggS - Déclaration
additionnelle de Sofia, 1988

@ Réduction des émissions de composés organiques volatils non méthaniques de 30 % de 1988 à
i998-Protocole de Genève. 1991

9Réduction des émissions de dioxyde de soufre de 74 % de 1980 à 2000, de 77 o/o d'ici2005 et
de 78 % d'ici 2010 - Protocole d'Oslo, 1994

O Stabilisation des émissions des trois principaux gaz à effets de serre (dioxyde de carbone,
Co2, dioxyde d'azote,Noz et méthane, CFI+) de lgg0 à2000 - Convention de Rio, 1992
6 Stabilisation des émissions des six principaux gM à effet de sene (CO2, NOz, CFIa, les
chlorofluorocarbones, les oxydes nitreux, I'ozone, Or) de 1990 à 2010 - Conseil européen, 1998,
faisant suite à la conférence de Kyoto de 1997

@ Réduction des émissions de métaux lourds, cadmium, plomb et mercure par rapport à 1990 -

Protocole d'Aarthus, 1998

O Réduction des émissions de polluants organiques persistants, dioxines, furanes,
hexachloroberzène et hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), par rapport à 1990, et
interdiction de production et d'utilisation de plusieurs substances phytosanitaires - Protocole
d'Aarthus- 1998.
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tr-2. Réglementations relatives aux émissions des véhicules particuliers neufs et aux
carburants

Une première réglementation européenne exigeant le pot catalytique pour les voitures à
essence est entrée en viguew le 1o janvier 1993, alors que I'obligation du pot d'oxydation pour
les voitures diesel date du 1o janvier 1997. Simultanément, la teneur en soufre du gazole a été
abaissée de 0,3 à0,2 Vo au 1o octobre 1994, puis à 0,05 Vo au I"'octobre 1996 pour permettre le
fonctionnement du pot d'oxydaÏion. Enfin, la directive du 27 juin 1985 a interdit la vente
d'essence plombée dans la communauté européenne à compter du 1* janvier 2000.

II-3. La loi sur I'air

La" Loi sur I'air et l'utilisation rationnelle de l'énergie " no96-1236 du 30 décembre 1996
a introduit plusieurs obligations dans le domaine des transports et de la surveillance de Ia qualité

de I 'a i r :

O Taux minirnal d'oxygène.dans les carburants

O Mise en place d'un minimum de 20 % devéhicules électriques dans les parcs automobiles du
secteurpublic dès 1999

O Etablissement de plans de déplacements urbains pour les grandes villes ou agglomérations

@ Surveillance de la qualité del'air pour l'ensemble du territoire au 1* janvier 2000

I Constitution d'une association régionale destinée à évaluer la qualité de I'air, regroupant: les
collectivités locales, les entreprises, les associations de protection de l'environnement, I'état et
les établissements publics,

@ Information du public sur les mesures de pollution de I'air.

Cette procédure qui a pour objectif d'informer le public lors des pics, prévoit trois niveaux

d'information (Tab, I-1) :

Y le niveaz 1 implique une "mise en éveil des services techniques et administrations

compétentes" ;

Y le niveuu 2 "d'information et de recommandation" consiste en I'information par les
médias des personnes sensibles et en la diffusion de recommandations relatives à

I'utilisation des sources mobiles de polluants concourant à l'élévation de la concentration

de la substance polluante considérée ;
Y le niveau 3 "d'alerte" s'adresse à I'ensemble de la population. Le Préfet peut alors

décider de limiter les émissions industrielles et l'usage des véhicules ou des chauffages

urbains et mettre en place un plan de déplacement urbain adapté à la nature de la
pollution.
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T'ableau tr-L: Seuils d'alerte et d'information

Seuil,de concenfration des polluants
L : : : i '

Niveau,x, d'âlerte et d'information
I  t ,  ,  .  . '  

' , :

afmosphériques
(pglm", moyenne hornire)

l , :  ' l :  :  '  '  
: '

'  NO2' ' : '  'SOzOs

niveau / : Mise en vigilance

niveilu 2 : lnfonnation et recommandation
Alrêté du 17l08l9\

niveau 3 : Aler1e
Décret n'98-360 du 06/05/98

200120

200

400

130

r80

360

300

600

Dans un objectif de simplifîcation de la communication des résultats de la surveillance de

la qualité de I'air, I'information est égaiement diffusée vial'indice ATMO (Fig. I-2).

Figure tr-2 : R.eprésentation de I'indice ATMO

Cet indice intègre obligatoirement trois polluants surveillés en continu par les réseaux

(Tab. I-2) :dioxyde de soufre (SOz), dioxyde d'azote (NOr), ozone (O3), et facultaûvement ies

particules en slrspension (PS). Il est établi tous les jours et permet de caractériser la qualité

globale de I'air d'une agglomération sur une écheile allant de I (excellente) à 10 (exécrable).
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C'est le polluant qui possède 1e plus mauvais indice ATMO, établi d'après le tableau I-2, qui

impose la valeur finale d'ATMO (Legout, 1998)

Tableau I-2 : Relations entre les concentrations de polluants et ilindice d'ATMO

Seuils NO, Seuils O: ,Seuils SO,
Classe dlindice moyenne des rnoyenne des moyenne des Qualificatif

maxima horaires maximahoraires movennes iournalières associé
(reim:) (udmr) ' (udmi)

i

2

f

6

7

0 < M < 3 0 0 < M < 3 0

3 1 < M < 6 0  3 l < M < 5 0

6 1  < M < 8 0  5 1  < M < 7 0

8 1  < M <  1 0 5  7 1  < M < 9 0

1 0 6  < M <  1 3 5  9 1  < M <  1 1 0

1 3 6  < M <  1 5 5  1 1 1  < M <  1 4 5

1 5 6  < M <  1 8 0  1 4 6  < M <  1 8 0

0 < M < 1 5

1 6 < M < 3 0

3 1 < M < 6 0

6 1 < M < 8 5

8 6 < M < 1 1 0

1 1 1 < M <  1 5 0

1 5 1  < M < 2 1 0

2 t t  < M < 2 7 0

2 7 1 < M < 3 5 0

Excellent

Très bon

Bon

Assez bon

Moyen

Médiocre

Très médiocre

Mauvais

Très mauvais

exécrable

I

I

1 0

F1''1.ffi] Dépassement du seuil de recommandation

ffi Dépassement du seuil d'alerte

III- Les polluants à surveiller

Le décret n"98-360 du 6 mai 1998 et I'arrêté du 17 août 1998 imposent la surveillance en

continu, à dater du 1"'janvier 2000, du dioxyde d'azote, des particules en suspension, du dioxyde

de soufre, de I'ozone et du monoxyde de carbone (CO) Ces polluants sont prélevés et analysés

automatiquement et en continu suivant les normes AFNOR. Le résultat de leurs mesures est

ensuite transmis par modem aux réseaux dont les analyseurs dépendent. Afin de faciliter la

comparaison des résultats entre les différents réseaux de surveillance de la qualité de I'air, les

instruments de mesure sont certifiés et régulièrement contrôlés. De plus, l'étalonnage des

appareils est effectué périodiquement au sein des réseaux mais également dans un laboratoire

central utilisant un même étalon pour tous les appareils de meswe de I'hexagone.
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m-1. Les polluants sous surveillance continue

trI-l.l. Le dioxyde de soufre (SO2)

)s. Origine:

Environ 5 Yo du so, provient des éruptions volcaniques, seule source
naturelle' La source principale de ce polluant est I'ignition de combustibles fossiles contenant du
soufre : fioul, charbon. En brûlant, ces combustibles libèrent le soufre qu'ils contiennent et celui-
ci se combine alors avec I'oxygène pour former le dioxyde de soufre. Il est principalement émis
par les industries (7I %),les transports représentant 14 % des sowces de SOz. La réduction de la
production d'électricité par les centrales thermiques a provoqué une diminution de 60 % du SOz
dans I'atmosphère en France de 1980 àL 1990. En 1993 les émissions de SO, étaient de l,Z
millions de tonnes par an (CITEPA, 1996).

?s. Pollutions générées.. (Gusten, 1986)

En présence d'humidité, le dioxyde de soufre forme de I'acide sulfurique,
HtSOo, qui contribue à I'acidité des pluies conduisant à la dégradation de la pierre et des
matériaux de certaines constructions.

)s. Effets sur les organismes vivants :

hautement,é"*iu.:h;;.'::,ffiï".iïi:;ff ":hî'îii.lï;îi:ï,:;î:ï::
feuilles (Bartosk, 1997,Halliwell, 1987). Une diminution de la photosynthèse occasionnant la
mort tissulaire est également observée après une courte exposition au SOz (Takemoto,IgB2).

L'exposition de rats à des niveaux élevés en SOz (800 ppm), génère un
détachement de cellules de la trachée et de Ia partie supérieure des voies respiratoires (Stratmann
et al., 1991)' Chez des personnes en bonne santé et sans problème pulmonaire, 5 ppm de SO,
déclenchent les symptômes de I'asthme (Gong, lgg2). En effet, ce polluant produit des
changements structurels dans les poumons, consistant en un épaississement de la paroi, une
augmentation du parenchyme, un accroissement de la couche protectrice de mucus et une
dirninution du transport du mucus. Ces divers processus génèrent des difficultés respiratoires par
broncho-constriction (Walters et Ayres, 1996, Atzoi et al,,1992,Tewan et a\.,1991). De plus,
le contact du dioxyde de soufre avec des membranes humides tels que les yeux, les poumons,
forme de I'acide sulfurique [l] causant ainsi des dommages tissulaires.

SOztr*t ê Soz1o'u"*1 --zÊ-+ Hgg; + H * -> SOI- + 2H * 1t1
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b. Principe de mesure : tlaorescence UV (norme Afnor X 43-019)

Les molécules de SOz sont irradiées par un rayonnernent lfV (?,,: 2I4 nm), et

amenées ainsi à un niveau énergétique élevé de durée de vie limitée. Le retour à l'état

fondamental se traduit par la libératron de I'excès d'énergie sous forme de photons. Le

rayonnement fluorescent alors émis (I : 350 nm) atternt un détecteur photoélectrique dont le

signal est proportionnel à la concentration de SOz.

m-1.2. Les oxydes d,azote (I{OJ

?\ Origine:

Les NO* (oxyde d'azote) comprennent essentiellement le monoxyde d'azote
(NO) et le dioxyde d'azote (NOz). Ils proviennent surtout des véhicules (environ 75 %) et des

installations de combustion, Les oxydes d'azote résultent principalement de la combinaison à

haute température de I'o4ygène de I'air et de I'azote. Le monoxyde d'azote rejeté se transforme

rapidement en dioxyde d'azote.En 1994,1es émissions de NO* étaient évaluées à 1,7 millions de

tonnes par an.

Pollutiow générées.. (Gristen, 1986)

Les oxydes d'azote interviennent dans le processus de formation de I'ozone

12,3, 4l dans la troposphère (zone de I'atmosphère située entre le sol et 7 à 12 lcn d'altrtude). Ils

contribuent ainsi à la formation de brouillard photochimique.

NO, h" > NO + O [2] avec À < 435 nm

O+O, -+q t3 l

O, +NO -+ NO2+O, l4l

Le dioxyde d'azote participe à I'acidité des pluies par formation d'acide

nitrique (HNOo) soit, par réaction directe avec le radical hydroxyl (OH) t5l soit, indirectement,

par réaction de I'anhydride nitrique (NrOr) avec I'eau [6]. Ce dernier gM, NzOs, est formé par

réaction du NOz avec le trioxyde d'azote (NOr) [7].

NO,+OH ç HNq 151

NzOs--!4zHNq Lq

NO, + NO, e NzOs [7J

Ces différentes réactions [5, 6, 7] sont étroitement associées et ne peuvent pas

être considérées individuellement. Ainsi, la présence dans I'atmosphère de ces molécules dépend

non seulement de conditions climatiques (rayonnements lumineux, hygroméûie), mais également

du niveau de concentration de chacun de ces polluants et de leur réactivité [8].
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No2+o3 --+ ,to, ?s Nro, g>zra{o,

2NO2

NOr+g

?E Wets sur les organismes vivants :

A faible dose, les NO*: augmentent I'ouverture des stomates facilitant la

pénétration des divers polluants atmosphériques pius réactifs, en I'occurrence le SOz et I'Or

(Hippeli et Elstner, 1997).

Chez I'homme, des concentrations élevées en NO, provoquent des

bronchospasmes et des ædèmes pulmonaires (Hippeli et Elsnert, 1997), générés par

l'augmentation de la perméabilité microvasculaire des poumons (Guidotti, 1978). De plus, le NOz

altère les fonctions des macrophages rendant I'organisme davantage sensible aux infections par

les virus (Goings et al., 1989). En somme, ce polluant peut endommager directement les

poumons vla ses propriéæs oxydantes (Mustafa et al., 1978) ou indirectement en altérant les

mécanismes de défense des cellules.

)s. Principe de rnesure : chimiluminescence (norme Afnor X 43-018)

Les molécules de NO sont oxydées par des molécules d'ozone générées en

excès par un ozoneur. Cette oxrydation conduit à la formation de molécules de NOz excitées dont

le retour ùl'éta;t fondamental produit un rayonnement lumineux sur un spectre s'étalant de 600 à

I 200 nm.

NO+Or->NO)+O,

No) -> NOr+hu

Pour être mesuré par chimiluminescence, le NO2 doit être préalablement

transformé en NO. Cette réduction est réalisée dans un four à molybdène suivant la réaction :

3NO2+ Mo ->3NO + MoO,

L'air prélevé par une pompe est dirigé d'une part via un four convertisseur

vers une chambre de mesure qui permettra la détermination de NO + NOz et, d'autre part,

directement dans une chambre permettant la détermination directe de No.

m-1.3. Le monoxyde de carbone (CO)

)E Origine:

Le monoxyde de carbone est considéré comme le polluant le plus abondant

dans l'atmosphère, en particulier dans les atmosphères urbaines. Ii provient de la combustion

t8l
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incomplète des matières carbonées. En i993, la production annuelle totale était estimée ù 9,6

millions de tonnes. Il est principalernent émis par les véhicules (59 %) et les chàuffages

défectueux (21 %) mais également par diverses activités indusfielles cortme les aciéries, les

centrales thermiques. La part des véhicules dans la production de CO tend à diminuer, en effet,

en 1988 leurs contributions àla généralion de CO étaient de 80 Yo alorc qu'aujourd'hui elle est de

59 %. L'arnélioration des moteurs (rapport airlcarburant) ainsi que I'arrivée prochaine des

moteurs hybrides (gaz et essence) permettra une diminution encore plus marquée de la

production de ce polluarrtpar les véhicules.

?s. Pollutions générées :

Le CO intervient indirectemçnt dans la production de l'ozone troposphérique

en permettant la production de NO2 et en dégradant le NO responsable de la destruction de

I'ozone [4] suivant les réactions ci-dessous :

CO + OH" -+ CO, + H'

H"+Or+M-+HOr '+M

HOr" + NO -+ OH" + NOz
telCO + Or+ NO -+ COz + NO,

?e. Effets sur la santé :

Le monoxyde de carbone est vn gazincolore, inodore, insipide et non irritant.

Il se mélange rapidement avec I'air sans stratification, ayarrt la même densité que I'air. Il a la

propriété de se fixer sur la sixième coordination du fer des hémoprotéines et en particulier de

I'hémoglobine, il forme ainsi le complexe carboxyhémoglobine incapable de se lier à I'oxygène.

Son affinité pour I'hémoglobine est approximativement 240 fois plus importante que I'oxygène

(Mofenson et al., 1984). Ainsi, il en résulte une hypoxie tissulaire qu'aggrave la nature

allostérique des hémoprotéines. En effet, la fixation d'une molécule de CO sur l'un des hèmes de

la protéine tétramérique qu'est I'hérnoglobine, augmente I'affinité des trois autres sous-unités

pour l'oxygène. Il s'en suit une diffrculté accrue de liberation de l'oxygène au niveau tissulaire

@ryson, 1989). Le système nerveux central est particulièrement sensible à ce type d'intoxication

qui, lorsqu'elle est chronique, se traduit par des troubles du comportement tels qu'une

diminution de la vigrlance, une perturbation des activités intellectuelles, une appréhension, des

étourdissements, des troubles de la vision (Choi, 1983). Le CO peut également se lier à la

myoglobine des muscles squelettiques et cardiaques (Dolan, 1985) engendrant une diminution

des réserves d'oxygène disponible pour le myocarde (Zeller et a1.,1984). A de faible niveau de

carboxyhémoglobine (5,5 %) les propriétés électro-physiologiques du cæw sont modifîées,

générant une arythmie ou un arrêt de ce demier (De Bias et a\.,1976, Raub et a\.,2000).
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)s. Principe de mesure : corrélation infrarorqe (norme Afnor X 43-044)

Le rayonnement émis par une source IR traverse alternativement une zone

opaque, permettant d'obtenir le zéro électrique du détectew, une zone saturée en CO pur qui

correspond au signal de réference et celle remplie tazote qui est le signal de mesue. Après

sélection de la raie caractéristique d'absorption du CO (?e4700 nm) per un filtre optique, le

faisceau traverse la chambre de mesure dans laquelle il est absorbé par le CO de l'échantillon.

m-1.4. Les particules en suspension (PS)

)s. Origine:

Elles proviennent de l'érosion des sols, des véhicules, de l'incinération des

déchets ou des combustions industrielles et ménagères. Les particules les plus fines peuvent

transporter des composés toxiques tant organiques (hydrocarbures), qu'inorganiques (métaux

lourds). Les effets sur la santé de ces PS dépendent de leurs diamètres et des composés qu'ils

véhiculent.

?e. Principe de mesure : jauge Bêta

Par aspiration de I'air, les matières en suspension sont déposées sur un ruban

filtre. Le débit d'aspiration de I'air est régulé automatiquement afin de compenser en permanence

I'accroissement régulier de la perte de charge du au colmatage du filtre (Fig. I-3).

Le rayonnement bêta émis par une source

radioactive (cornpteur Geiger-Muller, 100

pci) est absorbé pa"r collision avec les

électrons dont la densité est proportionnelle

à la masse volumique des matières

rencontrées, indépendamment de la naJure

physico-chimique de celles-ci.

La mesure différentielle s'effectue par pesée

d'une zone du ruban filtre avant et après

formation du dépôt de poussières.

compteur

tr'igure I-3 : Jauge Bêta

m-1.5. L'ozone (O3)

)e. Origine:

L'ozone est un composant naturellement créé dans la stratosphère (enfie 20 et

40 km d'altitude) par action du rayonnement UV sur I'oxygène moléculaire. La couche d'ozone
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ainsi constituée agit comme un fîltre absorbant le rayonnement solaire nuisible aux organismes

vivants ({JV-B). Par contre, I'ozone est naturellement moins abondant dans la troposphère. En

effet, dans cette partie de I'atmosphère, I'ozone est un polluant dit secondaire car il provient de la

transformation de polluants primaires, en I'occurrence de la photodissociation du NOz (2,3).

Toutefois, en présence de NO, I'ozone est rapidement détnrit (4). Ainsi, la production d'ozone

dans la troposphère est directement liée au rapport tNOz]/tNO] et à I'intensité du rayonnement

solaire absorbé par N02 Or, les trois réactions [2, 3, 4] sont extrêmement rapides. Il y aura donc

production nette d'ozone uniquement lorsque le monoxyde d'azote est converti en dioxyde

d'azote sans consommation d'ozone [1û]. Cette réaction est réalisable par I'intermédiaire des

radicaux hydroperoxyles, intermédiaires de I'oxydation du monoxyde de carbone et du

méthane [9].

Àr u)/
En conséquence, en zone urbaine où les hydrocarbures, et les oxydes dtazote

sont présents en grande quantité, la production d'ozone est très importante. U:re fois formée,

cette molécule réagit avec le monoxyde d'azote dont I'apport est constant. L'ozone est donc

consommé rapidement au niveau des agglomérations où il est généralement présent en faible

quantité. Par contre, en s'éloignant des villes mais en restant sous le panache de la pollution, la

quantité de précurseurs émis diminue. L'ozone ne réagit plus avec le NO alors que i'ensemble des

autres réactions se poursuit lors du déplacement des m{Nses d'air. De ce fait, la concentration en

ozone augmente car ce dernier n'est plus détruit. L'ozone est donc présent en quantite plus

importante dans les zones suburbaines et rurales qu'en zone urbaine (Fig. I-3).

Figure I-4 : Evolution concomitante des niveaux d'ozone et de dioxyde d'azote selon
I' activité anthropique

ol
co)

or+No

[10]
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)E Pollutions générées :

La photolyse de I'ozone.est la première source du radical hydroxyle (OH")

Ul,12l qui intervient dans la formation des acides sulfi.rique et nitrique. L'ozone contribue donc

indirectement aux pluies acides.

O*hv-+O"+& [11]

O*É+HxO-+2OH" [I21

, L'ozone est égaiement un polluarrt majeur des brouillards photochimiques

dont les réactions sont résumées par l'équation 10 (Gristen, 1986).

)s. Effets sur les organismes vivants

L'ozone est un polluant phytotoxique qui ralentit la croissance, réduit la

photosynthèse et accélère Ia sénescence foliaire de nombreuses plantes (Darall, 1989, Pell et al.,

1994). La dégadation de la ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygénase (RubisCO) est en

partie responsable de la sénescence foliaire QelI et al., 1997). Cette dégradation ne permet plus

I'assimilation du dioxyde de carbone.

Chez I'homme, I'ozone est un agent oxydant extrêmement puissant causant

des dommages cellulaires directement sur les parois des voies respiratoires. Il agit

préferentiellement dans les régions d'échanges gazeuxdu poumon (V/alters et Ayres, 1996). Une

exposition aiguë à I'ozone occasionne des lésions spécifiques du tractus respiratoire. Elles

comprennent I'accumulation de macrophages dans les alvéoles proximales, une altération des

cellules ciliées et des cellules épithéliales qui tapissent les sacs alvéolaires (Hippeli et Elstner,

1997). Par son pouvoir oxydant, I'ozone augmente la perméabilité de l'épithélium des voies

respiratoires facilitant I'inhalation des polluants causant ainsi une bronchoconstriction

(Lippmann, l99l). L'ozone provoque ainsi une diminution de I'endurance à I'effort mais

également des nuisances olfactives, des effets lacrymogènes et des initations des muqueuses

(Lippmann, 1991).

)s. Principe de mesure: absorption UV (normeAfnor X 43-024)

Le principe de la mesure repose sur la mesure de I'absorption pÉu I'ozone

d'un rayonnement W (?':254 nm) émis par une lampe à vapeur de mercure.

- dans un premier temps, l'échantillon d'air passe sur un filtre catalytique réduisant

I'ozone en oxygène avant de parcowir une chambre de réaction soumise au

rayonnement UV.

- dans un second temps, l'échantillon d'air passe directement dans la chambre de

réaction. La mesure de I'absorption lumineuse due uniquement à l'ozone est donnée par

la différence entre les deux mesures.
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Les techniques instrumentales de mesure de la qualité de I'air tendent à s'améliorer

significativement ces dernières années. De nouveaux instruments apparaissent qui font appel à la

spectroscopie d'absorption optique différentielle (DOAS, Dffirential Optical Absorption

Spectrometry) et au laser (LIDAR, Llght Detection And Ranging), et qui permettent la mesure

directe et simultanée de plusieurs polluants.

Les appareils basés sur la technique de DOAS sont apparus récemment (dans les années 1980) et

présentent i'intérêt de mesurer simultanément plusieurs composés chimiques de l'atmosphère :

SOz, NO, NOz, Or, HNO2 et benzène (Barrefors, lggl).I1s analysent I'absorption de la lumière

lfV ou visible par les composés chimiques de I'atmosphère, sur un chemin optique de plusieurs

centaines de mètres, et déterminent leur concentration respective par analyse mathématique du

spectre d'absorption. Actuellement I'acquisition par les réseaux de swveillance d'un tel

équipement est limitée par le prix : environ 300 000 francs pour un multipolluants (3 poliuants

analysés) contre 70 à 100 000 francs pour un analyseur classique.

La technique du LIDAR, quant à elle, consiste à émethe des impulsions laser dans I'aûnosphère

et à analyser le rayonnement rétrodiffusé, à la même longueur d'onde, en fonction du temps, en

utilisant les propriétés d'absoqption et de diffirsion de la lumière. Comparée aux autres techniques

de mesures à long trajet optique (DOAS), qui fournissent des données intégrées de la pollution le

long de ce tajet,la technique du LIDAR a une résolution spatiale de I'atmosphère plus grande

car elle permet une analyse de l'atmosphère sw des distances de plusieurs kilomètres. Elle

fournit en temps réel une carte détaillée, en trois dimensions, de la pollution atmosphérique.

Cette technique perrnet la mesure de I'O3, du SOz, des NO*, du toluène, du benzène et des

particules. Elle représente l'une des solutions les plus prometteuses en matière de contrôle de la

qualité de I'air (Wolf et Woste, 1995, Ménard et a1.,1998).

Les perfonnances de ces analyseurs de pollution atrnosphérique doivent être déterminées avant

leur utilisation en réseau. Pour cela, le Laboratoire Cental de Surveillance de la Qualité de I'Air

(LCSQA) expertise les instruments suivant une procédure d'évaluation selon la norme française

X 20 300 comportant un protocole experimental d'essais en laboratoire suivi d'un traitement des

données.

m-z.Les polluants mesurés ponctuellemenÇ cas particulier du benzène

Les nouvelles directives européennes agmndissent la liste des polluants à mesurer par les

réseaux de surveillance. En effet, en plus des 5 polluants sus-mentionnés, mesurés en routine et

en continu dans tous les réseaux, il est devenu nécessaire de suiwe les métaux lourds hors plomb

(cadmiurn, nickel, arsenic et mercwe), le benzène et les HAP.
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A I'exception de queiques stations, les réseaux français ne mesurent pas ces polluants de

façon routinière, faute de techliques adaptées. En effet, la législation progresse plus vite que les

procédés de mesure applicables en réseau. Pourtant, la toxicité de ces polluants n'est plus à

prouver,

Seui le benzène sera abordé ici, les IIAP faisant I'objet d'un chapitre particulier.

)s. Origine du benzène :

Les origines des pollutions par le benzène sont principalement imputables

aux imbrûlés qui émanent de l'échappement des véhicules à essence et, dans une moindre

mesure, aux phénomènes d'évaporation au niveau de différents organes des véhicules comme le

réservoir et le carburateur. L'arrivée de I'essence sans plomb a aggravé la poliution par le

benzène. En effet, pour remplacer les dérivés du plomb comme agents antidétonants, un haut

indice d'octane de l'essence doit êûe recherché. Pour cela, il suffit d'augmenter, entre autres, la

concentration des composéS aromatiques comme le benzène, le toluène et le xylène, sans

toutefois dépasser les limites autorisées par la loi (l % depuis le 1' janvier 2000).

?s. EffeE sur la santé du benzène :

Le benzène, par ses propriétes lipophiles peut servir de véhicule pour la

pénétration dans le système nerveux de divers composés neurotoxiques (Bryson, 1989). Les

effets aigus d'une intoxication par le benzène se caracterisent par une atteinte du système

nerveux central (fatigue, céphalées, vertiges, faiblesses musculaires et insomnies), une irritation

des voies respiratoires et des conjonctives oculaires ainsi que par des dermatoses d'irritation. Une

intoxication chronique génère une toxicité hématologlque par atteinte de Ia moelle osseuse, de la

rate et des ganglions lymphatiques, qui se manifeste par une aplasie. Cette dernière est liée à la

formation de métabolites réactifs (époxybenzène, radical superoxyde, hydroquinone) formés lors

de I'oxydation en phénol, métabolites dont la concentration dans la moelle est très supérieure à

celle trouvée dans le sang, entraînant une réduction progressive du taux de plaquettes, de

globules rouges et blancs, pouvant conduire à une anémie grave, des infections secondaires et

des hémorragies Des atteintes de f immunité humorale et cellulaire ont également été recensées,

et des risques de leucémie (IARC, 1982),

)s Prtncipe de mesure da benzène:

A I'inverse des polluants surveillés en continu, le suivi du benzène est réalisé,

dans la majorité des cas, manuellement et sur une période de 24 heures, Le personnel du réseau

de surveillance de la qualité de I'air effectue des prélèvements sur site par aspiration d'un volume

connu d'air à travers des tubes de charbon actif. Le prélèvement réalisé, ils transmettent les
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échantillons à un laboratoire d'analyse. Après désorption par Soxlhet, les composés aromatiques

sont analysés par chromatographie en phase gazeuse suivie d'une détection à I'aide d'un détecteur

à ionisation de flamme.

Un analyseur automatique de BTX (benzène, toluène et xylène) est

également employé dans des campagnes de mesure. Cet instrument est totalement automatisé et

analyse les BTX dans I'air ambiant à des niveaux de I'ordre du ppb Le toluène et le xylène

servent d'indicatew confirmant ou infirmant la justesse de la mesure. Effectivement, il y a

normalement un facteur 3 entre le toluène et le benzène et entre le xylène et le benzène, ce qui

perrnet de vérifier la bonne marche de I'appareil. I1 permet la simultanéité des opérations

d'adsorption et de désorption au niveau du module de piégeage, d'échantillonnage et d'analyse au

niveau de I'instrurnent. Cet appareii permet la séparation et I'identification de ces polluants en 6

minutes.
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Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (F{AP) sont des molécules formées de deux à dix

cycles benzéniques, Par leurs propriétés physico-chimiques, cornme leur nature hydrophobe, ces

composés sont stables et rémanents. Ils font partie des contaminants les plus toxiques identifiés

depuis de nombreuses années. Parmi les 16 HAP spécifiés par I'EPA (Environmental Protection

Agency) certains sont suspectés cancérigènes pour I'homme (IARC, 1987, Tab.I-3). L'impact du

benzofa]pyrène (BaP) sur les systèmes biologiques a été largement étudié (IARC, 1983) et c'est

en raison de son caractère mutagène et cancérigène actuellement bien admis qu'il est

fréquemment employé comme molécule modèle de cette famille de composés. Les F{AP

représentent une préoccupation constante de la vie actuelle. La surveillance et le contrôle des

sources d'émission et des niveaux de ces composés, de mêrne que, l'évaluation de leur impact

sur l'environnement et la santé publique mobilisent les énergies du monde scientifîque et

politique. Ces composés ont été inclus très récemment (1996) dans la liste européenne des

polluants atmosphériques pour lesquels une valeur limite doit être établie dans les trois ans à

venir (European Communities, L996).

Tableau I-3 : Principales propriétés des 16 HAP référencés par I'EPA

Naphtalène

Acénaphthylène

Acénaphthène

Fluorène

Phénanthrène

Anthracène

Fluoranthène

Pyrène

Benzo[a]anthracène

Chr1'sène

Benzo[à]fluoranthène

Benzo[È]fluoranthène

Benzo[a]pyrène

D ib enzfa, lt]anthr acène

Indeno[ 1,2,3 -cd]pyrure

Benzo[g,h,i]péryIène

NAP

ACL

AC

FL

PIIE

AN

FA

PY

BaA

CHR

BbFA

BKFA

BaP

DahA

iP

BshiP

CroHa

CrzHro

CrzHro

Cr:Hro

Cr,rHro

Cr+FIro

CtoHro

CreHro

CrsHrz

CraHrz

CzoHrz

CzoHrz

CzoHrz

CzzHM

CzzHn

CzzHn

I 28
1 < A
l J -

154

166
1 1 0r  / ô

178

202

202

228

228

2s2
252

252

27B

276

z t o

2

J

J

3
a
J

4

À

AT

Aa

5

5

5

5

6

6

nt

nt

nt

J

a
J

3

J

a
J

2A

J

2B

2B

2A

L A

2B
a
J

uCancérogénicité selon I'IARC (International Agency for Research on Cancer;) (1987). Groupe 2A : cancérigène
probable pour I'homme , groupe 2B : cancérigène possible pour I'homme ; groupe 3 : non classé comme
cancérieène nt: non testé.
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[- Origines

Les HAP sont formés au court de la combustion incornplète des matériaux organiques contenant

du carbone et de l'hydrogène. Ils proviennent de sources naturelles mais également anthropiques.

Avant le commencement de f industrialisation et la prolifération des moyens de transport, il

existait un équilibre entre la production naturelle et la dégradation des HAP, qui entraînait un

niveau faible mais stable de la quantité de ces composés dans l'environnement. Cet équilibre a

été malheureusement détruit par le développement des industries et l'accroissement des

véhicules à travers le monde.

Les sources naturelles de HAP incluent :

- les phénomènes de combustion, tels que les feux de forêts, et l'activité des volcans,

- ies activités de çonversion biologique de certains composés

Il est estimé que 90 % de la concentration en HAP dans I'environnement provient de sources

antlrropiques. Toutefois, les sorrrces naturelles (volcan, feux de forêt) contribuent

significativement à cette pollution durant des périodes très lirnitées et très bien identifiées (Baek

et  a \ . ,1991) ,

I-1.1. Sources stationnaires
L'incinération des déchets (Yasuda et al., 1998) et les activités industrielles, telles

que les exploitations minières, la production d'énergie, la pétrochimie (Tsai et a\.,1995) sont des

sources importantes en FIAP dans des zones assez bien localisées. En ambiance urbaine, il faut

principalement pren en considération le chauffage domestique (Launhard et al., 1998) qui

avec les véhicules sont couramment reconnus comme les deux principales sources de la pollution

par les HAP (Menichini, 1992).

I-1.2. Sources mobiles
Les principales sources mobiles en milieu urbain sont évidemment les véhicules. Les

HAP proviennent pour une partie de la combustion incornplète des carburants (diesel, essence,

kérosène).

Il est extrêmement délicat d'identiflrer la ou les sources de IIAP dans une atmosphère

urbaine. Toutefois, Pistikopoulos et al. (1990) ont tenté d'évaluer, par I'adaptation d'un modèle

mathématique,la contribution du chauffage domestique, des véhicuies à essence et diesel dans la

pollution par les IIAP dans I'air de la ville de Paris. Les résultats montrent que les véhicules à

essence contribuent à la pollution en HAP pour 42oÂ en hiver et 72Yo en été, les véhicules diesel

pour respectivement 25% et 40% et enfin, le chauffage domestique pour 30o/o et20Â.Les sources

rnobiles étant I'une des causes principales de la pollution de l'atmosphère urbaine par ces



composés, il nous a semblé fondamental pour notre étude d'affiner nos connarssances sur ce

thème.

II- Caractéristiques et niveaux des HAP des sources mobiles
Le taux d'émission et la nature des HAP des sowces mobiles sont influencés par de nombreux

paramètres teis que la teneur en aromatiques du lubrifiant et des carburants, I'utilisation d'une

essence plornbée ou non, la charge du véhicule, la combustion de I'huile du moteur, la vitesse de

conduite, le rapport airlfioul, Ie comportement au démarrage à froid et le type de véhicule

@ruinsma et a1.,1988 et Mi et a|.,1996).

II-1. Nature des HAP des sources mobiles

Une attention particulière est donnée à la composition des carburants, qui est

incontestablement un facteur primordial dans l'émission des HAP. Sont également prises en

considération I'amélioration de la formulation de ces combustibles et celle de l'équipement des

véhicules qui tendent à évoluer afin de satisfaire les nouvelles réglementations exigeant la

réduction des émissions nocives.

L'une des principales causes de I'augmentation des émissions de HAP provient de

I'incitation, dans les années 90,par les autorités à I'utilisation de carburants sans plomb. En effet,

afin de maintenir le pouvoir antidétonant des combustibles dépourvus de plomb, il est nécessaire

d'accroître la quantité de IIAP qui est environ 43 % plus forte dans I'essence non plombée que

dans I'essence plombée (Mi et al., 1996). Ainsi, la concentration totale en IIAP (gaz et

particules) des gaz d'échappement est comprise entre 258 et 385 Vilm' pour I'essence sans

plomb à indice d'octane 95 et, 190 et263 pdm'pour I'essence plombée (Brown et al., 1996).

La proportion des véhicuies utilisant de I'essence ou du carburant diesel a également une

influence sur la distribution des différents types de HAP dans I'atmosphère. Pour ces deux types

de combustibles, le naphtalène Q.IAP) est le HAP prédominant : 2 600 mg/L pour I'essence et

I 600 mgll pour le diesel. I1 représente environ 97 % de la concentration totale en IIAP (Lee et

al., 1995 et Marr et al., 1999). Toutefois, ces valews de concentrations sont à prendre avec

précautions car elles dépendent des opérations de rafftnage, et sont donc variables d'une marque

à une autre. Néanmoins, quelle que soit la marque considérée, 15 HAP (liste de I'EPA sans

DahA) ont été détectés dans toutes les essences testées alors que seulement 9 ont été détectés

dans le diesel. Le diesel est principalement composé de F{AP à trois cycles alors que I'essence

contient des HAP de 4 à 5 cycles (Man et al.,1999).

La connaissance de la composition du fioul ne présuppose cependant pas de la composition

des gaz émis. Les véhicules à essence se distinguent par l'émission de IIAP lourds tels que le
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coronène et le benzo(ghi)pérylène (Masclet et al., 1986) Les émissions des véhicules diesels se

caractérisent par la présence de }IAP légers tels que le phénanthrène, le fluoranthène et le

pyrène. Cependant, panni dix HAP mesurés dans des gaz d'émission, seuls quatre d'entre eux se

retrouvaient dans la composition originelle du diesel. Cette observation suggère que les HAP

présents dans les gaz émis ont également comme origine possible les huiles lubrifiantes (Marr et

al., 1999), ou peuvent être générés par une combustion incomplète des carburants (Lee et al.,

lees)

II-2. Niveaux des HAP d'origine automobile

Dès 1993, Rogge et ses collaborateurs ont mis en évidence I'irnpact de I'utilisation du pot

catalytique dans la réduction des émissions (Tab. I-4). En effet, la tendance à la généralisation

du pot catalytique depuis 1993 serait l'un des paramètres responsables de la diminution des HAP

dans l'atmosphère selon les données recueillies au Danemark entre 1992 et 1996 (Nielsen et al.,

1999) et en Italie entre 1994 et 1998 (Menichini et a|.,1999). Mais, malgré cette diminution des

HAF, la contribution du trafic dans la pollution reste approximativement identique enfe 1992

(90 %) e|1996 (80 - 90 %) (Nielsen et al., 1999).

Tableau I-4 : Effet de la nature du pot d'échappement sur l'émission de HAP par les
véhicules roulant à I'essence (Rogge et al.,1993)

Types de HAP

phénanthrène
antkacène
méthylphénanthrène - anthracène
diméthylphénanthrène - anthracène
fluoranthène
pyrène
benzacénaplrthalène
méthylfluoranthènes - méthylpyrène
benzo(a)fl uorène - benzo(b)fluorène
benzoft.fr l)fl uoranthène
cyclopentano(c{pyrène
benzo(a)anthracène
chrysène
méthylbenz(a) -anthracène -cluysène -triphénylènes

diméthylfl uoranthènes - diméthylpyrènes
benzo(À)fluoranthène
benzo(ô)fluoranthène
benzo(e)pyrène
benzo(a)pyrène
perylène
indéno( I ,2.3- cd)pyrène
indéno( 1, 2,3-cflfl uoranthène
benzoft'Àl)pery1ène
coronène

Les valeurs d'émissions sont indiquées en pg/km

La concentration totale de liAP (phase gazeuse et

à Tair,van (octobre 1991 à aoû;t 1992) est de I'ordre de

a l

À a 1

4 R ?

3 1
t h  1

106 ,9
J I

, lÀ 1

4 9 ?
? ? R

55,8
l 4 ?  \

l 6 l  l

40'7

4 5 R

41 5

1 4
A L

7 ) 6
1 4 5  4

104.6

parficulaire) dans

4  500  à  l i  300

pot
catal

0,88
0 , 1 1
1 A

3
I

) \
0,77

A '

0,72
1 a

t t

1 q

] R

A 1

2

2
1 0

0,6
0,47

I r  r

4,7
t 1

une amDlance rouuele

ng/m'avec une valeur

a a



moyenïre de 8 110 ng/m3. Dans ce cas précis, le naphtalène (3 040 ng/m3) est largement

dominant suivi par le fluorène (265 nglm3) et l'acénaphthène (792 nglm3). Pour comparaison,

I'ahnosphère de Chicago en juin-octobre 1995 comporte de 159 à 863 nglm3 de HAP totaux avec

une moyenne de 428 + 240 nglm3, donc des valeurs 19 fois plus faibles qu'à Taiwan. Ces

émissions sont dominées par les IIAP volatils (phénanthrène, 460Â ; acénaphthène, 1804 et

fluorène, 77oÂ), qui correspondent ù 9l % de la part des HAP totaux (Odabasi et al., 1999).

Malgré des niveaux d'émission extrêmement différents entre Chicago et l,ondres, cette

prépondérance des HAP volatils a également été mise en évidence à Londres en 1991-1992 où le

phénanthrène (30oÂ),le fluoranthène QA%) et le pyrène (20%) représentent environ 70o/o des

HAP totaux (Brown et a1.,1996) (Tab.I-5).

Tableau I-5 : Concentrations moyennes des HAP dans I'atmosphère de différentes villes

Naphtalène 1,87 +2,02 13,2 + 10"8 10,8 + 10,3 110,7 +.42.4

Acénaphthylène 2,72L3,09 15,4 + 18,6

Acénaphthène 4,23 +.3,04 13,5 + 14,5 76,9 + 46,2

Fluorène 7,00 + 5,38 13,7 + 10.8 74,8 t 43,7

Phénanthrène' 23,67 + 19,06 3,84 *3,72 24,1+ 15,6 50,3 + 48,1 61,4 t23,5 200,3 r 104,8

Anthracène 2,2015,33 0,61 r  0,44 4,49 13,71 5,6 i5,4 8,3 t3,2 14,1 *  11,9

Fluoranthèneo 16,14t22,0 2, l l+1,26 12,4+.12,1 2A-5+20,0 26.3 + 10,1 44,1+24,0

Pyrèneb 16,42L18,62 3,33t2,17 38,0+21,7 12, t+ 11.6 20,5x7,9 24.6t14,7

Benzo[a]anthracène 3,6012.62 0,34+0, I7 5,59È3,03 0,3+0,3 3,7L1,4 2,1 + 1.3

Chrysène 5,67 x4,71 0,61 t 0,34 6,49 t2,67 0,9 t 0,9 6,7 x2,6 3,61 1,5

2,15 !  1 ,61 0,6 + 0,6 5.0 + 1,9 2,3 + t ,4

)  1.2 + 0,19 0,1 *  0,1 2,6 + t ,0  1,9 *  t ,2

0,8i f 0,65 0,6 + 0,6 5,0 + 1.9 1,6 + 1,0

0,83 È 0.60 1,3 * 0,5

1,96 i  1 ,25 I ,4  + 1,3 5.5 + 2,1 1,2 L0,7

1,97 + 1,34 1,3 + 1,2 4.0 + 1,5 l , l  +  0,7

1,03 * 0,92

imitée par des immeubles de 15 m de hauteur, ar,'ec un trafic
journée.
reubles d'une hauteur de 15 m, situés à 300 m de I'artère

d'une ville de République Tchèque.
km du centre de Chicago A proximité du site se situent un
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Comme le montre le tableau I-5, la concenûation des HAP dans I'atrnosphère est variable

d'une étude à une autre. En effet, pour un rnême site le niveau des polluants dans I'atmosphère

dépend des conditions météorologiques, donc des saisons, mais également du calendrier de

l'échantillonnage. Ainsi, la contribution des HAP dans la pollution atmosphérique urbaine est de

90% les jours de travail et de 60Yo en fin de semaine (Nielsen, 1996). De plus, la diversité des

techniques analytiques employées par les auteurs rend les comparaisons inter-études

extrêmement délicates O4enichini, 1992).

En résumé, la concentration en IIAP dans I'atmosphère est influencée par des paramètres

propres à la source émettrice, par les conditions de dispersion mais également par Ia

susceptibilité des HAP à être transformés chimiquement dans I'atmosphère au cours des

processus de dispersion.

III- Dispersion

Le taux de dispersion des polluants est influencé par plusieurs facteurs. Les principaux sont l'état

physique des particules, les conditions météorologiques (la direction du vent et sa vitesse, le

gradient de température...),la topographie du site (rue étroite bordée d'immeubles, boulevard...),

la distance à ia source, I'intensité du trafic et le régime du véhicule.

D'après Smith et al. (1996), les HAP se trouvent dans I'atmosphère sous deux formes physiques :

en phase particulaire et en phase gnzeuse, Larépartition des HAP enffe ces deux phases dépend

de la température, de lhumidité de I'air, des propriétés d'adsorption des surfaces, de la

disponibilité de surfaces adsorbantes, du poids moléculaire et de la pression de vapeur des HAP

(I\4asclet et al., 1986).

ilI-l. Poids moléculaire

En général ,99 o/o des IIAP de poids moléculaire inférieur à 228 se présentent sous forme

vapeur, contrairement aux autres HAP qui sont physiquement adsorbés à la surface des particules

(Tsai et al.,1995,Lee et al.,l995,Marr et al., 1999). Ainsi, le fluoranthène et le pyrène sont

équitablernent distribués entre les 2 phases (Man et al., 1999). Quant atberuofa]anthraeène

(BaA, PM: 225) ilpeut se trouver dans la phase vapeur lorsque la température anrbiante est très

importante (Menichini et al., 1999).

A la sortie des gaz d'échappement, E2 % des IIAP sont sous forme gazeuse et le reste étant

sous forme particulaire (Mi et al., 1996). L'équilibre entre ces 2 phases tend vers la phase

particulaire essentiellement dans les atmosphères routières en comparaison aux sites urbains et

ruaux (Smith et al,1996) Cette différence est probabiement due au fait que les HAP émis sous



forme gazeuse se refroidissent au contact de I'air ambiant, la majeure partie d'entre eux

s'incorporant alors à des particuies par adsorption ou par condensation,

Lors du transport de ces particules, trne fraction des IIAP adsorbés peut subir des réactions

d'altération, se déposer ou repasser en phase gazeuse pour atteindre un équilibre

thermodynamique (Lee et al., L995).

Itr-2. Conditions météorologiques

m-z.L. Le vent
Les différentes composantes du vent jouent un rôle majeru dans la dispersion des

polluants. Ainsi, les concentrations aftnosphériques de BaP mesurées à Athènes diminuent d'un

facteur trois en hiver lorsque le vent passe d'une vitesse de 1,5 m.s-l à 4,5 m.s-l, le maximum de

concenfation étant observé quand le vent est calme et qu'il y a une inversion de température

(Viras et a|.,1987).

[II-2.2. La température
L'état thermique de I'atmosphère peut favoriser ou réduire la dispersion verticale des

polluants. En effet, c'est le gradient de températwe qui confrôle les mouvements ascendants et

descendants des particules dans I'air Q.{akaj ima et al., 1995).

La pression de vapeur des molécules dépendant de la température, ce paramètre

contrôle également l'équilibre entre la phase particulaire et la phase gazeuse. L'augmentation de

la température diminuera donc les HAP en phase particulaire (Odabasi et al., 1999). Cette

propriété a permis à ces auteurs de classer les HAP en 4 groupes en fonction de leur pression de

vaDour :

Groupe 1 . de I'acénaphthalène au phénanthrène'

Groupe 2: de I'anthracène au pyrène

Groupe 3 : du benzo[a]anthracène au benzo[fr]fluoranthène

Groupe 4 : du benzo[a]pyrène au beruolg,h,ilperylène.

Le groupe 1 est principalement associé à la phase gazeuse au contraire du groupe 4

qui est associé à la phase particulaire. Ces deux groupes ne varient pas signifîcativement avec la

température à I'inverse des groupe s 2 et 3 qui sont logiquement sensibles à ce pararnètre.

m-2.3. Les saisons
Une étude bibliographique comparative réalisée par Menichiru en 1992 a révélé des

niveaux de HAP dans I'atmosphère généralement plus importants dans la periode hivernale que

dans la période estivale : augmentation des HAP en hiver d'un facteur 2 à 5 en Europe (dans ies

années 1980), 2 à l0 en Amérique du Nord et Australie (1970 et 1980) et 2 dans une ville
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Japonaise (1978). Ces observations ont été confirmées plus récemment par l'étude de

I'atmosphère urbaine à Birmingham (Smith et al., 1996) où un facteur de 4,9 a été rapporté entre

I'hiver etl'été pour la phase particulaire et de 5,5 pour la phase gazeuse. Ce même rapport entre

hiver et eté a eté relevé en république Tchèque (Vyskocil et al., t997), en Allemagne (Fromme et

al., 1998) et en Belgique (Wauters et al., 1999). Cet enrichissement de la phase gÉLzeuse en hiver

est loin d'être un phénomène totalement élucidé. En effet, l'étude de Brown et al. (1996) réalisée

dans une nre étroite de Londres montre que la plupart des IIAP sont en concentration plus forte

en hiver à I'exception de certains HAP de faible poids moléculaire, comme le fluoranthène et le

pyrène, qui au conffaire présentent une concentration nettement plus importante en été.

Différents facteurs, probablement çoncomitants, peuvent expliquer cet enrichissement de

l'atmosphère en FIAP durant la période hivernale. Parmi ces demiers, le plus probable est une

augmentation des émissions par le chauffage domestique couplée aux conditions

météorologiques défavorables à la dispersion (inversions de température), aux véhicules dont le

moteur tourne plus longtemps hors de son équilibre thermique et enfin aux transformations

photochimiques qui sont négligeables en hiver,

fV- Devenir des HAP dans I'atmosphère

Les IIAP sont des molécules hautement réactives, ayarrt une place importante, malgré leurs

fatbl.es concentrations, dans la chimie de I'atrnosphère. Cette réactivité a tout d'abord été mise en

évidence lors de prélèvements d'échantillons. En efflet, il a été observé que lorsque cette

manipulation dure longtemps, la perte en HAP est très importante. Cette perte a été attribuée en

premier lieu à la volatilité de ces molécules, et ensuite à leur transformation par des réactions

photochimiques et/ou chimiques.

Bien que ces méoanismes de transformation des HAP ne soient pas encore totalement élucidés,

en raison de la difficulté à simuler en laboratoire les réactions susceptibles de se produire dans

I'atmosphère, nous tenterons d'en aborder quelques uns dans ce chapite.

IV-l. Infl uence des paramètres météorologiques

Nous avons précédemment relevé que certains paramètres météorologlques tels que le vent

et la température ont une influence non négligeable sw la dispersion des HAP. D'aufes, tels que

les rayonnements lumineux et I'humidité, par contre, agissent plus précisément sur les réactions

de transformation de ces molécules.

Des essais en chambre contrôlée ont montré que l'augmentation de I'intensité lumineuse,

de I'humidité ou de la température accroît la rapidité de transformation des HAP sous forme

particulaire. Cette vitesse est d'autant plus importante que la concentration en HAP à la surface
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des particules est faible (Kamens et al., 1988). Pour une concentration en HAP élevée, les

auteurs supposent que la majeure partie des HAP se trouve dans les particules. Ainsi, si la vitesse

de transfert des HAP entre I'intérieur et la surface des particules est plus faible que celle de la

réaction, celle-ci limitera la perte de ces composés. Les propriétés physiques et chimiques des

vecteurs particulaires jouent également un rôie dominant dans les réactions de photolyse. Ainsi,

une quantité de carbone supérieure à 5 % stabilise les HAP adsorbés. De même, plus la couleur

de la particule est sombre, plus elle va absorber la lumière incidente et donc réduire le taux de

dégradation des FIAP (Korfmacher et a1.,1981, Behymer et Hites, 1985 et 1988). La porosité, la

taille, le pH et la quantité de fer des particules semblent être, pour leur part, des paramètres

négligeables (Kamens et al., 1988).

L'étude de I'influence de ces paramètres météorologiques a permis d'identifier le

cyclopenta[c{pyrène comme HAP le plus réactif, suivi en cela par le benzo[a]antJuacène et le

benzo[a]pyrène.

N -2. Interactions averc les polluants atmosphériques

L'interaction des HAP avec les polluants primaires (NO, NO2 et SO2) mais également avec

les polluants secondaires (OH'et Q) génère des composés suspectés d'être plus toxiques que les

HAP d'origine (Hall et a\.,1999).

W-2.1. Réaction avec le radical hydroxyl
Le radical hydroxyl (OH') provient principalement de la photolyse de I'ozone et des

acides nitreux (HONO). La présence de ce radical au sein de I'atmosphère, couplée à celle des

NO*, génère la formation de quinones et de dérivés nitrés de IIAP, molécules hautement

réactives, qui ne sont pas ou très faiblement émises.

La réaction du naphtalène avec le radical OHo en chambre de simulation produit le

l-nitronaphtalène, le 2-nitronaphtalène et la l,4-naphtoquinone (Atkinson et al., 1987,Bvnce et

a1.,1997). La réaction en phase gazeuse entre le radical OHo et les HAP de deux et fiois cycles

est extrêmement rapide. En présence d'une concentration en OHo de 106 cm-3 la durée de vie du

naphtalène est d'environ 12 h alors que celle du phénanthrène et de I'anthracène est

respectivement de 9 et? h. Une augmentation de concentration des ions hydroxyles se traduit par

une diminution de la stabilité des HAP (Biermann et a\.,1985).

N-2.2. Réaction avec I'anhydride nitrique
Les dérivés nitrés des HAP peuvent également être générés par réaction des FIAP

avec I'anhydride nitrique (1.{rOr) (Atkinson et al., 1987), gaz qui est en équilibre avec NO3, dont

les précurseurs sont I'ozone et le dioxyde d'azote.
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Durant la nuit, dans des conditions de faible humidité, une forte quantité de NrO, est
observée dans un air pollué. La quantité présente dans I'atmosphère est proportionnelle à la
concentration en 03 (son précurseur) et inversement proportionnelle à celle en NO qui détruit
I'ozone. Dans ces conditions, la nitration des HAP par ce composé est le mécanisme principal de
formation des nitro-HAP. Ce processus est négligeable, par rapport à la réaction avec le radical
hydroxyi, sauf lorsque les concentrations en OHo sont très faibles (Masclet et Mouvier,
1988).Les durées de vie des HAP en présence du NrO' sont de I'ordre de quelques dizaines de
jours.

Les concentrations des nifio-HAP sont plus fortes l'été bien que les précurseurs soient
moins abondants. Ceci est dû à un accroissement des vitesses de réactions de transformations des
HAP en niho-HAP. Ces concentrations sont comprises entre 2 pdm3 pour les plus lourds et
500 pglm3 pour les plus légers (Wortham et al.,lgg2).

La majorité de ces produits, formés par réaction en phase gazeuse, est ensuite adsorbée sur
des particules. Cette adsolption tend à les stabiliser et, si elle se produit sur des particules
respirables, augmente les risques pour la santé publique (Bunce et al.,lggT).

V- Effets sur la santé

Des expérimentations réalisées in vivo ont montré que la plupart des IIAP produisent des
tumeurs. Ainsi, le benzo[a]pyrène génère des effets cancérigènes chez les animaui après
administration otale, injection intra-péritonéale, injection sub-cutanée, inhalation ou après
application directe sur la peau (IARC, 1983), Outre le pouvoir mutagène et cancérigène
qu'exercent les HAP (Tab I-3), de nombreux effets toxicologiques ont été mis en évidence au
cours d'expérimentations in vivo. Parmi ces derniers, citons la toxicité sur la moelle osseuse
(Nebert et a1.,1980) et sur Ie système reproducteur (Legraverend. eî a1.,1984). L'exposition au
HAP de souris gestantes a provoqué sur leur progéniture non seulement d.çs tumeurs (Urso et
Gengozian, 1980), mais également des atrophies testiculaires (payne, 195g).

Dans notre environnement,lapollution atmosphérique est, en dehors de l'érnission de fumée de
cigarette, la principale source d'exposition humaine aux HAP Les voies de contamination
peuvent être directes telles que la voie respiratoire et cutanée ou indirectes par ingestion de
végétaux contaminés (Menzie et al., 1992, Smith et al., 1995). Les HAp présents dans
I'atmosphère urbaine proviennent majoritairement des gaz d'échappement qui contiennent
environ une centaine de substances soit sous forme gazeuse soit sous forme particulaire. Le
monoxyde de carbone, le dioxyde de carbone, le dioxyde de soufre et le monoxyde d'azote
représentent la phase gazeuse. La phase particulaire est constituée essentiellement d'élérnents



métalliques. Les HAP, pour leur part, se retrouvent dans les deux phases. L'Agence

Internationale sur la Recherche sur le Cancer (IARC, 1989) a classé les émissions diesel oomme

probablement cancérigènes pour I'homme (groupe 2A) et les émissions des véhicules à essence

comme un cancérigène possible pour I'homme (groupe 2B), L'exposition de rats à une pollution

urbaine a également permis d'attribuer à cette atmosphère un rôle significatif dans le

développement de cancers du poumon (Reymao et al., 1997). Ces différentes éfudes prouvent un

probabte impact de la pollution atnosphérique sur la santé, mais ne permettent pas d'attribuer

ces effets à un ou plusieurs polluants en particulier. Néanmoins, I'implication des ÉIAP a été

suggérée comme étant une des causes du développement de cancers de la prostate après une

exposition auxg z d'échappement de véhicules diesels (Seidler et al.,1998),ainsi que de cancers

du poumon à Copenhague (Nielsen et a1.,1996) et dans le nord de I'Estonie (Hemminki et al.,

1999). De même, ces polluants semblent être les principaux responsables d'altération du

développement du fætus (Sram et a1.,1999).

Toutefois, des études complémentaires sont nécessaires pour élucider et certifier au mieux les

effets spécifiques des HAP dans le cadre de la pollution aûnosphérique qui est, extrêmement

complexe. Autant au niveau de I'expérimentation animale, les actions mutagènes, cancérigènes

et toxicologiques des HAP sont très bien connues, autant dans le cas d'une ambiance routière de

nornbreuses études épidémiologiques restent à réaliser.

VI- Techniques de mesures

Les techniques de mesure des FIAP dans I'atmosphère nécessitent encore de nombreuses

améliorations avant de pouvoir être employées en routine. Les HAP se frouvant sous forme

particulaire et gazeuse, un prélèvement sur filtre et un autre sur mousse de polyuréthane sont

essentiels pour I'analyse respective des HAP en phase particulaire et en phase gazeuse. Pour les

prélèvements ainsi réalisés sur sites, les mêmes étapes d'extraction et d'analyse décrites pour le

suivi du benzène sont alors requises. Le coût de meswes quotidiennes devient alors rapidement

exorbitant,

A noûe connaissance, seul un appareil permet la mesure instantanée de la concentration

massique de HAP adsorbés sur les poussières (PAS 2000 EcoChem, ECOMESURE). L'intérêt

du PAS 2000 est de prélever en continu un échantillon d'air et d'analyser sélectivement la

quantité de FIAP adsorbée sur les particules. Le principe repose sur I'ionisation photoélectrique

des poussières. Si une particule en suspension est irradiée par un faisceau [fV, la particule émet

un photoélectron et devient une particule positivement chargée, Les particules atmosphériques,

elles-mêmes, ne sont pas susceptibles de photoémission. Par contre, les HAP adsorbés sur les
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particules sont facilement photoionisés. La sensibilité de cette méthodologie est de 3 ng/m3 de

HAP adsorbés. L'inconvénient majeur de cet appareil est qu'il nécessite un étalonnage régulier

sur site, réalisé par la technique manuelle décrite précédemment. De p1us, il ne permet pas

I'identification des différents IIAP et fournit des données uniquement pour la phase particulaire.
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Actuellement, l'évaluation de la qualité de I'air repose essentiellement sur la mesure directe des

polluants réglementés dont le nombre augmente constamment en raison d'un contexte législatif

de plus en plus exigeant. Cependant, la mise en ceuvre des méthodes de mesure correspondantes

n'est pas toujours possible en raison de la complexité et du coût des techniques, des propriétés du

ou des polluants recherchés, mais également de leurs niveaux de concentration qui peut se situer

en deçà du seuil de détection des appareils actuels. En tout état de cause, ces mesures ne donnent

aucune information sur les risques toxiques et la biodisponibilité des substances surveillées. C'est

pourquoi, il s'avère nécessaire de mettre au point de nouvelles techniques de détection qui se

doivent d'être, soit un complément aux meswes purement analytiques, soit un palliatif aux

déficiences techniques. Dans cette perspective, le recours aux organismes vivants (animaux et

végétaux) offre une alternative intéressante. Mis en contact avec un polluant, un organisme réagit

en mettant en place plusieurs systèmes de protection visant à éliminer le composé, mais il peut

également être affecté dans ses fonctions vitales par la toxicité du produit. Ces différentes

situations se traduisent par ùne abondance relative de certains organismes, qui deviennent alors

des bioindicateurs, mais également par des rnodifications des systèmes biologrques qu'il est

possible d'é.;aluer par le biais de la mesure de modifications de plusieurs paramètres

biologiques, qui deviennent alors des biomarqueurs (F'ig. I-5).

La nature et la qualité (niveau de sensibilité, rapidité de réponse) de I'information recherchée

dépendront de I'utilisation de I'un de ces deux types de marqueurs bioiogiques (bioindicateur ou

biomarqueur). Parmi ces derniers, les biomarqueurs font I'objet d'une attention toute

particuiière.

Figure I-5 : Utilisation de marqueurs biologiques dans I'évaluation des risques
écotoxicologiques (Lagadic et al., 1997)
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I- Les biomarqueurs

Le National Academy Council (1987) est l'une des premières instances à avoir défini en 1987 la

notion de biomarqueur. Depuis, cett€ définition a été affinée et es+ précisée par Lagadic et al.

(1997) dans les termes suivants : "un biomarqueur est un changement observable etlou

mesurable au niveau molécuiaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental qui

révèle I'exposition présente ou passée d'un individu à au moins une substance chimique à

caractère polluant".

Le principal intérêt des biomarqueurs est qu'ils permettent une évaluation intégrée dans le temps

des polluants biodisponibles, tant en terme de présence qu'en terme des effets qu'ils sont

susceptibles d'exercer sur les êtres vivants. Selon les organismes explorés, les biomarqueurs

peuvent aussi rendre compte de la distribution des contaminants dans le milieu (Amiard et al.,

re97).

Trois types de biomarqueurs sont habituellement distingués (Fig. I-5) :
- Les biomarqueurs d'expositio,n indiquent qu'un organisme a été exposé à un xénobiotique

et sont capables d'évaluer I'intensité de cette exposition. La mise en évidence d'un métabolite

particulier du polluant ou, d'un adduit résultant de son interaction avec une molécule cible,

permet de rendre compte d'une exposition actuelle ou passée.

' Les biomarqueurs d'ffit mettent en évidence des modifications biochimiques survenues

dans un organisme à la suite d'un contact aveo un xénobiotique. Ainsi, I'induction de diverses

protéines, comme les protéines de choc thermique ou les en4mes de biotransformation des

xénobiotiques, reflèterft la réaction d'un organisme qui a été exposé à un composé souvent

indésirable. Ce marqueur doit être précoce et doit pouvoir être détecté avant que I'exposition

n'entraîne des effets inéversibles.

- Les biomarqueurs de susceptibilité révèlent la sensibilité d'un organisme aux effets

indésirables d'une exposition à un composé particulier. La mise en évidence d'un polymorphisme

génétique peut expliquer des variations de susceptibilités à des toxiques. (Peakall, 1994,

Trimbrell et a1.,1.994). Lors d'exposition aux IIAP, le polymorphisme des gènes des glutathion-

,S-transferases inJluence le niveau d'adduits à I'ADN dans les tissus humains et est donc associé à

la susceptibilité individuelle au cancérigène @utkiewicz et a\.,2000).
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II- Systèmes de biotransformation des xénobiotiques chez les animaux, cas

particulier des mollusques

Les mollusques, grâce à leur capacité d'accumulation, ont été les premiers organismes sentinelles

utilisés dans les progrurnmes de suweillance de la contamination chimique dcs écosystèmes.

L'un des premiers dispositifs utilisé, nommé Mussel Watch,a été mis en place aux Etats-Unis en

1965 sous le contrôle de IEPA. Cet outil est destiné à évaluer ta qualité de I'eau de mer

(Goldberg et a1.,1978) par I'analyse de polluants (métaux lourds, molécules organochlorés et

HAP) bioaccumulés dans les moules. I1 est actuellement mis en æuvre à grande échelle afin de

dresser une cartographie de ces polluants et de suiwe leur évolution dans le Golfe du Mexique,

I'Atlantique nord et sud et la côte du Pacifique. En France, lç Réseau National d'Observation de

I'IFREMER réalise le même type d'étude dans le cadre d'un programme Européen nommé

"BlOlogical MARkers of environmental contamination in marine ecosystem" (BIOMAR). Ce

projet, qui se réalise sur les côtes françaises et espagnoles, étudie la biodisponibilité des HAP par

le suivi parallèle de leur distribution dans les sédiments et de leur bioaccumulation dans les

moules (Baumard et a1.,1998,1999). Ces études tendent à s'élargir à I'exploration de paramètres

biochimiques qui bénéflcient d'un intérêt grandissant en vue de la validation de nouveaux

biomarqueurs.

Les systèmes enzymatiques de biotransformation des xénobiotiques sont des biomarqueurs de

choix car iis sont induits par de nombreuses classes de composés. Ils ont été largement explorés

chez les mammiËres au cours des trente dernières années, en particulier dans les études de

prédiction de métabolisme des médicaments (Siest et al.,19SS). Leur fonctionnement chez les

mammifères est donc abondamment décrit dans la trittérature et nous en rappellerons les grandes

lignes. Par contre, ces systèmes ont encore éæ très peu explorés chez les mollusques et nous

tenterons ici de faire le point sur l'etat actuel des connaissances sur le métabolisme des

xénobiotiques dans cet embranchement.

II-1. Vue d'ensemble du métabolisme des xénobiotiques
' 

Etant souvent de nature lipophile, les xénobiotiques pénètrent sans aucune difficulté à

I'intérieur de la cellule où ils peuvent s'accumuler et générer des processus cytotoxiques.

Toutefois, les cellules ont développé des mécanismes de biotransformations visant à inactler les

xénobiotiques en métabolites plus hydrosolubles donc plus facilement excrétables. Ces

biotransformations s'effectuent en général en trois phases schématisées pa"r la figure I-6.
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Figure I-6 : Voies majeures de détoxication et de bioactivation des xénobiotiques
organiques chez les animaux (Narbonne et Michel, 1997)

- Fhase I ou phase de fonctionnulisation : elle consiste en une oxydation des

xénobiotiques ce qui en augmente la polarité. Malheureusement, cette étape peut parfois générer

des métabolites plus réactifs que le composé de départ. Ainsi, le benzo[a]pyrène (BaP) est

transformé en diol époxyde (BPDE), molécule toxique en raison de sa capacité à former des

adduits avec les macromolécules cellulaires telles que les acides nucléiques, les lipides ou les

protéines (Fig. I-7, Angerer et al., 1997). Cette phase fait intervenir les monooxygénases

couplées au cytochrome P450 (CYP, EC 1,14.14.1).

- Phase II ou phase de conjugaison : elle a pow rôle essentiel de convertir les

xénobiotiques ou, les métabolites générés lors de la phase de fonctionnalisation, en composé plus

hydrosolubles en les conjuguant à des molécules endogènes telles que l'acide glucuronique, Ie

sulfate, l'acétale,le glutathion ou certains acides aminés. Cette phase comprend également des

réactions de méthylation et d'hydrolyse des époxydes. n résulte de ces réactions une

augmentation de la solubilité des xénobiotiques dont la nature est essentiellement hydrophobe.

Parmi les enzymes impliquées dans la phase II, citons les LlDP-glucuronosyl-transferases (UGT,

EC 2.4.L17), les sulfotransférases (ST, EC 2.8.2.1), les époxydes hydrolases (EH, EC 4.2.1.64)

et les glutathion ,S-transférases (GST, EC 2.5.1.18) (Fig. I-7).
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- Fhase III '. elle consiste en I'excrétion des xénobiotiques modifiés hors de la cellule par

i'intennédiaire de pompes membranaires de nature glycoprotéique, fonctionnant selon un

mécanisme ATP-dépendant.

Figure I-7 : Voies métaboliques du benzo[a]pyrène

Au cours de la phase de fonctionnalisation et/ou de conjugaison, des espèces réactives de

I'oxygène (ERO) peuvent être produites. Les ERO incluent non seulement les différentes formes

actives de I'oxygène (anion superoxyde, Oro-, radical hydroxyl, OH', peroxyde d'hydrogène,

HzOz, et I'oxygène singulet, tO2), mais également les molécules qui peuvent en être à l'origine,

ou qui peuvent en générer (quinones). Des systèmes antioxydants, de nafure en4rmatique ou

non, pennettent I'inactivation de ces molécules. Les principales enzymes agissant sur les ERO

sont les superoxydes dismutases (SOD, EC 1.15.1.1), la catalase (CAT, EC i.11.1.6) et la DT-

diaphorase (DTD, quinone oxydoréductase, EC 1.6.99.2). Les enzymes du système du glutathion

(glutathion réductase et glutathion peroxydase) jouent, pour leur part, un rôle crucial dans la

prévention de la formation d'espèces réactives. Cependant, lorsque ces systèmes de défense sont

débordés, I'accumulation des ERO occasionne un stress oxydant qui a été défini par Sies en 1991

cofirme "un déséquilibre entre les systèrnes prooxydants et antioxydants en faveur des premiers,

et source d'effets toxiques potentiels".

ELIMINATION
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Comme I'illustre la figure I-7, ces diverses enzlmes sont toutes impliquées plus ou moins

directement dans le métabolisme du BaP. Dans ce chapitre, seules les CYP et les enzymes

associées au glutathion feront I'objet d'une attention particulière.

fr-2,Le système du cytochrome P450

IJ.-2.1. Caractéristiques générales et mécanisme réactionnel
Le cytochrome P450 (CYP) a été découvert pour la première fois en 1958 par

Klingenberg dans des microsomes de foie de rat. Il est appelé ainsi, car lorsqu'il est réduit et

complexé au monoxyde de carbone, il présente un pic d'absorption maximale de la lumière à

450 nm (Fig.I-84).

Figure I-8 : Ao spectre d'absorption du complexe CYP réduit-Co, B, représentation de
I'hémoprotéine

Le cytochrome P450 est une hémoprotéine constituée d'une apoprotéine liée à I'atome de

fer d'un gtoupement prosthétique (Fig. I-88). L'atome de fer admet six liaisons de coordination :

quatre impliquent des liaisons avec les atomes d'azote des structures tétrapyrroliques, une

cinquième est réalisée avec I'atome de soufre d'un résidu thiolate de I'apoprotéine , enfin, la

sixième coordinance est assurée par une molécule d'eau qui occupe une partie du site actif au

contact du fer. Cette molécule d'eau est déplacée lors de la liaison du substrat sur le site actif

(Koynnans et al., 1993).

La majorité des biotransformations réaiisées par les CYP consiste en I'insertion de I'un des

deux atomes de I'oxygène moléculaire dans un substrat, d'où son nom de monooxygénase

(RH+Or+2H*+2e--+ROH+HrO). Toutefois, i l  faut garder à I 'esprit que cette
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dénomination de monooxygénase à cfochrorne P450 est abusive, car le CYP peut égaiement

être impliqué, dans d'autres types de réactions comme des déshalogénations, des hydroxylations,

des époxydations (Fig. I-7). Aussi le terme "heme-thiolate protein" est-il préféré et,

recommand é pat I' Int ernat i onal Uni on of B i o chemi s t ry and Mo I e cul ar B i o I o gy.

Figure I-9 : Prineipaies étapes du cycle catalytique du cytochrome F45f.È

Le cycle catalytique du CYP (Fig, I-9) débute lorsque le substrat se lie au site actif de cette

hémoprotéine à l'état Fe3* 1t;. Cette liaison est accompagnée d'un changement de spin de f ion

Fr'n, qui passe cl'un état de faible spin (hexacoordonnée), à un éIat de haut spin

(pentacoordomée). Ce réarrangement engendre une modification du potentiel redox du fer

d'environ 300 mV à 170 mV, suffisante pour penxettre la réduction de I'ion ferrique par

I'intervention de la NADPH cltochrome P450 réductase (2). Cette réaction est suivie par la

fixation de la molécule d'oxygène (Or) à un site adjacent à i'ion Fer* 13;. Cet élément, Fe2*, est

instable et peut être facilement oxydé en Fe3*, relargant Or-, espèce hautement réactive.

Toutefois, si le transfert d'un second électron se produit, dans certains çasvia le cytochrome b5,

alors, le cycle cataly.tique continue (4). L'Or?- rompt la liaison entre les atomes d'oxygène,

libérant une molécule d'eau et produisant une entité très oxydante appelé oxène (5). Cet élément
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oxyde le substrat logé dans le site actif (6) qui sera finalement libéré (7), le CYP est régénéré

sous sa forme oxydée initiale.

Ces réactions requièrent deux électrons (Fig. I-9), qui proviennent habituellement du

NADPH. Le CYP, ne pouvant pas utiliser directement le NADPH comme source d'électrons, est

intégré à une chaîne de transporteurs d'électrons qui differe en fonction de sa localisation. Le

transfcrt d'électrons du NADPH aux CYP mitochondriaux se réaiise par le biais de la NADPH-

adrénodoxine réductase et de I'adrénodoxine. Pour les CYP des microsomes, ce transfert

d'électrons depuis le NADPH est effectué via la NADPH-cy'tochrome P450 réductase,

flavoprotéine à FMN et FAD, et depuis le NADH par le cytochrome b5 et la NADH-cytochrome

b5-réductase (Fig. I-10).

Adr éno doxine réductas e CYP
MITOCHONDME

Espace inter-membranùe

NADPH

NADPH

NADPH P4j0-réductase CYP
(Rapoport et a1.,1994)

NADP+

Figure I-10 : Chaîne de transporteurs d'électrons

Les CYP sont donc divisés en classes selon la nature de leurs partenaires redox. La classe I

correspond aux CYP localisés dans les mitochondries alors que ceux appartenant à la classe II se

situent dans les microsomes (Fig. I-10). Récemment une troisième classe de CYP ne nécessitant

pas de transporteurs d'électons a été définie. Cette classe III ne catalyse pas des réactions de

monooxygénation, mais plutôt des réarrangernents (Halkier, 1996).

Ce système enzymatique participe au métabolisme de composés endogènes tels que les

stéroïdes et les acides gras (dans les mitochondries)" mais également de composés exogènes

coûlme les médicarnents, les pesticides et les HAP (dans les microsomes).
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L'activité CYP chez les mollusques a été, durant de nombreuses années, tenue pour

absente. Il a fallu attendre les années 80 pour que le pic d'absorption à 450 nm caractéristique du

CYP soit mis en évidence dans des microsomes de glande digestive de moules (Ade et al.,1982,

Gilewicz et a1.,1984, Livingstone et Farrar, 1984). En 1991, ce même pic a été détecté dans la

fraction microsomaie de la glande digestive d'un sscargot dulçaquicole, Lrynae stagnalis

(V/ilbrink et al., 1991a), avec des concentrations de I'ordre de 30 à 40 pmol de CYP/mg de

protéine, similaires à celles observées chez des mollusques aquatiques, tels que des moules

(Mytilus edulis, Ivfytilus galloprovincialis), des chitons (Cryptochnon stelleri), des palourdes

(Macrocalista maculata) (Livngstone e/ al., 1989). Dans la fraction microsomale de la glande

digestive du bivalve Mytilus edulis, ont également été détectés le cytockome b5 et des activités

NADPH-cytochrome P450 réductase (Livingstone et Farrar, 1984), éléments indispensables au

transfert des électrons. Ces auteurs ont démontré que ce système en-rymatique chez M. edulis est

lié à la membrane du réticulum endoplasmique et est principalement localisé dans la glande

digestive, site privilégié diaccumulation des hydrocarbures chez ces organismes. Ainsi, le

système de biotransformation par le biais du CYP présente de nombreuses similitudes avec celui

décrit chez les mammifères. Toutefois, queiques particularités ont été mises en évidence

essentiellement au travers de l'étude du métabolisme du BaP. A I'inverse de ce que I'on observe

chez les vertébrés, il semblerait que le NADPH ne soit pas nécessaire pour le métabolisme du

BaP dans les microsomes de glande digestive de M. edulis (Livingstone et al., 1989).

L'intervention d'une source endogène de réducteurs est suggérée par les auteurs, qui toutefois

restent intrigués par cette observation. D'après les connaissances actuelles, I'enzyme impliquée

dans le métabolisme du BaP chez M. edulis, pourrait faire partie de la classe III des CYP

identifiés chez les mammifères. A ce jour, deux voies métaboliques du BaP sont suggérées chez

Mytilus. La première, correspond à la voie classique à deux éiectrons, qui aboutit principalement

à la formation d'époxydes, de phénols et de diols coTnme chez les mammifères (Fig. I-7). Les

CYP impliqués dans ce chemin métabolique seraient inductibles (Livingstone et al., 1989). A

I'opposé, une voie impliquant un seul électron, probablement catalysée par un CYP particulier,

serait majoritaire, constitutive, non-inductible et générerait essentiellement des diones (quinones,

Fig. I-11) (Lemaire et aL.,1993, Livingstone et ol., 1990, 1997, Mitchelmore et al., 1998). Chez

I'escargot aquatique, L. stagnalis, I'utilisation de NADH ou de NADPH ne semble pas avoir

d'importance pour la mesure des activités CYP (Wilbrink et al., L99la).
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Figure I-11 : Voies métatroliques du BaP ehez Mytilus edulis

W-2.2. La famille multienrymatique des cytochromes P450
Les CYP forment une famille enzymatique multigénique. A ce joru, plus de 600 CYP

différents sont dénombrés dans le monde vivant et sont regroupés en familles. La nomenclature

proposée en 1989 par Nebert et al. est fondée sur le pourcentage de similitude des séquences

protéiques des CYP. Ainsi, une famille regroupe des protéines présentant au minimum 40 %

d'acide aminés identiques. Ces farnilles, désignées par un chiffre arabe (CYPI) sont divisées en

sous-famille d'isoenzymes. Les séquences des enzyrnes d'une même sous-famille possèdent plus

de 55 % d'identité et sont identifiées par une lettre majuscule (CYPlA). Le second chiffre arabe

utilisé à I'intérieur d'une sous-famille indique individuellement les isoenzymes dans I'ordre où

elles ont été identifiées (CYPiAl et CYP1A2).

Tous les mammifères examinés possèdent 14 familles de CYP elles-mêmes divisées en26

sous-familles (f{elson et a1.,1996), dont chacun des membres présente des similitudes quant à

leur inductibilité et leurs spécificités de substrats. Les familles 1 à 3 (CYPI à CYP3) sont les

plus impiiquées dans le métabolisrne des xénobiotiques. Le tableau I-6 donne quelques

exemples du spectre d'inducteurs de ces sous-famiiles chez I'homme et illustre clairement le

chevauchement dans la spécificité des substrats (Rendic et a\.,1997).

Tableau I'6 : Substrats et inducteurs des principales sous-famille de CYP (Renoic et aI.,1997)

trsoenzymes Substrats

, ,,,,,;,,,;: ' i, ', :,, CYPIAL 'I-ETR, HAP (BaP) HAP (BaP, BaA),3MC, TCDD
,: CY:PlA':', '

,,, ' : '. cYptA2 7-ETR 7-MTR,7-BR, HAp (BaP) I{AP (BaP),3MC, TCDD, PcB
'cYP2; '''" 

,nrou 7-B& 7-ETC
'i : : r:1,' tl::r ri "1i' r' ..

, ,r,Clff2f.;,, 
CYP2B6 7-PTR, 7-B& 7-ETC, HAP PB

CYP2F CYP2Fl 7-PT& 7-BR,7-ETC,
r , , " r i : _ r  1 ; .  , , :

,. r',O,-YP3A, CYP3A4 ou CYP3A5 7-BR, HAP (BaP), cortisol, testostérone barbituriques

3MC : 3-méthylcholanthrène,7-ETR. 7-éthoxyrésorufine, 7-MTR: 7-méthoxyrésorufine,
7-PTR : 7-pentoxyrésorufine, 7-BR: 7-benzoxyrésorufine,7-ETC: 7-éthoxycoumarine, PB : phénobarbital,

PCB : polychlorobiphényl, TCDD' 2,3,7,8-retrachlorodibenzo-dioxine

-40-



Les membres de la famille CYP1A sont responsables de I'activation métabolique de
certiains composés tel que des médicaments, des polluants. Le CYPlAl et le CYFlA2 de cette
famille sont les plus impliqués dans I'activation de pro-cancérigènes. Les inducteurs les plus
puissants de ces sous-familles sont les polluants environnementaux tel que le 2,3,7,g-

tétrachlorodibenzo-dioxine (TCDD) et les HAP (Fig. I-7). L'isoerryme CYP1A1 est considérée
comme la plus active chez I'homme et la plus impliquée dans I'activation métabolique des
polluants.

Chez les mammifères, l'activité de chacune de ces sous-familles peut être évaluée à I'aide
d'un ou de plusieurs substrats dont la spécificité n'est pas absolue (Tab. I-6). Ainsi, Çhez
I'homme, I'activité éthoxltésorufine-O-dééthylase (EROD) est attribuée à ia sous-famille
CYPIA, I'activité pentoxyrésorufine-O-déalkylase (PROD) à la sous-famille CYP2B, I'activité
éthoxycoumarine-O-dééthylase (ECOD) aux sous-familles CYP2A et Cyp2B et I'activité
méthoxyrésorufine-O-dééthylase (MROD) préferentiellement à I'isoenzyme CYP1A2.

Chez les mollusques, f identification et la caractérisation des sous-familles de CYp
responsables du métabolisme spécifique de différents substrats n'ont connu d'avancées
signifi catives que récemment.

Des études réalisées par Northem Blot ont montré une hybridation entre les ARN de
glande digestive de M. edulis et des sondes d'ADNc du CYP1A de fruite arc-en-ciel
(Oncorhynchus mykiss), du CYP3A et 11A d'homme et du CYP 4A1 de rat (Wootton et al.,

1995), indiquant I'expression de multiples CYP dans cet organe. La présence d'un épitope
'CYPlA-like'dans la glande digestive de M. edulls (Porte et a1.,1995) et de M. galloprovincialis

(Livingstone et al., 1997) a également été observée par Western blot à I'aide d'anticorps
polyclonaux anti-CYPlA de perche. Plus récemment, une étude similaire conduite avec des
anticorps polyclonaux de foie de perche (CYPlA), de truite arc-en-ciel (CYP3A) et de rat
(CYP2B, 2E et 4A) ont dévoilé differentes bandes, indiquant I'existence de multiples épitopes
(Peters et a1.,1998a). Ainsi, la présence d'un minimum de cinq formes de CYP est suspectée
dans la glande digestive de Mytilus sp. Des précautions sont toutefois requises quant à
I'interprétation exacte du nombre de sous-familles présentes. En effet, un même épitope peut être
reconnu par des anticorps dirigés contre différents CYP, alors qu'un même CYP peut avoir des
épitopes qui peuvent être reconnus par différents anticorps. De plus, les anticorps utilisés
proviennent de vertébrés, embranchement éloigné des mollusques. Néanmoins, I'augmentation

de f intensité des bandes pour trois des cinq sous-familles (CYPIA,2E et 4A) après exposition
de M. galloprovincialis à un site pollué en PCB et HAP signale un système de régulation
indépendant entre ces différentes formes de cyp (peters et a\.,1998b).
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Des homologres ont donc été mises en évidence entre les CYP des vertébrés et des

mollusques. Par contre, à I'inverse des vertébrés oir la spécificité des substrats est établie, des

études complémentaires sont nécessaires chez les moilusques. En effet, alors que l'activité

EROD n'a pas été détectée chez l'escargot Lymnaea stagnalis (Wilbrink et al.,799la), elle est

présente chez le gastéropode Planorbis (Meimberg et al., 1997). De plus, I'exposition au 3-

méthyl-cholanthrène (3MC), inducteur préférentiel de la sous-famille CYPIA chez les vertébrés,

de M. edulis provoque une induction de I'activité ECOD dans la glande digestive (Livingstone el

al., 1988). Cette induction est également observée chez M. galloprovincialis après exposition au

phénobarbitâl (PB), inducteur préférentiel de la sous-famille CYP2B chez les vertébrés (Galli er

al., I98&). De plus, I'Aroclor 1254,un mélange de 3MC et de PB, augmente significativement

les activités EROD et PROD chez le gastéropode Planorbis (Meimberg et al., 1997). Ces

quelques exemples mettent bien en évidence le chevauchement de spécificité des substrats, donc

la difficulté d'attribuer chez les mollusques une activité enzamatique à une ou plusieurs

isoenzymes. Ce chevaucheinent semble plus important chez les mollusques que chez les

mammifères et correspond certainement à une spécificité plus réduite chez ces organismes

inférieurs, reflet probable de l'évolution entre ces deux embranchements

II-2.3. lVlécanisme d' induction
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Figure I-12: Mécanisme d'induction du CYPIA1 chez les mammifères (Whitlocket aL,1996)

Le mécanisme d'induction des CYP chez les mammifères a été particulièrement

bien élucidé pour le CYPlA1 (Fig I-12, Whitlock et a1.,1996, Sogawa et Fujii-Kuriyama, 1997,

Denison et Heath-Pagliuso, 1998). Les inducteurs lipophiles tels que les IIAP ou \a2,3,7,8-



tétrachlorodibenzop-dioxine (TCDD) diffusent passivement à I'intérieur de la cellule et se fixent

sur le récepteur des hydrocarbures aromatiques (AhR), qui chez certaines espèces est maintenu

dans une configuration réceptive grâce à ia protéine de choc thermique de 90 kDa (hsp90)

(Phelan et al., 1998). L'interaction entre I'inducteur et AhR se situe au niveau d'une région

nommée PAS, car elle présente des homologies avec des protéines de régulations de Drosophila

nommées Per, Arnt et Sim. La protéine hsp90 se désolidarise alors du complexe AhRJigand qui

peut ainsi penétrer à I'intérieur du noyau. Ce cornplexe forme un hétérodimère avec la protéine

nucléaire Arnt par I'intervention probable d'une protéine kinase. Ce nouveau complexe, AhR-

ligand/Arnt, pourra alors se fixer sur une région spécifique de I'ADN qui est la séquence de

réponse aux xénobiotiques GG.E). Cette fixation s'opère grâce à la présence d'une région en

héiice-boucle-hélice à terminaison basique (ôHLH) en région.À/-terminale de AIR et Arnt, qui

reconnaît spécifiquemert le domaine XRE. Cette structure, ôHLH, ainsi que la région PAS,

contribuent aux interactions entre AhR et Arnt. Après fixation du complexe AhRJigand/Arnt sur

le domaine XRE, |ADN chânge de conformation afin de rendre possible I'interaction entre les

facteurs de transcription généraux (TBP, "TATA-binding protein" ; TFIIX) et le promoteur

(Whitlock et a|.,1996). Il en résulte une stimulation de la transcription des gènes correspondants

(Israel et Whitlok, 1984). Par ce mécanisme, les HAP tels que le BaP, le BaA et le 3MC

induisent les gènes des CYPlAI et IA2 chez de nombreux mammifères (Israel & Whitlok, 1983

; Okey, 1990 ; Whitlok, 1990 ; Landers & Bunce, 1991 ; Gulyaeva et al., 1994; Kikuchi et al.,

1ee4).

Autant la littérature concernant le récepteur Ah est abondante pour les vertébrés et plus

particulièrement les mammifères, autant celle-ci est extrêmement limitée et confuse pour les

invertébrés. A I'heure actuelle, la présence du récepteur Ah n'a pas été mise en évidence par

marquage par photoaffinité d'extrait cytosolique de glande digestive chez neuf invertébrés,

représentant I'embranchement des mollusques, des annélides, des arthropodes ou des

échinodermes (Hahn et al-, 1992, 1994). Toutefois, ces autews émettent I'hypothèse que le

récepteur Ah pourrait être présent chez ces organismes à des concentrations extrêmement faibles,

soit dans des tissus non examinés, soit à des stades de développement bien spécifiques ou encore

uniquement chez certains invertébrés. Cette même technique a permis d'identifier chez ia

palourde, Mercenaria mercenaria, deux protéines fixant spécifiquement I'analogue radioactif du

TCDD (Brown et a1.,1995). La taille de ces protéines (28 et 39 kDa) est nettement inférieure à

celle du récepteur Ah chez les mammifères et ies poissons (100 à 145 kDa). L'expression de ces

protéines particulières chez M. mercenaria est variable suivant le tissu, avec une concentration

plus importante dans les branchies et les gonades en comparaison avec la glande digestive et le
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rein. Ces auteurs n'ont pas pu certifier que ces protéines soient des analogues du récepteur Ah

des vertébrés. La présence d'un gène chez le nématode Caenorlmbditis elegans qui présente des

séquences contenant les domaines ôHLH et PAS suggère I'existence de structures homologues

aux AhR et I'Arnt des vertébrés. Néanmoins, leurs fonctions restent encore à élucider (IIahn er

al.,1997,Hahn, 1998).

L'identification d'un réceptew Ah dans les poissons primitifs et la présence probable d'un

homologue chez le nématode C. elegans, indique I'ancienneté de cette protéine. En effet, au

cours de la phylogenèse, cette protéine a évolué allant jusqu'à se dupliquer. Ainsi, les poissons

les plus évolués et les mammifères possèdent deux récepteurs Ah, AhRl et AIrR2. La fonction

du deuxième réceptew est actuellement inconnue, mais semble agir comme un régulateur négatif

de AhRl (Hahn et a\,,1997).

II-3. Les enzymes du système du glutathion

II-3.1. Le glutathion
Le glutathion est un tripeptide constitué d'acide glutamique, de cystéine et de glycine

(Fig. I-13). Cette molécule est présente dans tous les organismes vivants et représente la très

grande majorité des thiols intracellulaires. La forme réduite du glutathion (GSH) prédomine

largement par rapport à la forme oxydée (GSSG) dans laquelle deux molécules de glutathion

sont liées par un pont disulfure. Les proportions physiologrques sont d'environ 95 % pour le

GSH et 5 % pour le GSSG, Cet équilibre, assuré en perrnanence par la glutathion réductase

(GR), traduit I'importance fonctionnelle du groupement sulfhydryle du GSH (Meister, 19S3).

Acide glutamique Glycine

H2N-CH-CH

COOH
NH.CH..COOH

Figure I-13 : Structure du glutathion réduit

?s. Biosynthèse du glutathion

Toutes les cellules peuvent synthétiser le glutathion à partir de ses trois éléments constitutifs par

action consécutive de la y-glutamylcystéine synthétase et de la glutathion synthétase (Fig.I-l4,

réactions 5 et 6).
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Figure I-74 : Synthèse du glufathion intracellulaire ef implication dans les voies de détoxication

Le GSH circulant, essentiellement d'origine hépatique, est dégradé par la y-glutamyl transférase

qui, en présence d'acides aminés extracellulaires, catalyse la formation d'aminés y-glutamylés et

de cystéinylglycine (Orlowski et Meister, 1970 réaction 1). Les acides aminés y-giutamylés

pénètrent alors à I'intérieur de la cellule et l'action successive de la y-glutamyl cyclotransférase et

de ia 5-oxoprolinase (réactions 3 et 4) génère les acides aminés correspondants et du L-

glutamate. La cystéinylglycine, pour sa part, est clivée par une dipeptidase membranaire

(réaction 2), Llbérant ainsi la glycine et la cystéine. Les trois acides aminés constituant le

glutathion sont alors présents à I'intérieur de la cellule.

tr Implication daw la détoxication

Les fonctions principales du GSH intracellulaire résident d'une part, dans la protection cellulaire

contre les agents oxydants et d'autre part, dans son implication dans les voies de détoxication des

xénobiotiques (Fig. I-14). La première fonction est assurée par la glutathion peroxydase (GPX,

réaction 7) etla glutathion réductase (GR) qui maintient l'équilibre entre le GSH et le GSSG en

faveur du premier (réaction 8). L'activité de la GR dépend de la production de NADPH par la

glucose-6-phosphate déshydrogénase (réaction 9). La seconde fonction consiste en I'addition

nucléophile de GS- sur le xénobiotique par I'action de la glutathion-S-transférase (GST, réaction

10). Le conjugué ainsi formé est exporté hors de la celiule par une pompe transmembranaire

ATP-dépendante, pompe à GS-X, identifîée, entre autres, dans le foie et le rein (Ishikawa, 1992).

cyr
+

Glv
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Cette pompe comporte au moins trois domaines, un domaine P où se produit ule

phosphorylation, un domaine G de reconnaissance du GSH et un domaine C qui possède une

affinité particulière pour la fonction électrophile du conjugué (Ishikawa, 1990). Le GS-conjugué

ainsi exporté est clivé par la y-glutamyl transférase et par une dipeptidase extracellulaire

(réactions 11 et 12). Le cystéinyl S-conjugué obtenu parvient æ++q à I'intestin grêle ou au rein

où il est transformé en acide mercaptwique (réaction 13) par I'intermédiaire d'une i/-acétyl-

transférase avant élimination dans les urines ou les fèces.

Dans la glande digestive de I'escargot L. stagnalis (0,I4 pmolig, Wilbrink et al., 1991b), la

concentration en GSH est extrêmement farble en comparaison avec celles que I'on observe chez

les mammifères (4 prmol/g dans le foie de rat, Larson et al., 1983, 9,5 prmol/g dans le foie de

souris, Griffith et Meister, 1978).

W3.2. Les glutathion,S-transfénaseso GST
Les GST (EC 2.5.1.18) font partie des enzymes dites de conjugaison de phase II du

métabolisme des xénobiotiques. Ces enzymes peuvent intervenir après la phase de

fonctionnalisation ou directement sur le xénobiotique. Leur rôle principal est de conjuguer le

GSH à des composés contenant un centre électrophile. Cette conjugaison permet d'inactiver le

xénobiotique mais également d'augmenter sa solubilité, facilitant son expulsion hors de la cellule

par les pompes membranaires à GS-X. Les molécules contenant des centres électrophiles sont

extrêmement nombreuses (HAP, pesticides...). Certaines GST douées d'activité peroxydases

peuvent également avoir rur rôle dans la lutte contre les ERO (Lawrence et Burk, 1976),

re. Famillemaltienzymatique

Chez les mammifères, les GST sont une famille multigénique tout comme les CYP. La

nomenclature adoptée identifie chaque isoenzyme par une lettre majuscule, un chiffre arabe et

éventuellement une lettre minuscule, indiquant respectivement la classe (identité > 40 o/o), Ia

sous-famille et le variant allélique (Hayes et Pulford, 1995).

Les GST sont constituées essentiellement d'isoenzymes cytosoliques mais également

microsomales et mitochondriales. Chez I'hornme, les GST cytosoliques, composées de deux

sous-unités d'environ 25 kDa, sont séparées en quatre classes principales d'isoenzymes

différentes présentant des spécificités de substrats résumés dans le tableau l-7. La classe Alpha

et la classe Thêta présentent de fortes activités peroxydases, mises en évidence avec

I'hydroperoxyde de cumène (CuOOH) comme substrat. Toutes les isoen4rmes, à I'exception de

la classe Thêta, catalysent la transformation du 1-chloro-2,4-dinitrobenzène (CDNB), souvent

appelé à ce titre substrat universel des GST. La classe Thêta se distingue égalernent des autres

classes, puisque la séquence des enzymes en acides aminés partage très peu d'identité avec celles



de classe Alpha, Mu ou Fi, Elle semble également être plus proche des GST retrouvées dans des

embranchements moins évoluées tels que le nématode C. elegans (Board et a\.,2000). Il semble

donc, que les GST Thêta soient des représentantes d'une classe ancestrale de GST (Pemble et

Taylor, 1992).

Tableau I-7 : Substrats des GST cytosoliques humaines

GST Mu

rr tr:,,r-::,:,. iri. L:,it.,ltl.tr

I ,1G.'.QT' i,-'. '

GST Thêta

GST A1

GST A2

GST A3

GST A4

GSTMl

GST M2

GST M3

GST M4

GSTM5

GST P1

GST T1

GST T2

CDNB (modérée), DCNB (faible), CuOOH (modérée), ECA (modérée)

CUOOH (forte), CDNB (modérée), DCNB (modérée), ECA (modérée)

,|

HNE, CDNB (faible), CuOOH (faible). ECA (modérée)

CDNB (forte), DCNB (modérée), ECA (modérée), CuOOH (faible)

Quinone, CDNB (forte), DCNB (forte), ECA (forte), CuOOH (faible)

CDNB (faible), DCNB (faible), ECA (faible), CUOOH (faible)

CDNB (faible), DCNB (faibie), ECA (faible), CuOOH (faible)

CDNB (modérée)

BPDE, CDNB (modérée), DCNB (faible), ECA (forte), CuOOH (faible)

ECA (faible), CUOOH (modérée), DCM

CuOOH (forte)

BPDE : benzo[a]pyrène diol-époxyde, CDNB . 1-chloro-2,4-dinitrobenzène , CuOOH . hydroperoxyde de cumène
DCM : dichlorométhane, DCNB : 1,2-dichloro-4-nitrobenzène, ECA : acide éthacrynique

Néanmoins" une activité mesurée avec le CDNB comme substrat (GST.DNB) a été retrouvée chez

de nombreux macro-invertébrés aquatiques (crustacés, annélides et mollusques), avec des

niveaux d'activité relativement élevés, variant de 100 nmol/min.mg de protéines (annélide

Erpobdella octoculata) à 6.000 nmol/min.mg de protéines (hexapode Ischnura elegans). Ces

activités mesurées dans I'organisme entier sont de 10 à 600 % plus importantes que celles

rapportées dans le foie de rat (Dierickx, 1984).

Chez les mollusques, cette activité GST.DNB a été détectée aussi bien pour des espèces

aquatiques, marines (Cerithidea obtusa, Elizia orbicularis) ou dulçaquicoles Qndoplanorbis

ex?.,tstlls, Lymnaea stagnalis) que terrestes (Achatina fulica) (Balabaskaran et al., 1986, Witbrink

et al., 1991b). Elle est essentieilement présente dans la fraction cytosolique, mais elle a été

détectée dans certains cas, à des niveaux extrêmement faibles, dans les fractions microsomales et

mitochondriales (Balabaskaran et al., 1935). Chez I'escargot terrestre Achatina fulica, cette

activité est distribuée dans tout le corps avec une activité spécifique prédominante dans le rein,

suivi par la glande digestive, I'intestin, les organes reproducteurs, le cæur et le pied
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(Balabaskaran et al.,1986). Cet organisme sernbie ne contenir que deux formes distinctes de

GST, alors que cinq isoenzymes ont été identifiées dans la glande digestive du gastéropode

Nassarius obsoletus et une seule chez le gastéropode Cerithium floridanum (Lee et al., 1988).

Par contre, trois fonnes ont été mises en évidence chez le bivalve M. edulis (Sheenan et al..

1ee1).

L'analyse comparée de la séquence d'ADNc de GST purifiée de glande digestive de calmar

(Ommastrephes sloani pacficus) présente 32 èL 34 % d'identité avec celle de la classe Pi, 29 à

32%o d'identité avec la classe Alpha et 19 à 23 oÂ d'identité avec les autres classes de GST des

vertébrés. De plus, I'analyse du gène de GST de calmar montre un enchaînement d'introns et

d'exons similaire à celui du gène de la GST Pi des vertébrés (Tomarev et al.,1993). La présence

de GST Pl est fortement suggérée dans la fraction cytosoiique de branchies de M. edulis chez qui

60Vo de similitude ont été rapportés entre une forme de GST et 20 résidus de la séquence 1/-

terminale de la GST Pl de souris (Fitzpatrick et al., 1995). De plus, cette forme de GST est

également recorutue par un anticorps anti-GST Pi de rat. Toutefois, elle métabolise aussi bien le

1,2-dichloro-4-nitrobenzène (DCNB), I'hydroperoxyde de cumène (CuOOH) que I'acide

éthacrynique (ECA) qui sont reconnus préférentiellement par respectivement les isoenzymes Mu,

Alpha et Pi chez 1es mammifères (Hayes et Pulford, 1995).

Ces résultats montrent donc des similitudes de structures et d'activités métaboliques entre les

isoenzymes d'invertébrés et plus particulièrement de mollusques, et celles de vertébrés. Par

contre, ils ne permettent pas de répartir les isoenzymes de GST de mollusques dans les classes

définies chez les mammiferes. Il semblerait, que les GST des mollusques cumulent les propriétés

spécifiques de différentes classes définies chez les vertébrés, suggérant la présence de GST

ancestrales. Si tel est le cas, il est possible que les GST de mollusques présentent une faible

affinité pour le GSH, comme c'est le cas pour I'isoenryme Thêta humaine, limitant ainsi

I'efficacité des techniques de purification ernployant des colonnes GSH-agarose, donc

I'identification de nouvelles isoenzvmes.

?s. Mécanisme catalytique des GST cytosoliques

Des études cristallographiques de la structure tridimentionnelle des GST ont montré que les

sous-unités des GST sont repliées en deux domaines séparés, de structure différente. Le domaine

I forme un site nommé G dans lequel se fixe le GSH (Adang et a1.,1989). Le domaine II plus

grand, contient le site H de fixation des substrats hydrophobes (Nishihira et a1.,1995). Si le site

de fixation du GSH est hautement spécifique, le site destiné au second substrat est accessible à

une variété de molécules hydrophobes. Chaque sous-unité est caractérisée par ces deux domaines

et possède un site actif qui agit indépendamment de celui de I'autre sous-unité.
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Le GSH se complexe aux GST où il semble exister sous forme d'anion thiolate GS- (Graminski

et al., 1989). Une fois I'ion GS- formé et fixé dans le site actif des GST, un changement de

conformation s'opère facilitant I'accès des substrats hydrophobes au site H. Le thiolate est alors

capable de réagir spontanément par atûaque nucléophile avec le pôle électrophile de ces substrats

hydrophobes ancrés à proximité (Jakoby, T978). La catalyse des GST résulte donc des capacités

combinées de I'enzyme à promouvoir la formation de GS- et à fixer des composés élechophiles

hydrophobes dans un site adjacent.

2s. Régulation de l'acpression des GST par les HAP

La régulation de I'expression des GST est extrêmement complexe. La diversité structurale des

composés capables d'augmenter I'expression de ces en4lrnes suggère la présence de mécanismes

régulateurs distincts. En effet, sur le gène GSZ AI de la souris un élément de réponse aux

électrophiles (EpRE) a été identifié par Frilling et al. (1990). De plus, le gène GST A2 de rat

présente un élément de réponse aux giucocorticoïdes (GRE), aux antioxydants phénoliques

(ARE), aux barbituriques (Barbie box element) et en-fin aux xénobiotiques nommé )RE (Hayes

et Pulford, 1995). Ce dernier est identique à celui découvert sur le CYPIAI de divers

mammifères, suggérant des mécanismes de régulation similaire pour ces deux gènes (Fujisawa-

Sehara et a1.,1986; Neuhold et a1.,1989 , Paulson et a1.,1990). En effet, le gène GST 42 de rat

contient la même séquence core que celle identifiée sur le gène CYPIAI de rat. Toutefois, à

I'inverse des gènes CYP, le gène GSZ A2 ne comporte qu'un seul élément )(RE. Cette

particularité commune tend à expliquer les résultats de Ding et al. (1985) qui ont rapporté une

augmentation de I'activité GSTA2 dans le foie de rat traité par le 3MC. L'induction de la GST

peut se réaliser suivant deux modalités, d'une part bifonctionnelle lorsque les xénobiotiques

augmentent l'expression des enz5rmes de phase I et de phase II, d'autre part monofonctionnelle

pour les xénobiotiques qui induisent uniquement les enzymes de phase II.

A notre connaissance, aucune étude de ce type n'a été réalisée chez les mollusques.

tr-3.3. Les glutathion peroxydaseso GPX
Chez les mammifères, la famille des GPX (EC 1.11.1.9) regroupe quatre

isoen4rmes différentes : ia GPX classique (GPXI),la GPX du tractus-intestinal (GPX2), la GPX

plasmatique (GPX3) et la PHGPX Qthospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, GPX4).

Les trois premières GPX sont solubles et rnultimériques, alors que la GPX4 est une forme

microsomale de structure monomérique. Les formes hydrosolubles sont localisées dans le

cytosol et dans la matice des mitochondries. Elles sont hautement spécifiques du GSH, mais

peuvent réduire aussi bien les peroxydes inorganiques (peroxyde d'hydrogène, HzOz)

qu'organiques (CuOOH ettert-butyl-hydroperoxyde, TBuOOH). La PHGPX est localisée dans les
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membranes des mitochondries, du noyau et du réticulum endoplasmique. Elle réduit

spécifiquement les subsffats phospholipidiques (Maiorino et al., 1991).

Les GPX ont une fonction catalytique strictement sélénodépendante. Ces enzymes présentent la

particularité de posséder dans leur structure primaire un acide aminé rare,la sélénocystéine (Sec)

qui est codée par le codon stop TGA (Bôck et aL.,1991).

Les GPX sont directement impliquées dans ia lutte contre les ERO, puisqu'elles constituent la

voie majeure de dégradation des peroxydes. Elles réduisent ces molécules, générant en parallèle

du GSSG ROOH+2GSH-+ROH+GSSG+H,O. Les GPX assurent une fonction

antioxydante complémentaire aux autres antioxydants non-enzyrratiques (otocophérol, acide

ascorbique) et enzymatiques (SOD, CAT).

La connaissance de la régulation de ces enzymes chez I'homme progresse, puisque deux

éléments de réponse aux agents oxydants (OREI et ORE2) ont été identifiées (Cowan et al.,

1993). Cette découverte prouve donc que le niveau d'expression de la GPX est soumis à un

contrôle par l'état redox de la cellule, afin d'ajuster son abondance à ia quantité de peroxydes ou

de radicaux libres présents dans la cellule.

Chez les invertébrés, les connaissances de ces enzyrnes en sont encore au stade

préliminaire. L'activité GPX mesurée aussi bien avec H2O2 qu'avec I'hydroperoxyde de cumène

(CUOOH) a été détectée dans la glande digestive et les organes respiratoires mais également dans

les tissus musculaires de quatre invertébrés marins : la moule M. edulis,la coquille Saint-Jacques

Pecten molimus,le crabe Carcinus maenas et l'étoile de mer Asterias rubens. Elle prédomine

toutefois dans les tissus digestifs (Gambie et al., 1995). A notre connaissance, seule une étude a

approfondi les investigations sur cette famille d'enzymes et a fait état d'homologies de séquences

entre les ARN provenant des différents tissus des organismes cités précédemment et I'ARN de la

GPX humaine (Goldfarb et aL.,1989).

tr-3.4. La glutathion réductase, GR
Chez les mammifères,la GR (EC 1.6.4.2) est une enzyme dimérique comprenant une

molécule de FAD par sous-unité (Carlberg et Mannervik, 1975). Ces deux molécules flaviniques

peuvent être réduites par le NADPH, ce qui pennet la réduction du GSSG en GSH. En effet, le

GSSG résultant de l'oxydation du GSH décrite lors de l'action des peroxydases ne présente

aucun intérêt pour la cellule, l'atome de soufre étant bloqué dans le pont disulfure. La GR sert

donc à régénérer le stock de GSII, seule forme active dans le maintien de l'équilibre redox

cellulaire.
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II-4. Inductibilité par les HAP chez les invertébrés, cas particulier des mollusques

La réponse du système de biotransformation des invertébrés aux polluants a été étudiée par

des approches en conditions contrôlées (Tab. X-8) et in situ (Tab. I-9). Ces deux voies de

recherche sont un préambule indispensable pour f identification de nouveaux biomarqueurs et

pour la détermination des contraintes d'application. Les tableaux I-8 et I-9, n'ont pas la

prétention d'être exhaustifs mais ont pour ambition de s}'nthétiser diverses études réalisées chez

les invertébrés, plus spécifiquement les mollusques, avec I'objectif d'en dégager un certain

nombre d'observations. La totalité des études recensées concerne les mollusques aquatiques et

plus précisément les bivalves. A notre connaissance aucune expérimentation n'a été réalisée sur

des mollusques tenestres.

Dans cet embranchement, exception faite de I'escargot Lymnaea stagnalis (Wilbrink et al.,

1991a), les activités associées au cytochrome P450 (BaPH, ECOD, EROD, PROD) sont

augmentées dans la totalité des expérimentations recensées dans le tableau I-8 (Suteau et al.,

1988, Galli et al., 1988, Meimberg et al., 1997, Schlenk et al., 1988). Cette observation est

également valable pour divers invertébrés tels que les échinodennes (Den Besten et al.,1993) et

les crustacés (Fossi et al., 1996, 1997, Ishizuka et al., L996). Les HAP, mais également divers

xénobiotiques, sont responsables de ces augmentations. Dans ie cas de la palourde Planorbis,

selon I'espèce considérée, les activités associées aux CYP augmentent d'une façon progressive 3

ou 9 jours après exposition à I'aroclor. Le facteur d'augmentation varie de 3 à 10 selon I'expèce

(Meimberg et al., 1997). A I'inverse, aucune réponse temps-dépendante n'est observée après

injection de BaP ou de polychloro-biphényl (PCB) dans l'étoile de mer Asterias rubens. En effet,

chez A. rubens I'augmentation de I'activité BaPH est maximale environ 4 jours après I'exposition

(Den Besten et a\.,1993). Par contre, une réponse dose-dépendante au BaP est observée. Cette

relation dose réponse est assez exceptionnelle. En effet, les réponses les plus couramment

observées sont une augmentation maximale pour une dose bien définie suivie, soit d'une

stabilisation, soit d'une diminution progressive de I'activité. Une augnentation maximale de

I'activité ECOD est effectivement observée dès I'injection de la plus faible dose de 3MC dans le

crabe Eriocheir japoniczs (Ishizuka et al., 1996). Par contre, une augmentation transitoire des

activités a été rapportée chez la moule Mytilus edulis après exposition à un mélange HAP/cuivre,

chezTa moule M. galloprovincialis après exposition au phénobarbital (Galli et al., 1988) et chez

I'annélide Eiseniafetida après contact avec du BaP (Saint-Denis et a|.,1999).

Contrairement au grand nombre de travaux réalisés sur les CYP, peu d'études se sont intéressées

aux activités associées au glutathion. Seuies quatre équipes se sont attachées à compléter leurs

travaux par la mesure de divers paramètres biochimiques impliqués directement ou indirectement

dans le métabolisme des xénobiotiques. D'après les résultats récoltés, il semblerait que I'activité
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GST réponde moins aux polluants que I'activité CYP. En effet, alors que cette dernière est

augmentée, la glutathion ,S- transférase reste stable (Suteau et al., 1988, Fossi et al., 1996, T997 ,

Saint-Denis et al., 1999). Toutefois, ces deux enzymes peuvent également présenter le même

profil comme c'est le cas chez I'escargot L. stagnalis exposé à I'atrazine (Baturo et al.,1996).

Les expérimentations réalisées in situ par prélèvement d'organisme sur des sites

contaminés pnncipalement par des HAP voire des PCB rnontrent, à nouveau, la sensibilité des

cytochrornes P450 (Tab. I-9). En effet" exception faite de l'étude réalisée par Suteau et al. (1988)

I'augmentation de I'expression ou de I'activité de ces enzymes est rapportée dans toutes les études

recensées. De plus, ces travaux ont révélé des conélations positives entre I'activité BaPH

(Ganigues et aL.,1990, Narbonne et al.,l99l) et la concentration de IIAP dans les sédiments ou

dans les organismes. Ces mêmes corrélations sont établies en utilisant comme paramètre

biochimique la quantiæ totale de CYP (So1é er al., 1994,1996, Porte et al., l99l). De plus, des

corrélations sont rapportées entre la concentration en PCB et I'ARNm du CYPlA-iike dans la

glande digestive de M. galloprovincialis (Livingstone et al., 1993). Par contre, I'activité GST,

explorée uniquement dans deux études, ne montre aucune variation (Solé et al., 1996,

Livingstone et al., 1995). Les activités antioxydantes (GR, GPX, SOD et CAT), présentent pour

leur part des profils ffès variables. En effet, pour les organismes prélevés in titu, soit ces activités

restent stables (Solé er al., 1996, Orbea et al., 1999, Livingstone et al., 1995), soit elles

augmentent (Solé et al., 1995,1994). Alors que pour les organismes transplantés, les activités

GR et GPX dirninuent (Doyotte et al., 1997, Cossu et al., 1997,2000). Dans le second cas,

I'augmentation de I'activité SOD et CAT est corrélée à la quantité de HAP bioaccumulée dans les

moules (Porte et a(.,1991, Solé et a|.,1994), et I'augmentation de I'activité GPX est corrélée aux

PCB (Solé et al., 1994). Ces différences de réponses des enzymes antioxydantes entre les

organismes récoltés sur site et ceux transpiantés pour une durée bien précise reflètent

probablement I'adaptation des organismes à leur environnement. En effet, aiors que dans le

premier cas les organismes sont soumis à une pollution qu'on pourrait qualifier de chronique,

dans le second cas les animaux provenant d'un milieu exempt de pollution puis transplantés sur

sites pollués subissent une pollution "aiguë".

En résumé, d'après ces quelques travaux il semble que I'activité CYP soit un marqueur

potentiel dont il reste à déterminer les conditions d'utilisation. En effet, il est clairement établi

que cet ensemble en-qrmatique est soumis à des variations biotiques telles que la maturité

sexuelle et l'âge, et à des variations abiotiques telles que la température, la nourriture aussi bien

chez les mollusques (Solé er al., 7995), les crustacés (Ishizuka et al., 1996), que chez les

poissons (Stien et al., 1998). De plus, l'exploration d'activités de conjugaison mais également
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d'activités antioxydantes nécessite des études complémentaires pour une validation potentielle de

ces enzyrnes en tant que biomarqueLlrs de pollution par les I{AP.

Tableau I-8 : Variations des biomarqueurs chez les invertébrés exposés à une pollution dans des
conditions contrôlées

' 
Mytilus eztfulis
(moule)

,  ' , l r  
'  

. ' , , , 1 , :  , l

Mésocosme
(4 doses=c,f,m,e.)
I 15 j (pow e, 25 i)

HAP + Cu I BaPH(m) à
Sufeau el

ô EH(mete)  
- ; . - . ;
ai., 1988

Mytilus
galloprovincialis
(moule)

Contamination de
I'eau
24h

PB
(200-400-600ms/L)

2 doses en 24h

ECOD h
I 200-400 mg/L

*1, 0OO mg/L
ô CYPtot

Galh et ql.,

I  988

Planorbis planorbi,s,
Planosbis carinatas
(palourde)

Contamination de
l'eau

I mesure parjour
durant 14i

Aroclor 1254
(3MC +PB)

îEROD PRODh
après 3j porl P. p
après 9j pourP. c

Meimberg
et al . ,199' l

Cryptochiton stelleti
(chiton)

Dose orale
3 semaines

BNF lOmg/kg
(1 dose/semaine)

EROD et ECOD h
nd

I BaPH

Schlenk el
a l . ,1988

Lymrnea stagnali,t
(escargot)

PB
Contamination de (100-1000ppm dans l'eau)
I'eau ou nourriture 3MC

24 à76h (750p,g imprégnés dans
Bemax)

EROD nd h
) CYP. PROD h

Wilbrink el
al., l99la

Mésocosme
a 1  

". L  J

atraz\ne
(s - 25 - 125 1:.glL)

HCB
(0.5- 1.25- 5 sElL)

ù BaPH h

ô BaPH h

\ rh

+1h
Batvo et
a| . ,1996

: :  t l  :  ,

Injection
3 ,7 ,14  d  28  j

BaP (10 m/kg)
. '  ,  ,1 . , '  -  . , : ' ;1 .

IBaPH (4j)

PCB (0,65 mdke) IBaPH (3j)
Asteriqs rubens
(étoile de mer)

BaP IBaPH
(0,1-0,5-2,540 mg/kg) (0,5 et + mdkg)

PCB IBaPH
(0,16-0,65-3,2 meÂe) (3,2 mdkg)

Den Besten
et  a1. ,7993Injection

4 j

Carcinus aestuarii
(crabe)

Injection
BaP (l ou 10 pg) I BaPH h (l pg)

PCB (10 ou 100p9) I BaPH h ltoopg;

MeHe (l ou lOpg) 4t BaPH h (lrrg)

) h

/ 1 h

) h

Fossi el a/.,
1996 et
t997

Eriocheir japonicus Dose orale durant 3MC
(crabe) 3i (0,2-1-5oua0ne^<di)

ECODIh
I C Y P h

Ishizuka el
aL. ,1996

Eiseniafetida andrei contact avec sol BaP MROD + cAT'

(ver de terre) artificiellement 0'05-l-100 ou l000mg I 0'05 et lme ) ^ ,{F -. ;ffi::ïiË
l - 2 -1e t l 4 i  BaP /kgso l  ù  lO0mee t  l e  I  MDAt= l i  

w '  â " '  L -

c,f ,m,e:dose.contrôle,faible,moyenneetélevée,h=hépatopancréasouglandedigest ive,nd:nondétectable
PNF = p-naphtoflavone, 3MC = 3-méthylcholanthrène, AChE = EC 3.1.1.7, acétyl-choline estérase, marqueur de neurotoxicité,
BaP:benzo[a]pyrène,BaPH:BaP-hydroxylase,CAT=catalase,Cu:cuivre,CYFtot:mesureparpicà450nm,ECOD:7-
éthoxycoumarine-O-dééthylase, EH = époxyde hydrolase, EROD : 7-éthoxyrésorufine-O-dééthylase, GPX = glutathion
peroxydases, GST = glutathion .1-transférases, }IAP = hydrocarbures aromatiques polycycliques, HCB = hexachlorobenzène,
MDA : malondialdéhyde, marqueur du stress oxydant, produit de la peroxydation lipidique, PB = phénobarbital, PCB :
polychlorobiphényl, PROD = penthoxyrésorufine-O-dééthylase
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Tableau [-9 : Variations des biomarqueurs chez les mollusques exposés à une pollution dans des
conditions non contrôlées

MOLTUSOTIES

Mytilus edulis
(moule)

: ' ' \ . '
Langesundfiord Suteau el
4 stations (1,2,3.4) IIAP. PCB. Cu ) BaPH e +Q) à  E H e

al.- 1988
Côte Espagnole + BaPH h
6 mois après un 

HAp I CYPlAJike
accidentpétolier, protéine h

sur5 sites ô Cynot n

) h + soD, DTD h solé et al',
1996

Mytilus
galloprovincialis
(moule)

Côte Française
(luiri-septembre 87) HAP I BaPH e lEHe

Guarrigues
et al., l99O

Narbonne elCôte Française HAP IBaPH e
al.- 1991

Estuaire Basque
I fois/mois pendant lan

HAP ) cAr n o"ii;:r'',

Côte Espagnole
Site réf. et portuaire HAP, PCB I CYPtot h

) GPXh *
Â èÀïh 'o\"o13'
1 SOD h  " - '

Côte Italienne
+/- proche ir:dustries HAP, PCB

protéine h

l CY?tA-like
mRNAh

l CYPlA-like
Livingstone
et o1.,1993

Côte Italienne HAP, PCB à h ) cAT, soD h Livingstone
et al.- 7995

Côte Espagnole
Site réf. et porhraire
janvier, mars et juin

HAP, PCB I CYPtot h î GPX SOD et Solé et al;,
cAT h r99s

Mytilus
galloprovincialis
(moule)
Crassostrea gigas
(huître)
Tapes semidecussata
(clams)

Côte Espagnole
Sit€ réf. et portuaire HAP, PCB l CYPtot h 1  SODh

Solé et al.,
1994

Uttio tumidus
(moule)

Transplantation
rivière +/- proche

cokerie i sern

HAP, PCB,
Métaux

+GR, GPX hb
+ CAT, SOD et

MDAhb

DoyoLte el
a l . ,1997

Transplantation
rivière +/- proche
cokerie 1-5 et 30 j

HAP, PCB,
Métaux

ù cR cPXhb
IMDA b
)MDAh

Cossu et al.,
1997 et
2000+ CAT. SOD hb

h = hépatopancréas ou glande digestive, b: branchies, e = organisme entier
BaPH : BaP-hydroxylase, CAT : catalase, Cu : cuivre, CYP : cytochrome P450, DTD = DT-diaphorase, ECOD = l-
éthoxycoumarine-O-dééthylase, EH = époxyde hydrolase, GPX : glutathion peroxydases, GR = glutathion réductase, GST =
glutathion.l-transférases, HAP: hydrocarbures aromatiques polycycliques, MDA = malondialdéhyde, PCB = polychlorobiphényl,
SOD = superoxyde dismutase
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III- Métabolisme des xénobiotiques chez les végétaux, cas particulier des

bryophytes

Le métabolisme des xénobiotiques chez les végétaux peut, comme pour les animaux êfie divisé

en trois phases. Pour ces organismes, les réactions de fonctionnalisation (Phase I) et de

conjugaison (Phase II) sont couplées à un procédé de stockage (Phase III). Les plantes, à

I'inverse des animaux, ne possèdent pas de système excréteur à l'exclusion d'une exsudation

racinaire très limitée. Les conjugués solubles sont donc stockés dans les vacuoles alors que les

composés insolubles sont incorporés dans les parois celiulaires.

Toutefois, par leurs apitudes à métaboliser un grand nombre de xénobiotiques, incluant les PCB

et les HAP, les plantes ressemblent à de nombreux égards aux animaux (Sandermann,1992).

Cette ressemblance se retrouve aussi bien au niveau des systèmes métaboliques visant à éliminer

les polluants qu'au niveau des systèmes antioxydants. Toutefois, les plantes possèdent quelques

particularités que nous allons tenter de souligner dans ce chapitre.

Les systèmes de biotransformation ont principalement été étudiés chez les plantes supérieures ot

plus particulièrement chez celies qui présentent un intérêt agronomique. Nous nous sommes

donc réferés aux connaissances acquises chez les végétaux supérieurs et quand cela était possible

une comparaison a été réalisée avec celles définies chez les végétaux inférieurs.

trI-l. Le cytochrome P450, CYP

A I'inverse des CYP des bactéries et des mammifêres qui sont étudiés depuis plus de 40

ans, les CYP des plantes n'ont été caractérisés que récemment. Le faible niveau d'activité et

I'instabilité de ces enzymes dans les extraits de plantes ont été les deux obstacles majeurs à

I'avancée des connaissances dans ce domaine (Chapple, 1998). En conséquence, les données

concernant le nombre d'isoenzymes de CYP existant chez les végétaux, ainsi que leur expression

restent encore très partielles (Schuler, 1996).

A I'inverse des animaux, aucune activité CYP n'a encore été découverte dans les mitochondries.

il semblerait que les CYP existent principalement dans la membrane du réticulum

endoplasmique.

Tout comrne les CYP des animaux, ces enzymes interviennent dans la biosynthèse de

molécules endogènes (stérols, hormones, terpènes, flavonoides...), mais également dans le

métabolisme des xénobiotiques tels que les herbicides.
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L'activité dominante et ubiquiste détectée chez les plantes

est celle de I'acide trans-ciwtantic-4-hydroxylase (CA4H,

CYP73), qui catalyse la conversion de I'acide trans-ciwnmique

en acide p-coumarique (Fig. I-15). Ce produit va suiwe

differentes voies métaboliquos et générer des composés

constifuant la paroi cellulaire (lignine) et des protecteurs des UV

(flavonoïdes).

Figure I-15 : Réaction catalysée par Ie CYP73

La 7-éthoxyrésorufine et la 7-éthoxycoumarine, substrats modèles pour les CYP des

mammifères, sont également catabolisés par divers CYP existant chez les plantes (Schuler,

1996). L'activité acide laurique hydroxylase a récemment éte détectne dans de nombreuses

espèces d'algues (Pflumacher et aL.,1999).

Les CYP des plantes interviennent dans les processus de détoxication des herbicides,

pesticides et nombre de xénobiotiques. Ainsi, la résistance des plantes aux herbicides provient

d'une hydroxylation rapide de ces derniers en produits inactifs (Frear et al., i991). La diversité

des herbicides métabolisés suggère I'implication de différents CYP. Actuellement, I'identification

de ces en4fmes n'a pas encore été réalisée.

Les rnécanismes de régulation de I'expression des CYP impliqués dans le métabolisme de

substrats endogènes eVou exogènes ne sont pas encore élucidés (Schuler, 1996).

Itr-z. Les enzymes associées au glutathion

m-2.1. Le glutathiono GSH
Chez les plantes, le glutathion existe sous fomre réduite et sous forme oxydée

comme chez les animaux. Par contre, certaines plantes contiennent des tripeptides homologues

au GSH, dans lesquels I'acide aminé Gly est remplacé par un auffe acide aminé. Ces homologues

sont le y-Glu-Cys-B-Ala (hornoglutathion, Kiapheck, 1988a), le y-Glu-Cys-Ser

(hydroxyméthylglutathion, Klapheck et a[., 1992) et le y-Glu-Cys-G1u (Meuwly et al., 1993).

Les formes oxydées de y-Glu-Cys-p-Ala et y-Glu-Cys-Ser peuvent être réduites par la GR de

lewre (Klapheck, 1988, Klapheck et al., 1992), suggérant une fonction physiologique et

b iochimique si milaire au glutathion, y-Glu-Cys -Gly.

)s. Biosynthèse du glutathion

La biosynthèse du glutathion semble être commune chez tous les organismes. Deux étapes ATP-

dépendantes catalysées par la y-glutamylcystéine synthétase et la glutathion synthétase forment
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séquentiellement le y-Glu-Cys et enfin le glutathion (Fig. I-16). Les espèces produisant le y-Glu-

Cys-B-Ala possèdent une activité homoglutathion synthétase dont I'affinité pour la p-Ala est plus

forte que pour la Gly (Klapheck et a/., 1988b).

Le glutathion peut être synthétisé dans le cytosol et les chloroplastes où les deux en-q|/mes

impliquées dans la synthèse du GSH ont été détectées (Noctor et Foyer, 1998). Dans les feuilles

des plantes, 10 à 50 % du GSH sont localisés dans les chloropiastes, ce qui correspond à une

concentration de I'ordre de 0,8 à 2,4 mM (Polle, 1997). Des investigations supplémentaires sont

nécessaires pour établir la concentration dans les autres compartiments.

Glv
^

Glu

N
assimilation

cys

Ser

glycolate

photorespirationS
assimilation

Figure I-16 : Biosynthèse du glutathion chez les plantes (Noctor et Foyer, 1998)

N=azote ,S=souf re

La synthèse du glutathion chez les plantes est dépendante de la lumière qui influence la

concentration en glycine par ie processus de photorespiration (Leegood et al., 1995). La

photorespiration correspond à la consommation d'oxygène avec relargage de dioxyde de carbone

au cours des phases diurnes. Le glycolate, produit intermédiaire de cette voie métabolique, est

capable de générer, par interventions successives de la glycolate oxydase et de la glutamate-

glyoxylate aminotransférase, de la glycine, et influence donc la production de GSH.
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?e. RôlesPhysiologiques

Chez les plantes, les fonctions physiologiques du glutathion peuvent être divisées en deux

catégories . métabolisme du soufre et défense. En effet, le GSH est la forme prédominante de

thiol non-protéique (Rennenberg, 19SZ) qui régule I'absorption du soufre via les racines

(Lappartient et Touraine, 1996). Le GSH intervient également dans la détoxication des

xénobiotiques par les GST (Mans, 1996) et est impliqué dans la détoxication des métaux lourds

étant le précurseur de la synthèse de la phytochélatine (Grill er al., 1989), qui complexe les

métaux lourds grâce au groupement thiol de la cystéine. Chez les plantes, comme chez les

animaux, le GSH joue également un rôle crucial en tant qu'antioxydant.

Les plantes, à I'inverse des animaux, ne possèdent pas de système d'excrétion. Le conjugué au

glutathion est emmagasiné dans les vacuoles. Ces conjugués sont véhiculés vers les vacuoles par

une pompe ATP-dépendante similaire à la pompe GS-X caractérisée chez les mammifères

(l\4ans et a|.,1996).

In-2.2. Les glutathion S-transférases, GST
Les GST des plantes catialysent, comme chez les animaux, la conjugaison de

nombreux substrats électrophiles au glutathion. Les GST jouent un rôle majeur par leur capacité

à inactiver des produits toxiques. La première GST végétale qui a été décrite chez le maïs était

responsable de la détoxication de I'atrazine (Frear et al., 1970). Depuis, cette activité a été

touvée dans de nombreuses plantes supérieures telles que le tabac, le soja et le blé (Marrs,

1996). Certaines GST présentent des activités glutathion pero4ydase (Bartling et al., 1993),

comme la GST du petit pois Pisum sativum (Edwards, 1996). D'autres opèrent apparemment

comme de simples transporteurs d'auxine (acide indole 3 acétique) (Jones, 1994), substance

naturelle qui stimule l'élongation des racines. Cette fonction de transportews semble avoir pour

objectif la prévention d'effets cytotoxiques résultant d'une accumulation excessive de cette

molécule à l'intérieur des cellules (Listowski et al.,1988).

)s. Famille multienzymntique

La classe Thêta, ancêtre des GST, est supposée être présente avant la divergence des procaryotes

et des eucaryotes. Les GST des plantes ont généralement été considérées comme des mernbres de

cette classe (Mans, 1996), qui peut se diviser en trois sous-groupes coflIme cela a été proposé en

1995 par Droog et ses collaborateurs.

Les trois sotls-groupes composant la classe Thêta sont nommés : Type I, Type II et Type Itr, Les

GST regroupées dans le Type I présentent le plus de ressemblances avec les GST animales de la

classe Thêtâ suggérant qu'elles pourraient être les GST les plus archalques chez les plantes. Ce

groupe inclut les quatre isoenzymes caractérisées chez le maTs. Les GST de Type II interviennent
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dans la coloration des plantes, conune I'expression des gènes reiatifs à l'éthylène (l'éthylène a

une fonction sur le mûrissement des fruits et est également irnpliqué dans I'induction de la

sénescence des plantes). Enfin, les GST de type III semblent être spécifiques aux plantes. Ces

dernières se distinguent tellement des GST de classe Thêta que Droog a proposé, en 1997, une

nouvelle classe nommée Tau. La validité de cette classe repose sur des identités de séquences

d'acides aminés et la conservation de résidus spécifiques. Les GST qui n'apparfiendront pas à

cette classe, intègreront par défaut la classe Thêta.

Actuellement il n'y a pas réellement d'uniformité de nomenclature comme nous avons pu le

rapporter chez les animaux. Effectivement comme I'a souligné justement Droog (1997), la

classification actuelle repose sur un nombre limité de séquences (environ 13 séquences plus ou

moins complètes) et de connaissances sur les rôles fonctionnels des GST de plantes. Toutefois,

d'après cet auteur, I'existence d'un minimum de deux classes de GST chez les plantes, Thêta et

Tau, est évidente.

Dans ces deux classes, des activités GST faibles et fortes ont été mesurées avec le CDNB comme

substrat. Plus récemment, les GST ont été identifiées dans des algues vertes, rouges st brunes

avec le CDNB et le DCNB comme substrats aussi bien dans la fraction microsomale que

cytosolique. L'activité GSTcoNr dans la fraction cytosolique est largement prédominante

(Pflumacher et al., 1999).

?s. Mécsnismecatalytique

La structure tridimensionnelie de la GST2 de classe Thêta d'Arabidopsis révèle des similitudes

de topologres avec les GST de mammifères (Reinerner et al., t996). La sous-unité de la GST

d'Arabidopsis présente deux domaines sirnilaires aux domaines I et II correspondants

respectivement aux sites G et H mentionnés chez les marnmifères. Le domaine I semble être

présent dans les GST de plantes de classe Thêta, qui possèdent donc les résidus nécessaires à la

liaison au glutathion. La structure du domaine I des GST appartenant à la classe Tau diffère

légèrement de celle de la classe Thêta. La variabilité du domaine II, par contre, est plus

importante (Droog, 1997). Ces similitudes supposent un mécanisme catalytique proche de celui

décrit précédemment chez les animaux.

ê. Rëgulation de l'ocpression

Jusqu'à aujourd'hui aucun élément similaire à l'élément de réponse aux xénobiotiques QRE) na

été découvert chez les plantes. Par contre, un élément présentant quelques similitudes avec

l'élément de réponse aux élecffophiles (EpRE) des mammifères, nommé ocs (ocopine synthase) a

été trouvé chez Arabidopsis. Cet élément est inductible en réponse à une variété d'agents

-59-



électrophiles comme les hormones et les métaux lourds. Les piantes possédant l'élément de

réponse ocs sont : le soja, le blé et le tabac (Marrs, 1996).

Les GST de type I contiennent logiquement un élément de réponse à I'auxine (AuxRE), et celles

de type II un élément de réponse à l'éthyiène (ERE) (Marrs, 1996).

m-2.3. La glutathion peroxydase, GPX
A la différence des animaux où la GPX est très bien connue et caractérisée, chez les

plantes sa simple existence est controversée. En 1979, Smith et Shrift ont signalé I'absence de

cette activité enzymatique dans les plantes supérieures. En 1985, Drotar et ses collaborateurs

ont mis en évidence, dans des cultures cellulaires de mals, la présence d'une activité peroxydase

utilisant exclusivement le glutathion cofirme source de thiol, et indifféremment I'HzOz, le

fBUOOH ou le CUOOH comme peroxyde. Iis ont retrouvé ce même type d'activité, qu'ils

supposent être une activite glutathion peroxydase, dans des cultures d'épinard, de sycomore, mais

pas dans celles de soja. F.n 1994, Elstner et Osswald parlent de la GPX comme d'une

sélénoenzyme utilisant les peroxydes organiques et minéraux pour oxyder le glutathion,

attribuant à cette enz1vme toutes les fonctions et caractéristiques de la GPX des animaux.

Des expérimentations plus poussées ont révélé des homologies de séquences de l'ordre de

40 % entre les ADNc de GPX des animaux et ceux de Nicotiana sylvestri (Criqui et al.,1992).

Toutefois, l'ADNc de la GPX de ,^I sylvestri contient un codon TGT ou TGC qui code la

cystéine du site actif au contraire des animaux qui possèdent le codon stop TGA qui code la

sélénocystéine. Selon les auteurs, la GPX détectée dans N. sylvestri n'est donc pas une

sélénoerzyme comme chez les animaux.

Dans les plantes inférieures, de nombreux tests réaiisés sur des extraits d'algues vertes

(Dunaliella primolecta) et d'algues rouges (Porphyridium cruentum) n'ont pas permis de

démontrer la présence d'une activité GPX (Gennity et al. 1985) qui, par contre, a été détectée

dans I'algue Euglena gracilis (Overbaugh et Fall 1985). Elle présente une affinité particulière

pour H2O2. Cette enzyme ne contient pas de sélénium, comme les GPX des plantes supérieures,

ce n'est donc pas une sélénoprotéine. Cette demière est localisée dans le cytoplasme alors que la

GPX d'Arabidopsis thaliana et de Brassica canxpestris est présente dans le stroma des

chloroplastes (Eshdat et al., 1997).

m-2.4. La glutathion réductase, GR
Chez certaines espèces de plantes, différentes formes de GR existent (Edwards et al.,

1994). L'activité principale de la GR des feuilles des plantes supérieures est localisée dans le

stromades chloroplastes (Polle, 1997). Eneffet, dans les cellules mésophyllienes des feuilles de

pois, 77 à 82 % de I'activité GR est présente dans cet organite. Une faible activité



mitochondriale (environ 3To) a également été détectée dans les feuilles de pois, mais pas dans

celles de tabac @dwards et a1.,1990). Dans ies tissus non photosynthétiques, I'activité est au

contraire prédominante dans le cytosol. La GR cytosolique représente environ 90 % de l'activité

dans I'endospenne de fève et 70 % dans les racines de pois (Bielwaski et Joy, 1986,

Klapheck et a|.,1990).

Par confie, I'activité GR dans les chloroplastes est faible pour les eucaryotes

photosynthétiques inférieurs. Elle ne représente, respectivement, que 22 % et 13 % de l'activité

dans les algues Euglena et Chlamydomonas (Shigeoka et al., 1,987, Takeda et al., 1997,

Serrano et Llobell, 1993).

Itr-3. L'ascorbate et I'ascorbate neroxvdase

m-3.1. L'ascorbate, Asc
Chez les plantes, I'ascorbate (Asc) est présent dans les tissus photosynthétiques et

non-photosynthétiques (Foyer et a.1., 1983). L'ascorbate est l'antioxydant hydrosoluble

prédominarf dans les feuilles des plantes, représentant environ 30 à 40 oÂ de la totalité des

composants dans les chloroplastes, ce qui correspond à une concentration de I'ordre de 12 à 25

mM (Polle,1997).

Cette molécule présente de nombreuses propriétés antioxydantes comme la capacité

d'éiiminer les radicaux O2'-,HzOz et OH' et de régénérer I'a-tocophérol. Malheureusement, elle

peut également avoir des propriétés pro-oxydantes associées à sa capacité à réduire ie fer. Eile

provoque la réduction de Fe3* en Fe2* et I'oxydation de Oz en HzOz, fournissant ainsi tous les

composants nécessaires à la réaction de Fenton : AscH- + Fe3* -+ Asc)- + Fe2*

AscH- +02+ H* -+ HrOr+ Asc

La voie de biosynthèse de I'ascorbate à partir du glucose est identifiée depuis longtemps.

Par contre, la localisation de cette voie métabolique n'est pas clairement établie (I.loctor et

Foyer, 1998).

m-3.2. L'ascorbate peroxydase, APX (EC 1.11.1.7)
Chez les plantes, I'ascorbate peroxydase (APX) est la principale enzyme intervenant

dans la prévention de I'accumulation du peroxyde d'hydrogène. Elle est considérée comrne

I'enzyme antioxydante par excellence.
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Figure I-17 z Cyele ascorbate-glutathion dans les chloroplastes de plantes supérieures (Foyer
et Halliwell, 1976)

)s. Mécanisme rëactîonnel (Fig. I-17)

L'APX est une hémoprotéine qui catalyse la réduction de HzOz tout en oxydant I'asçorbate

suivant un mécanisme catalytique qui rçpose sur un modèle de type ping-pong. L'enzyme

ferique (FeIIi) est oxydée par H2O2, produisant un intermédiaire oxydé. Ce dernier oxyde

I'ascorbate via deux réactions successives qui produisent deux molécules de

monodéhydroascorbate (MDAsc) suivant la réaction ci-dessous :

APX(FeIII)+ HrO, -+ APX(FeIV = O)" + H20

APX(Fe|V =O)" + Asc -+ APX(FeIV = O)+MDAsc

APX(Fel'tr = O) + Asc -+ APX(FeIII) + H rO + MDAsc

Le MDAsc généré est alors réduit en Asc par I'intervention de la rnonodéshydroascorbate

réductase. Cette enqrrne est un FAD-enzyme qui est capable d'utiliser le NADPH ou le NADH

comme donneur d'élecffon. Elle cataiyse la réaction suivante :

2MDAsc+ NAD(P)H ->ZAsc+ NAD(P)-

La déhydroascorbate réductase, pour sa part, participe à la réduction du déhydroascorbate,

généré par réaction spontanée, avec oxydation concomitante du glutathion.

è. Localisatïon de I'AFX

L'APX joue un rôle prédominant dans l'élimination du peroxyde d'hydrogène chez les plantes.

Toutefois, dans les glyoxysomes et les peroxysomes, HzOz sera essentiellement pris en charge
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par la çatalase qui est très largernent majoritaire dans ces compartiments. En effet, la

concentration en catalase est de 4 mM, alors que la concentration de |APX est de 70 pM dans les

chloroplastes (Asada, 1997).

De 70 à 80 % de I'APX sont localisées dans ies chloroplastes (Polle, 1997). Dans ces organites,

50 % sont liés aux thylacoides à proximité du photosystème i (Miyake et Asada, 1992, PoILe,

1997),l'autre moitié, quant à elle, est localisée dans le stroma (Chen et al.,1992, Polle, 1997).

Cette enzyme a également été repérée dans le cytosol de feuilles, dans des tissus non-

photosynthétiques, dans les peroxysomes et dans les glyoxysomes (Asada,1997),

Comme I'APX, ia monodéhydroascorbate réductase a été trouvée non seulement dans les

chloroplastes mais égalernent dans les mitochondries, les peroxysomes et le cytosol.

m-4. La catalase, CAT

C'est une enz)rme héminique qui dégrade rapidement HzOz (2H2Oz-+2H2O +Q). Elle

est connue comtre I'une des enzymes les plus actives produites dans la nature (Scandalios et al.,

1997). La catalase est la seule enzyme capable de dégrader le peroxyde d'hydrogène sans

consommation d'équivalent réducteur.

Toutes les plantes examinées présentent cette activité qui, dans cerlains cas, constitue une

famille multi-enzymatique. Parmi les espèces qui présentent différentes isoenzymes, on peut

citer le tabac (Havir et McHale,7987, Willekens et al., 1994),le coton (Ni e/ al., 1990),\e

potiron (Yamaguchi et a\.,1986),la tomate (Gianinetti et a\.,1993) et le mais (Scandalios er a/.

1997). Ce dernier végétal, Zea mays, présentant une grande importance sur le plan agronomique,

a fait I'objet d'une attention particulière quant aux propriétés biochimiques, génétiques et

moléculaires de la CAT (Scandalios, 1990).

Dans cet organisme, trois gènes nucléaires Catl, Cat2 et Cat3 codant trois isoenzymes

biochimiquement différentes CAT-I, CAT-2 et CAT-3 ont été identifiés. Ces isoen4rmes sont

composées de quatre sous-unités d'environ 60 kDa qui sont skucturellement identiques aux

catalases des autres organismes (Chandlee et a1.,19S3). Les isoenzymes CAT-I et CAT-2 sont

cltosoliques ou peroxysomales. Au confiaire, l'isoenzyme CAT-3 est exclusivement

mitochondriale (Scandalios er al., 1980).

La présence d'une séquence homologue à l'élérnent de réponse aux antioxydants (ARE) de la

GST de rat a été mise en évidence dans ces 3 gènes. L'ARE représente un élément de réponse en

cls qui active les gènes pour protéger les cellules eucaryotes contre le stress oxydant. Un second

élément de réponse, mais celui-ci aux métaux (MRE) est présent uniquement dans le gène Cat2.

Ce motif a été trouvé dans la région promotrice de la métallothionéine qui peut lier les métaux

lourds et est donc impliquée dans la détoxication de ces demiers.
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HI-s. Localisation préférentielle des antioxydants

Comme cela a été mis en évidence pour I'APX et la catalase, les systèmes antioxydants des

plantes sont localisés dans tous les compartiments sub-cellulaires (Fig.I-l8). Ces systèmes sont

composés d'antioxydants enzymatiques et non erzymatiques. La connaissance de cette

répartition est importante pour appréhender, suivant la cible du polluant, I'antioxydant ou les

antioxydants susceptibles d'être davantage irnpliqués dans les processus de détoxication.

Figure I-18 : Localisation sub-cellulaire du système antioxydant ehez les plantes (Polle, 1997)

m-6.Inductibilité par les HAP

L'induction d'enzymes etlou les changements de profils d'isoenzymes ont été fréquemment

utilisés pour augmenter la résistance des plantes aux diverses agressions. Dans les études

analogues à la notre, ces variations sont utilisées en tant que biomarqueurs d'effets de pollution.

Les chercheurs se sont principalement intéressés à f importance des changements des conditions

environnementales tels que la température, l'humidité, le stress salin et I'intensité lumineuse sur

les dommages oxydants des plantes. Les polluants de l'air coTrrme le dioxyde de soufre, l'ozone

ou ies herbicides qui agissent sur les plantes par l'intermédiaire d'une production accrue de ERO

sont également au cæur des ûavaux de recherche. Par contre, la pollution de I'air par les HAP a

suscité nettement moins d'intérêt.
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Les tableaux I-10 et I-11 résument certaines études rapportant les effets de la pollution par

les HAP sur les enzymes de biotransformation chez les plantes.

L'APX est augmentée de 35 % après exposition contrôlée de racine d'artichaut Heli.anthus

tuberosus au BaA (Robineau et al., 1998). Le traitement de la mousse aquatique Fontinalis

antipyretica par le BaP provoque le même niveau d'augmentation (25 %) de I'activité APX (Roy

et al., 1994). Dans ces deux cas de figures, I'activité GR est augmentée d'environ 25 %. A

I'inverse, seule la mousse présente une augmentation de I'activité GST"eyqs, suggérant

l'implication de cette enzyme dans ie métabolisme du BaP. Les profils de I'APX et de la GR sont

inversés après pulvérisation de paraquat ou après soumission à un stress hydrique de feuilles de

pois, Pisum sativum. Ces feuilles présentent également une diminution de I'activité CAT et SOD

(Iturbe-Ormaetxe et al., 1998). Il est intéressant de remarquer, potr les trois études où les

organismes ont été exposés à un FIAP, le même sens de variations des activités APX, CAT, GR

et SOD.

La transplantation de F. antipyretica sw des sites plus ou moins chargés en HAP provoque, tout

cofi]tne I'expérimentation en conditions contrôlées, I'augmentation des activités APX et SOD.

Ces variations sont conélées à la concenfation en HAP dans I'organisme (Roy e/ al., 1996).Il

faut noter que ces augmentations sont nettement plus importantes lors de l'expérimentation in

situ, reflet probable de la présence de divers FIAP.

Ces differentes études montrent bien I'importance de I'APX chez ces organismes lors d'une

intoxication par un ou plusieurs HAP et I'implication des activités GST dans le métabolisme du

BaP.
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Les IIAP ne font pas partie des polluants actuellement contrôlés par les réseaux de surveillance

de la qualité de I'air, bien qu'ils soient reconnus comme des composés hautement réactifs. Les

raisons de cette lacune sont probablement liées aux difficultés techniques inhérentes à ces

molécules (échantillonnage et dosage). L'utilisation de biomarqueurs, permettant d'évaluer les

effets biologiques des HAP sur des organismes sentinelles, représente donc une alternative

intéressante, que nous avons cherché à développer dans ce fravail.

Dans le but d'aborder au mieux cette étude, il nous a paru pertinent d'explorer divers paramètres

biochimiques, parallèlement, dans un organisme animal etvégétal.

Comme de nombreux mollusques, les gastéropodes terrestres sont capables d'accumuler les

métaux (Beeby, 1985, Berger et Dallinger, 1989). L'es$ce Helix aspersa (petit gris), plus

particulièrement, est employée fréquemment en tant que bioindicateur de la pollution métallique.

Les métaux provoquent en effet chez ces individus une inhibition de la croissance (Gomot, 1997)

et du développement du tracfus génital (Gomot-De Vau{leury et Kerhoas, 2000). Cet organisme

permet I'exploration individuelle de trois organes (glande digestive, rein et toit de la cavité

palléale) qui nous permettront d'étudier au mieux les capacités métaboliques de ce demier. De

p1us, la possibilité de réaliser un élevage contrôlé en laboratoire est un atout majew pour limiter

au mieux les variabilités abiotiques et biotiques.

Chez les végétaux, les mousses possèdent des caractéristiques morphologrques intéressantes pour

l'étude de la pollution atmosphérique. En effet, ces dernières sont dépourvues de systèmes

vasculaires et de racines et présentent une grande surface d'échange avec l'air d'où elles prélèvent

la totaiité de leurs substances nutritives, mais également les polluants. Ces propriétés en font des

bioaccumulateurs perfonnants de métaux lourds (Steinnes et 'a1., 1992) et de polluants

organiques, tels que les HAP (Thomas et al., 1984, Milukaité, 1998, Holoubek et a1.,2000).

Parmi douze plantes étudiées, comprenant des plantes inferieures et des feuilles ou des aiguilles

de plantes supérieures, les mousses sont apparues comlne les plus efficaces pour l'étude de

I'accumulation des HAP (Thomas et al., 1984, i985). Ces differentes propriétés, font qu'elles

sont employées pour la surveillance active de métaux (Wegener et al.,1992) et des HAP (Viskari

et a1.,1997) aussi bien par prélèvement d'espèces autochtones pow ia surveillance passive de la

pollution atmosphérique par les métaux, (Steinnes et al., 1992) que par l'utilisation de la

technique des transplanls, "Moss-bags" (Wegener et al., 1992, Viskari et al., 1997). L'espèce

Pleurozium sclreberi a été sélectionnée pour nos travaux pour trois raisons. Tout d'abord, elle

tolère une grande variété de conditions climatiques, telles que des températures extrêmes et une

déf,rcience en eau (Vitt et al., 1988), ensuite, elle est utilisée dans une étude européenne

coordonnée par le Nordil Council', pour la détermination de la charge atrnosphérique en métaux
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lourds et enfin, elle est reconnue comme étant

HAP originaire du trafic routier (Viskari et al.,

1998).

performante pour la surveillance des dépôts de

1997) et pour évaiuer le flux de BaP (Milukaité,

Ainsi, Helix aspersa et Pleurozium schreberl ont été retenus comme organismes modèles, Les

variations des enzymes du système du glutathion (GST, GPX et GR) ont été étudiées dans ces

deux organismes. Chez H. aspersa le CYP a également fait l'objet de notre attention alors que

chez P. schreberi I'APX et la CAT ont complété ce panel d'activités enzymatiques. Cette étude

multi-paramétrique, tant au niveau des organismes étudiés que des enzyrnes examinées, est

indispensable lors d'une première exploration pour f identification d'un ou plusieurs

biomarqueurs.

Après avoir défini les conditions essentielles à une bonne utilisation des organismes que nous

avons choisis, nous avons établi les niveaux de base des paramètres biochimiques que nous

désirions explorer.

Cette étude préliminaire achevée, la stratégre déployée comprend trois types de démarches

caractérisées par une exposition des organismes à une pollution de complexité croissante. En

premier lieu, la réponse des différents paramètes biochimiques a été étudiée après exposition

des organismes à une pollution simple et contrôlée. Dans ce cadre, le naphtalène a été choisi

pour sa capacité à se sublimer à température ambiante et, représentant i'un des éléments majeurs

des gaz d'échappement. La seconde approche a consisté à évaluer la variation de ces paramètres

dans une ambiance de travail chargée en une multitude de I{AP plus ou moins lourds. Cette

opportunité nous a été offerte par I'Institut National de Recherche et de Sécwité (Vandæuwe Lès

Nancy) qui nous a permis de réaliser cette expérimentation dans une industrie dont le procédé de

fabrication génère une grande quantité de IIAP. Les organistnes ont donc été implantés sur une

chaîne de production à une distance plus ou moins importante de la source génératrice de HAP.

L'exposition aux HAP de ces derniers a été estimée par ia mesure du BaP qui a été choisi cornme

traceur de cette famille de polluants. Cette phase était une étape intermédiaire avant l'étude de la

pollution atmosphérique en milieu urbain, dont la complexité associe divers types de polluants et

conditions ciimatiques. Celle-ci a éte réalisée dans I'agglomération Nancéienne où les

organismes ont été implantés sur trois sites sélectionnés en fonction leur niveau de pollution.
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I- Matérietrs biologiques

I-L. L'escargot : Helix aspersa

Un élevage a été mis en place suivant les recommandations de Gomot-De Vaufleury

(2000) dans des conditions contrôlées de température (20 + 2"C) et de lumière (photopériode de

18 h à I'aide d'une lampe type lurnière dujour Mazdafluor TF "P" 36WJR 865).

Les accouplements sont réalisés dans les conditions ainsi définies. Les pontes obtenues

sont identifiées. Après éclosion, les escargots d'une même ponte sont répartis par lot de soixante

sur papier humide déposé dans des bacs à souris, en polystyrène cristal (IFFA CREDO), à

couvercle plat. Le nettoyage des boîtes et le changement de nourriture (Helixal, premier âge,

Société Lépine, Clairveaux-les-Lacs) sont réalisés trois fois par semaine. Après quinze jours de

nursery, les escargots sont répartis par lots de cinq dans des boîtes doubles. Les cycles de

nettoyage et de nourriture sont identiques aux précédents. Après I mois de croissance, Ia

nourriture est alors du type deuxième âge et ne contient plus de facteurs de croissance. La

croissance des animaux est stoppée avant l'âge de deux mois par mise en estivation (à

température ambiante et à I'abri de la lumière et de I'humidité). Le réveil se réalise par

humrdification des organismes qui sont ensuite remis en élevage jusqu'à l'âge de deux mois. Les

expérimentations s'effectuent sur des animaux âgés de deux mois et provenant d'une même

ponte.

I-Z.La mousse t Pleurozîum schreberi

A f inverse des escargots, la culture de mousses est extrêmement délicate. En conséquence,

huit jours avant de débuter une expérimentation, des tapis de P. schreberi sont prélevés dans une

forêt de coniferes à proximité de Haguenau (Bas-Rhin), site préservé au mieux de la pollution

atmosphérique. Ces tapis de mousses sont ensuite acheminés au laboratoire dans des sachets

micro-aérés, où ils sont débarrassés des débris végétaux et des insectes. Après ce nettoyage

succinct, P. schreberl est acclimatée pendant huit jours dans des conditions contrôlées de

température (20 +2'C) et sous lumière naturelle. Durant cette période, elle est hydratée chaque

jour avec de I'eau minérale Evian (Roy e/ aL.,1994).

II- Préparation des échantillons

Après exposition, les escargots sont plongés directement dans l'azote liquide, puis conservés à

une température de -80oC jusqu'au moment de la préparation des exlraits erzyrnatiques. Après
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décongélation sur un verre de montre posé sur un lit de giace, la glande digestive, le rein et le toit

de la cavité palléale sont rapidement isolés (Fig. tt-l). Chaque organe est alors lavé, pesé, puis

coupé en petits morceanx. L'homogénéisation est réalisée à I'aide d'un broyeur Ultra-Turrax

(20.000 rpm, 5 sec), dans du tampon phosphate de potassium (0,1 M, pH 7,0) contenant I mM

dEDTA, à raison de 1 mL de tampon pour i00 mg d'organe.

Toit de Ia cavite palléale

Glande disestive

Figure IJ-l: Helix aspersa

En ce qui concerne les mousses (F.ig, tr-2), après le traitement prélimrnaire, la partie

chlorophyllienne des mousses est immédiatement récupérée et broyée sous azote liquide dans un

mortier où elle est réduite en fîne poudre. Un gramme de cette poudre est homogénéisé à I'aide

d'un Ultra-Turrax (20.000 rpm, 5 sec) dans 5 mL de tampon phosphate de potassium (0,1 M,

pH 7,0) contenant 1 mM d'EDTA et 3 mM d'Asc.

Figure II-2 z Pleurozium schrebert

Les homogénats, d'escargots ou de mousses, ainsi préparés sont alors soumis à trois

centrifugations successives :

- 10 min à 1 .500 x g à 4oC (JOUAN, GR 412), élimination du culot

- 15 min à 12.000 x g à 4.c (JouAN, MR 14.11), élimination du culot

- 60 min à 105.000 x g à 4'C (BECKMAN, TLX100), séparation des fractions

cytosolique et microsomale.

Dans le cas des mousses, le dernier surnageant ainsi obtenu est immédiatement utilisé pour

mesurer les differentes activités enzymatiques étudiées. Aucune analyse n'est réalisée sur les
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microsomes de mousses. A I'inverse, les microsomes d'escargot sont remis en suspension à I'aide

d'un homogénéiseur de Dounce, dans un volume réduit de tampon phosphate de potassium

0,1 M bH 7,4) contenant 1 mM EDTA, 1 mM DTT et 20 % (vlv) de glycérol, afin d'obtenir une

concentration de protéines de 0,5 à 1 mg/ml. Les fractions cytosoliques et microsomales

d'escargot sont conservées à -80oC jusqu'à la mesure des activités associées au glutathion et

CYP.

III- Mesure des activités enzymatiques
Les conditions optimales ont été déterminées pour chaque protocole de mesure d'activités des

enzymes de H. aspersa et de P. schreberi. Les mesures ont donc été réalisées avec des

concentrations de substrats correspondant à 10 xKu, à I'exception de certains substrats dont la

solubilité en milieu aqueux est un facteur limitant.

m-1. Les cytochromes P450 : I'activité EROD' PROD et ECOI)

Les CYP sont une famille multien4rmatique, dont I'activité des sous-familles peut être

mesurée, chez les mammiferes, par un substrat préférentiel. En effet, dans ces organismes, la

7-éthoxy- (7-ETR) et la 7-pentoxy-résorufine (7-PTR) sont dééthylées en résorufine

préferentiellement par le CYPlA et le CYP2B et la 7-éthoxycoumarine (7-ETC) par les CYP2A

et 2B (Rendic et al., 1997). Ces dosages consistent donc à suivre, dans le cas des alkoxy-

résorufines, la vitesse d'apparition du composé fluorescen! la résorufine (Burke et al., 1985) et,

pou la 7-ETC, de I'ombelliférone (tJllrich et Weber, 1972) au cours des réactions schématisées

ci-dessous :

7-éthoxyco um arine om be l l i fé rone

cH2-cH3

7-éthoryréso rufine ^ résorufine
^à

n

HrO + ç9 ,
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C ondîtio ns acp érimentales :

NADPH

Protéines microsomales

Tampon K2I{POy'KH2POa (pH 7,a)

7-ETR ou 7-PTR ou 7-ETC

100 à 200 pglml.

100 mM

13 ou i5 ou 50 pM

2501tM

Préincubation 1 min à 37 oC

Les réactions sont déclenchées par addition de NADPH après une minute d'incubatioî àL 37"C.

L'augrnentation progressive de la fluorescence générée par la production de résorufine ou

d'ombelliférone est suivie par un spectrofluorimètre (SFM 25, KONTRON) à 37oC,

respectivement à 530 nm ou 580 nm (longueur d'onde d'excitation) et 585 nm ou 460 nm

(longueur d'onde d'émission).

III-2. Les glutathion,S-transférases

m-2. 1. Activité GSTcnNn
Les glutathion ,S-transférases regroupent plusieurs isoenzl,rnes en familles qui

présentent des spécificités chevauchantes de substrat. Le 1-chloro-2,4-dinitrobenzène (CDNB)

est considéré cortme un substrat universel, reconnu par la majorité des GST (Habig et al.,1974),

ce qui explique que certains parlent encore de GST totale. Comme, il est établi que les GST de la

classe Th ne reconnaissent pas ce substrat (Meyer et al., 1991), nous parierons d'activité

GSTcDNB. Ce dosage consiste à suivre la vitesse d'apparition du conjugué au glutathion formé au

cours de la réaction suivante :

C o ndi ti o ns æp! riment alg;

Protéines cytosoliques

Tampon K2IIPO4IKHPO* fuH 6,5)

CDNB (solvant éthanol)

GSH

t70 pflnù-

100 mM

2 mNl

l6 mM

8 à a0 pgiml

100 mM

4 m M

8 m M

C1

NB Noz

SG

NOz

NOz

+ HCI

NOz
GSTCDNB

+ GSH ->
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La réaction est déclenchée par addition du CDNB et se déroule à 30"C. L'apparition du conjugué

est mesurée à 340 nm paï un spectrophotomètre (Uvikon 941, KONTR.ON) à double faisceau. La

cuve de référence contient tous les réactifs sans I'extrait enzymatique.

Le coefficient d'extinction molaire du CDNB est t : 9,6 nrNi-l.cm-l.

tll-2.2. Activité GSTNqs
Le 4-nitroquinoline-1-oxyde G.IQO) est utilisé, chez I'homme, comme substrat afin

de mesurer préferentiellement I'activité de I'isoenzyme GST de classe Pi (Stanley et Benson,

1988, Aceto et a|.,1990). En absence d'information suï I'existence d'isoenzyme de GST, il nous

a donc semblé intéressant d'étudier I'activité GST parailèlement avec le CDNB et le NQO.

NOz

+
GSTNao

GSH -----> + HNO2

4NQO I
o

ù
o

C o nditi o n s æp éri mental es

Protéines cytosoliques

Tampon K2IIPO#H2POa (pH 6,5)

NQO (solvant éthanol)

GSH

80 à 115 pglml.

100 mM

0,4 mM

8 m M

La réaction est déclenchée par addition du NQO et se déroule à 30oC. L'apparition du conjugué

est mesurée à 350 nm.

Le coefficient d'extinction molaire du NQO est t: 7,2 mM-r.cm-l'

m-3. Les glutathion peroxydases

Les GPX catalysent la réduction de peroxydes organiques avec oxydation concomitante du

glutathion réduit (GSH) (Paglia et Valentine, 1967). Le GSH est ensuite régén&e par action

d'une glutathion réductase (GR) exogène qui utilise le NADPH comme co-substrat. La vitesse de

disparition du NADPH est proportionnelle à la vitesse d'oxydation du glutathion et sa mesure

permet d' évaluer indirectement I' activité GPX.

4 1- t 3 -



R-OOH

R-OH
+ HzO

2 GSH NADP+

NADPH
+H*GSSG

Parmi les sub$rats reconnus par les GP)L I'hydroperoxyde de cumène (CuOOH) et le

tert-butyl-hydroperoxyde (rBuOOH) ont été choisis, L'utilisation de ces 2 substrats permet de

mettre en évidence deux types d'activités peroxydases. Ainsi, chez les mammifères, CuOOH et

TBuOOH sont tous deux métabolisés par la GPX (sé1éno-dépendante), alors que seul le premier

substrat peut être reconnu par certaines GST présentant une activité peroxydasique non

séléno-dépendante.

C o nditio ns æp é rtmental es

Protéines cytosoliques

Tampon KzIIPO4Æ(H2POa $H 7,0)

EDTA

NADPH

GR

GSH

Préincubation 5 min à 30 oC

CuOOH ou IBuOOH (solvant éthanol)

80 pg/ml

100 mM

0,5 mM

0,4 mM

I UimL

6 m M

2 ou 3,5 mM

La réaction est déclenchée par addition d'un peroxyde après 5 min d'incubation et se déroule à

30oC. La disparition du NADPH est mesurée à 340 nm.

Le coefficient d'extinction molaire du NADPH est e : 6,22 rnM-l.cm-l.

m-4. La glutathion réductase

La mesure de I'activité GR consiste à suiwe de façon indirecte la vitesse de réduction du

GSSG en GSH en présence de NADPH (Carlberg et Mannervik, 1975). Cette mesure s'effectue

en suivant la disparition du NADPH dans le milieu réactionnel.
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Protéines cytosoliques

C o nditi o ns acp é riment ales

Tampon K'IIPO4,(HrPO* fuH 6,5)

NADPH

GSSG

80 Fg/mI

100 mM

0,2 mM

7 m M

80 à 2s0 pgn,l-

100 mM

0,2 mM

1 m M

La réaction est déclenchée par addition du GSSG et se déroule à 30'C. La disparition du

NADPH est mesurée à 340 nm dans les mêmes conditions que pour la mesure des activités GPX.

Le coefficient d'extinction molaire du NADPH est e : 6.22 m}y''.'l .cm'l.

m-5. Lf ascorbate peroxydase

L'activité APX est mesurée en suivant à 290 nm la diminution d'absorbance due à

I'oxydation de I'ascorbate en déhydroascorbate par I'APX Q.{akano et Asada, 1981).

C o nditî o ns æp érimental es

Tampon K2IIPO/KH2PO4 (pH 7, 0)

EDTA

Ascorbate

Hzoz

80 pg/ml

100 mM

4 m M

0,5 mM

0,5 mM

La réaction est déclenchée par addition du peroxyde d'hydrogène et se déroule à 30'C.

Le coefficient d'extinction molaire I'ascorbate est t:2,8 mM-1.cm-].

Itr-6. La catalase

La disparition du peroxyde d'hydrogène (HrOr) est suivie afin de déterminer I'activité CAT

dans le milieu réactionnel (Beers et Sizer, 1952).

2H2o2 cAr > 2]Hro+o,

Co nditions acp ërimcntales

Tampon K2HPO4KH2PO4 (pH 7,0)

H"O,

Protéines cytosoliques

Protéines cytosoliques
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La réaction est déclenchée par adtlition de peroxyde d'hydrogène et se déroule à 30"C. La

disparition de ce demier est mesurée à 230 nm.

Le coefficient d'extinction molaire du peroxyde d'hydrogène est e: 62 mMl.cm-l,

m-7. Le dosage des protéines

Les concentrations de protéines sont mesurées selon le protocole de Lovrry et al. (195I)

dans chaque solution protéique testée afin de calculer les activités spécifiques.

Le dosage consiste à colorer les protéines en suspension grâce au réactif de biuret et au

réactif de Folin'Ciocalteu. L'absorbance de la suspension, lue à 660 nm, est proportionnelle à la

concentration de protéines jusqu'à 25 pglmL. La concentration de protéines dans les échantillons

est estimée par comparaison à un étalonnage établi à partir de sérumalbumine bovine. Un

contrôle de qualité réalisé à partir d'une solution protéique de concentration définie a été inclus

dans chaque série de dosages.

f,V- Protocoles d'exposition

IV-l. Expérimentation en conditions contrôlées : intoxication par le naphtalène (NAP)

Le dispositif d'exposition est composé de deux parties : une partie inférieure où le NAP est

disposé sous forme solide et sature I'enceinte par sublimation et une partie supérieure où sont

disposés les organismes (quarante escargots provenant de la même ponte et âgés de deux mois ou

un tapis de mousses). Ces derniers n'étant jamais en contact direct avec le polluant, seule la

contamination par voie aérienne est possible. Après trois jours d'exposition en conditions

contrôlées (photopériode et température), les organismes sont récupérés. Ils suivent ensuite la

procédure de préparation des échantillons biologrques, décrite ci-dessus, afin d'étudier la

variation des differentes activités enzymatiques. En parallèle, un échantillon témoin est réalisé

avec le même dispositif mais en absence de NAP.

Dans le cas des escargots, i'expérimentation se réalise en absence de nourriture afin d'éviter

une voie de contamination supplémentaire par une éventuelle adsorption du NAP par la

nourriture.

Ces expérimentations sont réalisées à deux reprises.

IV-2. Expérimentation semi-contrôlée, en milieu industriel

En accord avec I'INRS (Institut National de Recherche et de Sécurite, Vandæuwe-Lès-

Nancy, France), une expérimentation a pu ête réalisée dans une industrie utilisant la fonte du

brai de houille dans son procédé de fabrication. La combustion du brai de houille, émet
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principalement des I{AP dans I'atmosphère de cette usine qui devient ainsi un lieu

d'expérimentation intéressant. Ces conditions permettent l'étude de I'impact d'un mélange de

HAP sans interférence avec les conditions climatiques.

Dans cette usine, trois sites ont été sélectionnés en fonction de leur éloignement du four de

fonte du brai de houille, source de la pollution. Sur chacun de ces sites, la concenffation de BaP

(dosé par chromatographie liquide haute performance) a été suivie durant la phase d'exposition

par I'INRS. Ces sites ont été classés de la façon sulvante :

- Site 1 : localisé à 10 m de la source de HAP

lieu d'empaquetage de la marchandise

tBaPl :380 ng/m3

- Site 2 : distant de 5 m de la source de HAP

peinture des objets fabriqués (source de contamination supplémentaire)

[BaP].:510 ng1m3

- Site 3 : situé à proximité de la source de pollution (four de fonte)

tBaPl:840 nglmt

Un site 0 correspond à notre salle d'élevage, considérée comme exempte de I{AP.

Dix escargots provenant de la même ponte et âgés de deux mois (pesant environ 8 g) sont

placés dans des bacs à souris, en polystyrène cristal (IFFA CREDO), sans nourriture et couverts

d'une grille de plastique alimentaire (de 5 mm de maille). Une cage de ce type est placée sur

chacun des sites pour la durée journalière de I'occupation d'un poste de travail (huit heures).

Cette expérimentation est réalisée pendant deux jours consécutifs. En parallèle,20 g de mousses

fraîches, préalablement acclimatées, sont disposés sur un bas nylon au-dessus d'un récipient

contenant de I'eau afin d'éviter la déshydratation. Les mousses sont recouvertes d'un filet à

cheveux pour éviter tout déplacement. Trois récipients de ce type sont disposés à côté des cages

contenant les escargots.

Immédiatement après les huit heures d'exposition, les escargots sont plongés directement

dans l'azote liquide et acheminés dans une bonbonne contenant de l'azote liquide au laboratoire

où ils sont conservés à -80 oC jusqu'à analyse. Les mousses sont, pour leur part, transportées au

laboratoire dans des sacs hermétiquement fermés sur le lieu de leur exposition. Arrivées au

laboratoire, elles subissent immédiatement toutes les étapes décrites ci-dessus, afin de doser le

jour même les differentes activités en4rmatiques.
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IV-3. Expérimentation non contrôléeo en milieu urbain

W-3.1. Descriptif des sites
Les sites ont été sélectionnés en concertation avec M. Pilloy (GEMCEA),

M*'Livertoux (Faculté de Pharmacie, Nancy), M. Garrec (INRA, Champenoux) et M-" Bastin

(Directrice Airlor). Ces derniers se situent dans I'agglomération nancéienne, en raison de la

possibilité d'accéder aux mesures de polluants réalisées par I'association de surveillance de la

qualité de I'air (Airlor) et àlapluviométrie (Communauté Urbaine du Grand Nancy).

Trois sites ont été retenus :

O Le parc d'Airlor :

- situé sur la colline de Brabois

- à proximité d'un parking

@ L'asence EDF :

- situéb au centre de Nancy à proximité dela gate

- entourée de deux grandes voies de circulation majeure

- présence d'un carrefour comportant un feu tricolore

O Le oarc du Laboratoire des Ponts et Chaussées :

- situé à Tomblaine

- éloigné des voies de circulation

W-3.2. Procédure expérimentale pour les escargots

Des groupes de vingl-cinq escargots âgés de deux mois et pesant environ 8 g sont

transférés dans des cages installées sur ies différents sites, suivant les recommandations de

Gomot-De-Vaufleury et Pihan (2000). Ces cages sans fond (50 cm de côté et 20 cm de haut)

s'enfoncent dans la terre afin de les protéger au mieux des différents prédateurs et éviter que les

escargots ne s'échappent. Elles sont fabriquées en plastique alimentaire rigide (PVC) et

recouvertes d'une grille de plastique de 5 mm de

mailles, qui permet le passage de la lumière, de I'air et

de la pluie. Durant les expérimentations, les escargots

se nourrissent des éléments trouvés sur place

(végétation et sol). Ils sont donc en contact avec la

pollution du sol, de la végétatron et de I'air (Fig. tr-3).

Figure II-3 : Cage à escargots

Les escargots ont été exposés sur les trois sites pendant une, deux ou trois semaines durant l'été

et I'automne 1998.
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IV-3.3. Procédure expérimentale pour les mousses
Après prélèvement et acclimatation au laboratoire, les mousses sont transplantées sur

les sites d'EDF et du Laboratoire des Ponts et Chaussées grâce au système des "Moss-plates".

Seuls ces deux sites ont fait I'objet de cette étude, car compte-tenu des contraintes expérimentales

(nécessité de prélever et analyser le même jow) il n'était pas possible de travailler en parallèle

Tube PVC

Maillage
en nylon

Trop plerr
-\

Ir1au I leou"r,on 
evc

Figure II-4 : Système des "Moss-plates"

Ces deux éléments sont emboîtés et séparés par un bas en nylon afin d'éviter un

contact direct entre I'eau et la mousse, tout en permettant une bonne diffusion de l'eau. La partie

supérieure est recouverte d'un filet à mailles pour éviter la perte du matériel vivant.

sur les trois sites retenus. Le système des

"Moss-plates" a été conçu par

G AMBLARD (Laboratoire Pierre Stie,

CEA de Saclay). Ce système est composé

de deux parties (Fig. tr-4), la partie

inférieure servant de réservoir d'eau est

munie d'un trop plein, la partie supérieure

servant à I'exposition des mousses est

percée pour permettre l'aération.

Trois "Moss-plates" sont rassemblés

pour former un triplet qui sera exposé sur les

sites d'étude (Fig. ILs). Mousses

Ce procédé permet de conserver les mousses tout en préservant leur état physiologique.

En effet, les concepteurs du système ont vérifié que la photosynthèse continuait à se produire

même dwant des périodes de fortes sécheresses. Dans ce cas précis, il faut toutefois prendre

certaines précautions, qui consistent à arroser régulièrernent les mousses et à vérifier le niveau

d'eau dans la partie inférieure du "Moss-plate". Ainsi, durant la période d'exposition, le niveau

d'eau des "Moss-plates" est vérifié tous les deux jours. Avec la même périodicité, les mousses

sont hydratées par trente brumisations d'eau Evian.

Ce procédé permet d'implanter les mousses sur ies mêmes sites que les escargots (Fig

tr-6) et d'avoir ainsi une approche parallèle pour les deux types d'organismes.

Figure tr-5 : Triplet
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Figure II-6 : Site EDF équipé de "Moss-plates" suspendus et de quatre cages à escargots

V- Ana ses statistiques

Toutes les analyses statistiques nécessaires à I'interprétation de ce travail ont été réalisées à I'aide

du logiciel STATGRAPHICS Plus 2.1.

Test de Mann-Whitnqt

Ce test est un test non-paramétrique. I1 est utilisé pow comparer deux échantillons provenant de

deux populations. Son but est de vérifier s'il existe des différences entre les deux populations sur

la base d'échantillons extraits aléatoirement de ces populations.

Analyse de variance (ANOVA)

Cette technique permet de comparer les moyennes de trois échantillons aléatoires ou plus, afin de

déterminer s'il existe une difference entre les moyennes des populations dont sont issus les

échantillons. Cette technique ne peut s'appliquer que si, d'une part les échantillons aléatoires sont

indépendants et d'autre part, les distributions des populations sont approximativement normales

et toutes de même variance o2. Ainsi, toutes nos données ont fait l'objet de transformation

logaritlunique.

Analyse en composantes principales (ACP)

L'ACP a pour but de représenter géométriquement des individus et des caractères dans un plan

(nommé plan principal) afin de permettre une visualisation des points. Cette réduction n'est

intéressante que si les p caractères initiaux sont indépendants et ont des coefficients de
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corrélations non nuls. Cette procédure permet de dégager une structure dans les données et

éventuellement d'orienter les inve sti eations ultérieure s.

Régression linéaire

L'objectif est d'identifîer un rnodèle mathématique linéaire (y : a* + b) qui lie deux variables

dont la finaiité est de décrire en moyenne I'une des variables (variable expliquée) à partir des

valeurs prises par I'autre (variable explicative). Dans notre travail, la variable expliquée est une

activité enzymatique et les variabies explicatives sont les niveaux de polluants dans I'atnosphère.
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I- Le gastéropoùe Helix ûspersa

Avant d'effectuer toutes expérimentations sw I'inductibilité des systèmes enzymatiques que nous

désirons tester en tant que biomarqueurs, il était nécessaire, dans un premier temps, de

déterminer les niveaux de base de ces systèmes ainsi que leur vanabilité. Les capacités de

biotransformation des xénobiotiques n'étant pas connues chez H. aspersa, nous les avons

étudiées sur trois organes qui nous semblaient présenter un intérêt dans ce travail : la giande

digestive (GD), que I'on peut assimiler au foie des mammifères et que I'on peut, à ce titre,

soupçonner d'être fortement impliquée dans ce type de métabolisme, le rein (R), qui est censé

intervenir de façon importante dans les processus de détoxication, et enfin, le toit de la cavité

palléale (TCP) qui, en relation directe avec I'air inspiré, peut être un organe intéressant à

examiner pour un travail axé sur la pollution de I'air. L'étude parallèle de ces tois organes nous

paraît indispensable afin d'explorer au mieux les capacités métaboliques de cet animal.

I-1. Variations interindividuelles

L'exploration préliminaire du métabolisme du glutathion chez I'escargot a débuté par

I'examen des variations interindividuelles que pouvaient présenter ces organismes, en I'absence

de toute stimulation extérieure. Cette investigation a été réalisée sw des escargots de différents

âges (1,5 : 2 ; 2,5 et 3 mois), afin d'évaluer en parallèle I'influence de l'âge, abordée

ultérieurement.

L'activité glutathion ,S-transferase a été mesurée avec le l-chloro 2,4-dinitrobenzène

(CDNB), substrat qui reflète I'activité globale des GST (GST.DNB). Le 4-nitroquinoline i-oxyde

(NQO) est utiiisé chez les mammifères conlme substrat préferentiel des GST de la classe Pi

(GSTNao) En I'absence d'information sur la présence d'isoenzyme chez H. aspersa, il nous a

semblé intéressant de mesurer I'activité GST à I'aide de ces deux substrats. Nous avons utilisé

I'hydroperoxyde de cumène pow mesurer I'activité glutathion peroxydase totale (GPXû,ooH). A

également été étudiée I'activité glutathion réductase.

Les premiers travaux effectués sur les escargots ont été réalisés avec des organismes

provenant d'un élevage gastronomique. Les coefficients de variations (CV), alors observés,

ponvaient atteindre 80 Yo et étaient rarement inferieurs à 50 %. Ainsi, afin de limiter au mieux

ces variations interindividuelles, un élevage a été mis en place au laboratoire dans I'objectif de

rnaîtriser un maximum de paramètres (nourriture, luminosité, âge) (Gomot De-Vaufleury, 2000).
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De plus, dans la mesure du possible, afin de limiter les variations d'origine génétique, une même

expérimentation est effectuée avec des organismes provenant d'une seule ponte. Le tableau III-1

rassembie les valeurs des coefficients de variation pour les enzymes associées au glutathion' Ces

CV se situent entre 10 et 55 Yo, tous âges et organes confondus, la valeur de 55 Yo, rcstant

heureusement exceptionnelle. Les CV les plus fréquemment observés se situent enfre25 et30 %'

Ces ordres de grandeurs sont fréquemment trouvés pour des travaux réalisés sur des organismes

differents et sont représentatifs des variations interindividuelles. En effet, des CV de 30 0/o sont

rapportés pour les activités GST rnesurées dans le foie de chevaine (Lenartova et al',1991).

Tableau III-1 : Effet de l'âge sur la variabilité des activités enzymatiques associées au
glutathion chez H, asPersu

',)i

l.,.GPx*oo"'. .

GP: , ' '  'R  , . , '  TCP

t2 27

27 34 32

11 24  35

23 39 26

l o  J z

34 36  43

15 26 25

25 39 26

20 26

18 35 42

25 32 55

26 27 29

28

10 26

JU f,5

35 29

10

20

J J

J J

GD = glande digestive, R: rein, TCP = toit de Ia cavité palléale

I-2. Influence de l'âge

L'influence de paramètres biotiques, et plus particulièrement de la maturité sexuelle, sur les

activités en:rymatiques a largement été rapportée chez les mollusques aquatiques tels que

M. galloprovincialis (So1é e/ al., !995, Orbea et al., 1999). Afin d'éliminer la variabilité due au

sexe, cert.;ains auteurs emploient des organismes hermaphrodites (Ganigues et a1.,1990, Saint-

Denis et al., 1999). Toutefois, les activités enzymatiques sont influencées par les cycles

hormonaux. Ainsi, i} nous a semblé nécessaire d'évaluer, chez H. aspersa,l'in{luence de l'âge

donc de la maturité sexuelle (qui est atteinte aux environs de 3 mois dans nos conditions

d'élevage) sw les niveaux de base des enzymes associées au glutathion.

La figure III-1 représente les variations des activités enzynatiques associées au glutathion

dans les trois organes considérés pour des escargots âgés de 1,5 - 2 - 2,5 et 3 mois. Seul le toit de

la cavité palléale n'a pu être étudié pour les escargots âgés de 1,5 mois, la quantité de tissu étant

insuffisante poru réaliser la mesure des activités enzymatiques.
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Figure III-1 : Variations des activités enzymatiques associées au glutathion en fonction de
l'âge chez Helix aspersû

Les données correspondent aux moyennes 4 l'écart-type de 8 échantillons indépendants a indique une différence
statistiquement signifrcative avec les autres âges, b avec 1,5 mois et c avec 2 mois pour au minimun P < 0,05 d'après

le test ANOVA réaiisé aorès transformation loearithmique des données

Les escargots âgés de 3 mois présentent dans 67 aÂ des cas, des activités enzymatiques

supérieures à celles déterminées pour les âges de 1,5 eVou de 2 mois. Cette différence est

statistiquement significative pour le rein où les activités GPXçue611, GR, GSTSDM et GSTNqe sont

augmentées d'un facteur de 2,8 à 1,5 comparativement aux organismes âgés de 2 mois. Des

facteurs d'augmentation similaires,2 à 1,5, sont observables pour les activités GPXguooH, GSTNao

et GSTcpNs du toit de la cavité palléale des escargots âgés de 3 mois comparés à ceux de 2 mois.

Dans 50 % des cas, les activités enzymatiques des escargots âgés de 2,5 mois diffèrent de

celles des organismes plus jeunes. Les variations les plus importantes, d'un facteur I,8 et 2,I,

sont observées pow les activités GSTcor.r, et GST^rqepour le toit de la cavité palléale.

Les enzymes les plus sensibles à l'âge dépendent de l'organe examiné. Les activités GST

varient davantage pour le toit de la cavité palléale alors que c'est la GPXc"ooH suivi de la GR qui

sont les plus modif,rées dans le cas du rein.
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Cependant, ce sont les activités enzl.matiques de la glande digestive qui restent les plus

stables au cours de la croissance d'H. aspersa. Que ce soit pour ie rein ou la glande digestive, les

activités enz-vmatiques ne diffèrent pas entre les organismes âgés de 1,5 et 2 mois.

Ces résultats montrent donc des variations irnportantes chez les organismes âgés de 2,5 et

3 mois. Ces différences sont probablement imputables à la maturation sexuelle des escargots qui

se produit généralement à cet âge dans nos conditions d'élevage. Cette métamorphose génère des

changements moqphologiques mais également physiologiques et biochimiques, auxquelles

n'échappent pas les niveaux de bases des activités enzymatiques examinées. En effet, chez le

bivalve Mytilus galloprovincialis, I'augrnentation de I'activité métabolique dwant la

gamétogénèse et la période de frai est probablement responsable de I'augmentation de différentes

activités enzymatiques telles que la GST et la GPX (Regoli, i998).

Ce travail préliminaire a donc permis de définir l'âge des escargots qui semble le mieux

adapté pour toutes les expérimentations envisagées. L'âge retenu est donc celui de 2 mois, car il

oftie la possibilite de prélever et d'étudier les trois orgaûes (GD, R et TCP) tout en limitant ies

variations interindividuelles occasionnées par la phase de maturation sexuelle.

I-3. Distribution et niveaux de base des enzymes considérées

Après avoir maîtrisé des causes importantes de variabilité indésirable des pararnètres

biochimiques, à savoir les conditions d'élevage et l'âge des animaux, nous avons établi pour

chacun des trois organes les niveaux d'activités de base des enzymes associées au glutathion'

Cette étude a été complétée par une exploration sommaire d'activités de phase I, à savoir les

activités éthoxycoumarine-O-dééthylase (ECOD), éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) et

pentoxyrésorufine-O-déalkylase (PROD).

Cette étude résumée par le tableau III-2 démontre la présence de ces trois activités CYP

chez H. aspersa. Leur niveau diffère entre les trois organes examinés. Ainsi, I'activité PROD est

uniquement présente dans le rein, et à un niveau extrêmement faible (8 pmol/min.mg) alors que

l'activité ECOD est observée dans le rein et la glande digestive, aux niveaux respectifs de 1 600

et de 140 pmoVmin.mg. Seule I'activité EROD, bien qu'elle soit particulièrement basse, est

identifiée dans les trois organes. Ces résultats different de ceux rapportés pour la glande

digestive de I'escargot dulçaqui cole Lymnaea ,ttagnalis pour laquelle I'activité PROD est

présente alors que I'activité EROD est absente (Wilbrink et a\.,1991a). Si ces données suggèrent

fortement la présence de différentes sous-familles de CYP dans les organes d'H. aspersa, ii serait

néanmoins abusif d'attribuer ces diverses activités CYP à une sous-farnille bien spécifique'

Effectivement, la caractérisation et la classification des CYP chez les mollusques restent à faire.
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Il est également intéressant de noter que I'activité CYP est plus importante dans le rein que dans

la glande digestive qui est habituellement reconnue comme I'organe de détoxication par

excellence. Cette distribution bien spécifique des activités CYP chez ce gastéropode terrestre

prédispose certainement chacun de ces organes à des susceptibilités différentes aux polluants.

Tableau I[-2 z Niveaux constitutifs des activités enrymatiques de phase I et des activités

ECOD

1 2 + 2  1 4 0 t 2 0 1500 r 200 80 t 20 40 + 6 320x50

1740+350 100r30 70 t20  25 t101 6 0 0 r 1 8 0  8 + 1

2420X1120 120t40 3018 r20t70

L'activité GSTNao, est environ 20 fois plus faible que I'activité GST.DNB, quel que soit

I'organe considéré (Tab. III-2). A I'examen de ce rapport, mais également des valeurs

superposables pour ces deux activités en4rmatiques quel que soit I'organe considéré (Fig. I[-1),

deux hypothèses peuvent être émises. La première considère que le NQO est reconnu

principalement par une isoenzyme spécifique, au même titre que chez I'homme. Cette isoenzyme

serait alors exprimée de façon stabie, toujours dans la même proportion quel que soit I'organe

considéré. La deuxième hypothèse repose sur les différences d'affinité des GST observées pour

les deux substrats utilisés (Kr.rnTqc, : I,3I + 0,44 mM et Kurcow: 0,41+ 0,06 mM). La valeur

élevée du K1aa,qqs, qui reflète une faible affinité des GST pour ce substrat, nous a d'ailleurs

empêchés d'effectuer les mesures dans des conditions de vitesse maximale, en raison de la faible

soiubilité de ce composé.

Bien que la différence ne soit pas statistiquement significative, les activités GST semblent

prédominer dans le toit de la cavité palléale. Cette prédominance, ainsi que ce factew d'environ

20 entre I'activité GSTNao et GSTcoNn sont également observables sur la figure m-1, malgré des

niveaux d'activités enzymatiques différents entre ces deux études. Cette différence de niveaux de

base est difficilement explicable sachant que les escargots proviennent d'un élevage où un

maximum de paramètres est maîtrisé. Une explication envisageable est I'utilisation d'escargots

provenant de deux pontes differentes, donc I'augmentation des variations génétiques.

associées au glutathion d'IfeEx sspersa (âgé de 2 mois)

Moyenne + écart-tpe pour 9 échantillons indépendants, nd = non détectable
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Cette distribution des activités GST diffère de celle de I'escargot terrestre d'Afrique, Achatinct

fulica, pour lequel le rein affiche I'activité GST la plus importante (Balabaskaran et a|.,1986).

L'expression des autres enzymes associées au glutathion présente davantage de variations

que celle de la GST. L'activité GR est deux fois plus importante dans le rein que dans la giande

digestive et le toit de la cavité palléale. De plus, I'activité GPX est largement prédominante dans

la glande digestive. Dans cet organe, cette activité est respectivement 3 et 15 fois plus importante

que dans le toit de la cavité palléale et dans le rein. Toutefois, ces résultats sont à prendre avec

précautions après examen des niveaux de base de I'activité GPX observé lors de l'étude de

I'influence de l'âge (Fig. m-f ), où la différence des activités GP)fuuoon entre organe est au plus

de deux. Il semblerait que les variations des activités GPX soient particulièrement affectées par

des variations génétiques accrLles lors de I'utilisation de pontes différentes.

II- La mousse Fleurozium schreberi

A notre comaissance, les capacités métaboliques de P. schreberi n'ontjamais été explorées. Ne

pouvant réaliser uno étude exhaustive, nous avons décidé de focaliser notre étude sur un nombre

limité d'enzymes.

Comme pour ËL ûspersa, notre attention s'est portée sur les enzymes associées au glutathion

(GST.DNB, GR, GPXc,oon) qui semblent jouer un rôle similaire chez les animaux et les plantes.

Par contre, si nous n'avons pas étudié I'activité CYP, il nous a semblé plus intéressant d'explorer

I'activité ascorbate peroxydase (APX) qui, chez les plantes, est I'enzyme antioxydante par

excellence. En parallèle, l'étude de la catalase (CAT) semblait intéressante à réaliser sachant que

I'APX et la CAT ont les mêmes fonctions mais présentent une localisation sub-celiulaire

différente. Supposant que le suivi concomitant de ces deux activités était susceptible donner des

informations quant à la cible des polluants, nous les avons évaluées sur six échantillons de

mousses prélevés dans une forêt et acclirnatés pendant huit jours dans des conditions contrôlées

décrites dans le chapitre matériels et méthodes.

Tableau III-3 : Niveaux de base des activités enrymatiques chez P. schreberi

GR Cr\T

CV,(%.) 29

169x26 100+27 6111177 81 + 14

l ) 27 29 I7

AS = activité spécifique en nmol/min ftg, o = écart-type calculé à partir de 6 échantillons indépendants
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L'activité spécifique (AS) de IAPX représente environ 62oÂ de la totaiité des activités explorées

(Fig. m-2), avec une AS de 611 nmol/min.mg, comparable à I'activité trouvée chezla mousse

aquatique Fontinalis anttpyretica (800 nmoVmin.mg, Roy et a1.,1994). Elle est environ 7 fois

plus importante que I'AS de la CAT et de la GPXc,ooH (Tab. III-3). L'activité GR de P. schreberi

est environ 3 fois plus faible chez F. antipyretica et Tortula ruralis (Roy er al., 7994, Dhindsa er

al.,1990). En ce qui concerne I'activité GSTçeNs, celle-ci est deux fois plus importante chez F.

antipyretica eI, deuxfois plus faible chez T. ruralis.

Ces résultats montrent I'existence chez P. schreberi d'activités enzymatiques associées au

glutathion et antioxydantes. Dans le système antioxydant cytosolique, I'activité APX semble

tenir une place prépondérante chez P. schreberi. Le système ascorbate-glutathion sera

probablement le plus actif dans l'élimination du peroxyde d'hydrogène. Cette observation est en

accord avec la littérature qui a largement démontré I'importance de I'activité APX dans

l'éiimination du peroxyde d'hydrogène, chez les végétaux supérieurs.

Figure ln'Z : Proportion relative des activités enrymatiques
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fII- R.écapitulatif

V u"t* aspersa

(} Maîtrise partielte de la variabiiiæ interindividuelle par la mise en place d'un élevage

contrôlé

@ Age retenu pour les experimentations : 2 mois, avarrtla pénode de maturité sexuelle

dans nos conditions d'élevage

O Mise en évidence des activités de phase I et des activités associées au glutathion dans

les trois organes explorés : glande digestive (GD), rein (R) et toit de la cavité palléale (TCP)

@ Distribution des activités enzymatiques :

PR.OD : R uniquernent

ECOD'R>>>GD

EROD.R>>GD>TCP

GST.DNB:TCP>GD-R

GSTNao :TCP-GD-R

GR:R>DG-TCP

I Niveaux de base

ECOD >>> EROD >PROD, quel que soit I'organe considéré

GSTSDNB- 20 x GSTpq6, quel que soit I'organe considéré

9 Pleurozium schrebert

O Présence des activités GSTçpxp, GR, GP)fu,oon, CAT, APX

@ APX :77 o/o de I'activité spécifique totale des enzymes antioxydantes (APX + CAT +

GPX)
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Après avoir déterminé, chez H. asperria et P. schreberi, les niveaux de base des différents

paramètres biochimiques explorés, la réponse de ces derniers à une pollution sirnple et contrôlée

est étudiée. Pour cela 1es organismes sont exposés durant trois jours à une atmosphère saturée en

naphtalène (NAP) Cet IIAP est composé de deux cycles aromatiques. Sa capacité de

sgblimation à température ambiante en fait un HAP extrêmement volatil, donc très facile

d'utiiisation pow ce type d'étude. Cette molécule est d'autant plus intéressante qu'elle est

largement distribuée dans I'environnement urbain et représente I'un des éléments rnajeurs des gaz

d'échappement (Lee et a1.,1995 et Marr et al., 1999). C'est pourquoi, I'EPA a désigné le NAP

comme I'un des polluants priontaires (EPA, 1987). De p1us, cette rnolécuie exerce des effets

néfastes sur ia santé, tels que anémie hémoly'tique et cataracte. Elle est égalernent suspectée

cancérigène chez les animaux (Mulholland, 1998)'

{- Voie nnéÉabotiqËIe du naphtaEène cheu les rnarnmifènes

Le naphtalène (NAP) possède donc des caractéristiques chimiques et toxicoiogiques qui en font

une molécule extrêmement intéressante à explorer, De plus, les voies métaboliques de ce

composé sont bien identifiées chez les mammifères, ce qui facilitera la coinpréhension de ses

effets.

naphtoquilrone

I J ô

H=o€V
GPX

Figure III-3 : Métabolisme du naphtalène chez les rnamrnifères
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Comme pour la plupart des HAP, la toxicité induite par le NAP nécessite son activation par les

monooxygénases à cytochrome P450. L'oxydation du NAP génère principalement deux

énantiomères de naphtalène 1,2-oxyde (Fig. Itr-3). Dans le foie de rat, I'isoenzyme CYPIA1

favorise la formation de l'énantiomère 1R,2S (Van Bladereî et al., 1984). A I'inverse, le

Cyp2B1 produit le (1S, 2R)-naphtaiène 1,2-oxyde (Van Bladeren et al., 1985). L'isoenzyme

CypZFz dans le poumon de souris produit aussi l'énantiomère 1R,2S (Nagata et a|.,1990) qui

semble être responsable de nécroses dans les cellules Clara (Buckpitt et al., 1995). Cette

époxydation stéréospécifique est donc dépendante du profil enzymatique des organes, qui

déterminera ainsi ieurs susceptibilités au NAP'

Ces deux époxydes peuvent suiwe différentes voies métaboliques (Fig. m-3). Alors qu'in vitro

leur conversion en naphtol par réarrangement spontané est démontrée (Jerina et a., 1970), il

semble qu,in vitto,les métabolites phénoliques proviennent essentieliement de la conversion par

la microflore intestinale (Bakke et a1.,1985). Leur transformation par l'époxyde hydrolase (EH)

microsomale conduit à la formation de dihydrodiols. Ces derniers, comme le naphthol, sont des

substrats des ST et des UGT. Ils peuvent également être convertis en naphtoquinones par

hansformation enzymatique (dihydrodiol déhydrogénase, DF{D) ou non-enzymatique (d'Arcy et

Cohen, 1984). Les préjudices causés par le NAP proviennent majoritairement de ce demier

métabolite qui est fransformé en radical semi-quinone. La plupart de ces molécules réduisent

rapidernent la molécule d'oxygène en anion superoxyde avec régénération concomitante de

quinones. Cette étape engendre un stress oxydant dû à la formation de ERO (Vuchetich et al',

1996) qui peuvent être pris en charge par les en4rrnes antioxydantes (GPX, CAT, APX). Les

époxydes peuvent également être conjugués au glutathion par les GST. Il s'en suit différentes

étapes de biotransformation jusqu'à I'obtention des dérivés d'acide mercapturique.

Le devenir des époxydes dépend de la distribution relative des isoenzymes de détoxication et

varie donc en fonction des organes considérés. Ainsi, dans le poumon de souris, la voie

métabolique majeure est la conversion du NAP en dihydrodiol et sa con;ugaison au GSH

(Kanekal et a1.,1991). A I'inverse, dans le foie de souris, la voie métabolique empruntée est

nettement plus complexe et produit de nombreux métabolites tels que des glucuronides et des

sulfoconjugués (Buonarati et al., 1 990).

II- Exposition au NAP : variations des activités enzymatiques chez Helix
aspersa

La réponse des activités enzymatiques à I'exposition au NAP étant variable d'un organe à I'autre,

chactut d'entre eux sera considéré séparément.
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II-1. Le toit de la cavité Palléale

euelles que soient les enaTmes considérées, I'exposition au NAP ne semble pas avoir

d'effet sur ces dernières (Fig. Ifi-4). Deux hypothèses peuvent être avancées pour tenter

d'expliquer cette absence d' effet.

La première hypothèse s'appuie sur le fait que la consotnmation d'oxygène dépend de

I'activité de I'orgarusme : plus cette actMté diminue plus la consommation d'oxygène chute

(Ghiretti et Ghiretti-Magaldt,I975). Or, pendant les trois jours d'exposition, les escargots étaient

totalement amorphes. Cette absence d'activité a certainement lirnité la pénétration du NAP par le

pneumostone (orifice qui connecte la cavité palléale avec I'extérieur). Toutefois, ces organismes

étant hors de leur coquille pendant toute la durée de l'expéritnentation, la respiration s'est

probablement effectuée par voie cutanée (Ghiretti et Ghiretti-Magaldi, 1975). Ainsi, le NAP a pu

pénétrer par le tégument. En conséquence, le toit de la cavité palléale ne serait pas un organe

déterminant pour le métabolisme de ce poliuant, qui semble avoir une action anesthésiante.

La seconde hypothèse envisageable considère que la production d'époxyde dans cet organe

est très limitée en raison des faibles niveaux de CYP. Il est donc possible que les niveaux

constitutifs de GST et de GPX soient suffisants pour éliminer les métabolites générés sans

nécessiter une induction.

Figure III-4 : Variations des activités enzymatiques dans le toit de la cavité palléale
d'H. aspersa après exposition au NA.P

Les données correspondent à ia moyenne + l'écart-type de 9 échantillons indépendants. * différence statistiquement

sisnificative suivant le test de Mann Whitney (P < 0,01).
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W-2. La glande tligestive

La glande digestive présente une augmentation faible mais statistiquement significative des

activités EROD (1,3 fois) et ECOD (1,5 fois) (Fig. ffi-5). Cette induction est en accord avec

celle observée dans le foie de souris, où f injection intra-péritonéale de HAP de deux et trois

cycles augmente faiblement I'activité EROD (Chaloupka et aL.,1995). Une induction de I'activité

ECOD a égalernent été observée dans les glandes digestives des bivalves lul. edulis après

exposition au 3MC (Livingstone et al., 1988) et M. galloprovincialis après exposition au PB

(Galli et a\.,1988). Cette induction fournit des époxydes, substrats des voies de rnéiabolisation

situées en avai.

Figure XII-S : Variations des activités enzymatiques dans la glande eligestive d'II. aspersa
après exposition au NAF

Les données correspondent à la moyenne * l'écart-type de 9 échantillons indépenda.nts * différence statistiqr.rement
signifrcative suivant Ie test de Mann Whitney (P < 0,01).

Chez les mammifères, il est établi qr-re I'induction du CYP est AhR-dépendante (Polland et

al.,I976). Cependant, I'intervention d'une voie alternative. indépendante du récepteur Ah semble

être sollicitée lors de I'induction de I'expression du gène CYP IA2 par des IIAP à 3 cycles chez

les souns (Chaloupka et al., 1991). Il en est de même pour I'induction par le carbaryl de
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I'expression du gène CYPIAI chez I'homme (Sandozet a\.,1998). Il est donc possible, que le

NAp, dont I'incapacité à se fîxer au récepteur Ah a été démontrée, emprunte égaiement ce type

de voie alternative. La présence du récepteur Ah chez les mollusques étant sujette à controverses,

il serait intéressant, dans un travail ultérieur, de déterminer la voie de signalisation mise en

Guvïe lors de I'induction des activités EROD et ECOD que nous avons observées après

traitement au NAP.

Alors que les activités GST et GR ne sont pas affectées par I'exposition au NAP, on

observe que I'induction des activités EROD et ECOD est associée à la diminution des activités

GpX d'un facteur 1,5. Une observation similaire a été rapportée chez des rats exposés par voie

orale au NAP (Germansky et Jarnall, 198S). Une augmentation de la peroxydation lipidique dans

le foie, qui est associée à une réduction significative des activités GPX résulte de ce traitement in

vtvo. Alors que cette diminution de I'activité GPX n'est pas expliquée, I'implication du NAP dans

les processus de la peroxydation lipidique est bien élucidée. En effet, I'administration orale de

NAp chez des rats augmente significativement I'excrétion urinaire des métabolites de la

peroxydation lipidique, comprenant le malondialdéhyde, le formaldéhyde et I'acétaldéhyde

(Vuchetich et al., 1996). L'origine de cette peroxydation lipidique se trouve dans la production

accrue d'espèces réactives (Brasifus et a|.,1987) qui augmente la microviscosité des membranes

mitochondriales et microsomales du foie et du cerveau de rat (Vuchetich et al., 1996). Cette

production d'espèces réactives, couplée à une déplétion du GSH observée chez les mammifères

après exposition au NAP, tant dans des conditions ln vllro (Richieri et Buckpitt, 1988) qu'in vivo

(Warren et a1.,1982, Vuchetich et al., 1996) conduit à un stress oxydant qui sera aggravé par la

diminution de I'activité GPX.

tr-3. Le rein

A I'inverse de ce qui se passe pour la glande digestive, le traitement par le NAP diminue

significativement les activités EROD et ECOD, respectivement d'un facteur 1,4 et 7,2

Gig, m-6). Aucune variation significative n'est observable pour les enzymes associées au

glutathion, bien qu'une tendance à la diminution des activités GPX puisse être observée.

En comparaison avec le toit de la cavité palléale et la glande digestive, les niveaux de base

des activités CYP sont nettement plus élevés dans le rein, d'un facteur 10 et 3 respectivement

pour ECOD et EROD. En conséquence, le rnétabolisme du NAP dans cet organe peut s'effectuer

plus rapidement, plus efficacement et produire davantage de métabolites réactifs. Ces derniers

peuvent être à I'origine de la génération d'un stress oxydant important (Fig. m-3). Cr, une étude

réalisée chez I'homme a montré que le stress oxydant peut réguler négativement I'expression du

gène CyPIIl (Morel et Barouki, 1998). De plus, des travaux récents effectués chez des
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vertébrés ont démontré que les ERO sont capables de réagir avec le site actif

provoquant son inactivation (Schlezinger et a1.,1999). Ces observations peuvent

diminution des activités CYP observées dans le rein d'.H. aspersa.

du CYP1Al

expliquer la

Figure Itr-6 : Variations des activités enzymatiques dans le rein d'II. aspersa après
exPosition au NAP

Les données correspondent à la moyenne + l'écart-type de 9 échary1llons indépendants. * différence statistiquement

significative suivant le test de Mann Whitney (P < 0,01)'

II-4. Conclusions

Les activités Cyp répondent d'une façon organo-spécifique à I'exposition d'H' aspersa à

une atmosphère saturée en NAp. Alors qu'elles sont augmentées dans la glande digestive, ces

dernières diminuent dans le rein. Ce comportement inverse est probablement le reflet de

concentrations différentes d'espèces réactives entre ces organes, dû à des niveaux d'activités

basales forts distincts. A I'inverse, les enzymes associées au glutathion présentent le même

comportement. Les activités GST ne sont pas modifiées, alors que les activités GPX sont

diminuées dans la glande digestive, mais également dans le rein bien que statistiquement non-

significatives.
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ITtr- Exposition aEr NAP : varuaÉions des activités enzyrnatiqEres chez

Pleur o ziw rn s cla r e b eri

Pleuroziwn schreberi a été exposée durant trois jours à une ambiance saturée en NAP, tout

comme H. aspersa.

A notre connaissance, le métabolisme du NAP n'a pas été étudié chez les végétaux. Toutefois, les

systèmes de biotransfonnation et antioxydants des animaux se retrouvent également chez les

végétaux. Sans préjuger de leur importance relative, il était donc logique d'étudier les effets du

NAP sur les enzymes du système du glutathion chez la mousse, en y adjoignant deux activités

antioxydantes.

L'exposition au NAP de P. schreberi n'occasionne aucune modification statistiquement

significative des différentes activités enzymatiques explorées (Fig. ffi-7). Toutefois, une

tendance à I'augmentation des activités GSTcDNB (1,3 fois), GSTDcNB (1,6 fois), CAT (1,4 fois) et

GPX,so6oH (i,5 fois) est visible.

Figtrre III-7 : Variations des activités enz-vmatiques chez Pleurozium schreberi après
exposition au NAP

Les données correspondent à la moyenne * l'écart-type de 3 échantillons indépendants. * différence statistiquement

significative suivant le test de Mann Whitney (P < 0,0i)
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Deux hypothèses, suggérées par des résultats obtenus sur la mousse aquatique Fontinalis

antipyrerica, peuvent être avancées pour tenter d'expliquer cette absence de réponse. Exposé à

2 pM de phénanthrène (HAP à 3 cycles) durant neuf jours, cet organisnte n'est capable d'en

métaboliser qu'une très faible quantité, la rnajeure partie de ce polluant étant adsorbée ù la

surface de la plante (Schrenk et Steinberg, 1998). Soit, le même phénomène se produit chez

P. schreberl et explique cette tendance à I'augmentation de certaines activités explorées, soit,

P. schreberl, connue comme accumulateur performant de HAP, accumule efficacement le NAP

mais ne le métabolise pas ou, nécessite plus de 3 jours d'exposition pour qu'une variation des

activités enzymatiques soit visualisable.

Une étude sur differents temps d'exposition, mais également sur plus de trois échantillons s'avère

indispensable pow confirmer I'Lute ou I'autre de ces hypothèses.
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fV- RécaPitulatif

\ new aspersa

oRéponseorgano-spécifiqueaprès3joursd'expositionauNAP

A TCP : aucrme variation observée

OERODeTECOD vGD e t \R

@GST: )GDetR

O GPX : \l GD et R (non significative pour R)

\ Pleuroziurn schreberi

o Aucune variation significative GST, GR, GPX, CAT et APX après 3 jours d'exposition

au NAP

6p=giandedigestive,R=rein,TCP=toitdelacavitépalléale,NAP=naphtalène
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Les expérimentations précédentes ont évalué la sensibilité des paramètres biochimiques

choisis à une pollution atmosphérique par un HAP simple, dans des conditions contrôlées. Afin

de tendre davantage vers une situation réelle, les variations de ces mêmes paramètres ont été

étudiées dans des conditions expérimentales que nous pouvons considérer comme seml-

contrôlées. Cette étud e a éte réalisée en milieu industriel. En effet, les principales causes

d'exposition aux HAP des ouwiers sont liées à l'utilisation de procédés de combustion dans

I'environnement du poste de travail. Cette situation est particuiièrement manifeste lorsque les

procédés de fabrication utilisent la combustion du brai de houille. Des études épidémiologiques

et expérimentales permettent de classer le brai de houille comme un composé cancérigène pour

I'homme qui augrnente, notamment, les risques de cancer de la peau, du poumon et de Ia vessie

(Groupe 1, IARC 1985).

Les organismes ont donc été installés, pendant 8 heures, sur une chaîne de production à

une distance plus ou moins importante de la source de pollution, donc à une arnbiance plus ou

moins chargée en HAP. Le benzo[a]pyrène, considéré comme un marqueur représentatif de cette

famille de composés émis par les procédés de fonte, a été choisi comme traceur (WHO, 1987)'

De plus, étant connu pour ses propriétés hautement cancérigènes, il pennet d'estimer le "pouvoir

cancérigène" de I'aflnosphère (IARC, 1983). Ainsi, l'expérimentation a été effectuée sur trois

postes de travail que nous avons désignés par un chiffre en fonction de la concentration en

benzo[a]pyrène : site 1 : 380 ng de BaP/m3, site 2:510 ng de BaP/m3 et site 3 : 840 ng de

BaP/m3. A priori,l'atmosphère des sites 1 et 3 est principalement chargée en HAP. Par contre, un

atelier de peinture se situant au niveau du site 2, des polluants de nature différente, en

I'occurrence des solvants organiques, sont probablement présents à ce niveau. Le site témoin

numéroté 0, correspond à notre salle d'élevage qui est considérée comme exempte dTlAP.

I- Voies métaboliques du benzo[a]pyrène chez les mollusques

Des études réalisées sur des microsomes de glande digestive du bivalve M. edulis ont permis de

mettre en évidence différentes voies de biotransformation du BaP t1] (Livingstone et al',1990)'

Ce polluant peut être métabolisé en intermédiaires réactifs suivant deux voies majeures (Fig. III-

8).

La première voie, catalysée par les CYP, implique I'oxydation du BaP via un mécanisme à

deux électrons et produit divers époxydes [2]. Ces métabolites vont successivement subir

différentes réactions catalysées par les CYP et les EH générant ainsi ur composé hautement

rêacif,le BaP 7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde t4l (BPDE). Le BPDE peut, entre autres, former
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des adduits à I'ADN (Bigger et al., 1994,\ ou être conjugué au giutathion l5l par les GST en \rue

d'une élimination ultérieure.

La seconde voie métabolique est égalernent catalysée par les CYP, mais nécessite un seul

électron. L'oxydation du BaP forme un radical catioruque [6] qui peut également se lier aux

macromolécules, dont I'ADN (Livingstone et al., 1990). Ce rnétabolite peut conduire par

oxydation spontanée à des quinones [7] qui initient la cascade radicalaire et produisent des ERO

tels que I'anion superoxyde (Oro-), le peroxyde d'hydrogène (HrOr) et, le plus réactif,le radical

hydroxyl (OH') (Venier et Canova, 1996, Sjôlin et Livingstone, 1997). Les ERO ainsi produits

vont pouvotr occasionner un stress oxydant dont la sévérité dépendra de I'efficacité des défenses

antioxydantes (SOl), CAT, GPX. .).

- ,  
i tF' 

no"

Auto-oxvdation=++

(l) BaP, (2) BaP-7,8-époxyde, (3) BaP-7,8-dihydrodiol, (4) BaP-7,8-dihydrodiol-9,10-époxyde (BPDE),
(5) conjugué au glutathion, (6) radical cationique du BaP, (7) diverses quinones, (S) BaP semi-quinone
CAT, catalase, GTX, glutathion peroxydase, SOD, superoxyde dismutase, EH, époxyde hydrolase, GST,
glutathi on,l-transférases, CYP, cytochrome P4 5 0

Figure ffi-8 : Voies métaboliques du benzo[a]pyrène chez Mytilus edulis-çme4ifiée de
Mitchetrmore et oL, 1998)
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tr-l. I-es activités de phase I : EROD et ECOI)

lI- Vaniatioras des ac'tivités enzymatiques chez,Ff. Gspers{r

Figure ffi-9 : Variations cles activités de phase I dans les trois organes d'I{elk flspers&'

après 8 heures d'exposition à une atmosphène de travail chargée en HAF

Les données correspondent à la moyenne + l'écart-iype de n échantillons. Site 0 = site témoin

site 1 :3g0 ng Bap/mr, slte Z = 510 ng BaP/m'et site 3:.840 ng BaP/nt'. Les différences statistiquement

significatives pur.upport au site 0, représeniées par" P < 0,05, b P <0,02, "P < 0,01 ont été déterminées par analyse
- 

de variance (ANOVA), après transformation logarithmique des données

Exception faite des résultats obtenus pour ia glande digestive dans le cas du site 2, I'activité

EROD est signilicativement augurentée après huit heures d'exposition, quels que soient le site et

I'organe considérés (Fig. trftr-9, 4., B et C). Ces inductions, bien que statistiquement

sigruficatives, sont faibles puisque les facteurs d'augrnentation des activités sont compris entre

I,Z et 1,6 avec une moyenne de 1,4. L'activité ECOD, qui n'est pas détectée dans le toit de la

cavité palléale, présente dans la glande digestive et le rein le même profil que I'activité EROD

(Fig. ffi-9, D et E). Les facteurs d'induction des activités EROD et ECOD ne sont pas influencés

par la concentrafion de BaP lorsque celle-ci varie dans I'rntervalle considéré (380 à 840 nglm3)
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L'augmentation des activités CYP après exposition contrôlée au BaP a été observée aussi

bien chez les vertébrés que chez les invertébrés (Chap I, Partie III). Chez les vertébrés, plus

particulièrement les poissons, I'augmentation de I'activité EROD a éte rapportée chez de

nombreuses espèces, exposées au BaP par des voies très variées. De telles inductions ont été

signalées chez : le flet, Platichthys flesus, après injection intramusculaire de 1 mg de BaP/kg

(Beyer et al., T997); le loup de mer, Dicentrarchus labrax, après injection intra-péritonéale de

20 mg de BaP/kg (Lemaire et al., L992); I'omble, Salvelinus alpinus, après exposition à une dose

orale de 60 rng de BaP/kg (Woikers et a|.,1996) et également la truite arc-en-ciel, Oncorhynclnts

mykiss, après 72 heures d'exposition statique à 100 Fg de B*lL (Cravedi et al., i998). Dans le

cas du flet, I'induction maximale de l'activité hépatique EROD est atteinte deux jours après

I'injection, puis diminue après quatre jours, jusqu'à retrouver son niveau de base seize jours après

I'injection (Beyer et a\.,1997). De même, pour le loup de mer, I'injection provoque une induction

maximale des activités hépatiques EROD et ECOD en vingt-quatre heures. Ces activités chutent

48 heures après le traitement pour atteindre leurs niveaux de base 168 heures après I'exposition

(Lemaire et al., 1992). Ces études mettent donc en évidence une induction transitoire des

activités CYP lors d'intoxications aiguës.

Ce phénomène transitoire a également été signalé chez un invertébré, le ver de terre Eisenia

fetida andrei. En effet, I'exposition de cet organisme à un sol contaminé par 0,05 mg de BaP/kg

de sol, conduit à une augmentation de I'activité méthoxyrésorufine-O-dééthylase (MROD) après

1, 2 et 7 jours d'exposition, suivie d'une diminution de I'activité eneymatique après 14 jours

d'exposition. Si la concentration en BaP est de i mgAg de sol, alors I'augmentation se limite au

premier jour d'exposition, si ceile-ci est de 100 ou 1000 mg de BaP/kg alors" dès le premier jour,

I'activité MROD descend sous le niveau de base (Saint-Denis et a\.,1999), En résumé, dans cette

étude, I'activité MROD est augrnentée pour la plus faible dose testée (0,05 mg de BaP/kg) et est

diminuée aux concentrations les plus importantes (100 et I 000 mg de BaP/kg).

Les résultats observés chez H. aspersa (Fig. m-9) mettent en évidence I'implication des

CYP dans le métabolisme des HAP, pour les trois organes explorés. Cette implication se révèle

par ule induction précoce (après 8 heures d'exposition), mais non dose-dépendante, des activités

EROD et ECOD. Cette absence de réponse dose-dépendante peut s'expliquer au regard des

résultats bibliographiques rapportés précédemment, tant chez les vertébrés que chez les

invertébrés. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer ce phénomène :

O Le temps d'exposition, limité à huit heures, est trop court pour pouvoir déceler une

réponse dose-dépendante. Les exemples bibliographiques cités auparavant ont bien mis en

évidence I'importance du paramètre "temps" dans I'induction des activités CYP. Ainsi, il est fort
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probable que dans notre cas de figure, une durée de huit heures d'exposition soit trop courte pour

visualiser une différence de réponse entre les trois concentrations étudiées (380, 510 et 840 ng de

BaP/m3).

@ La ooncentration de BaP est trop importante pour observer une réponse dose-

dépendante. Il peut effectivement y avoir saturation du système dès 380 ng de BaP/m3. On note

que les concentrations en BaP présentes dans cette afinosphère de travail sont nettement plus

importantes que celles rencontrées en milieu urbain qui sont de I'ordre du nanoglamme.

O Les différences de concentrations de BaP entre les sites sont de quelques centaines

de nanogrammes et peut-être insuffisantes pour mettre en évidence de façon claire une reiation

dose-effet.

@ Les deux hypothèses précédentes ne prennent en considération que I'effet du BaP

qui est utilisé ici comme traceur reflétant la concentration de divers HAP. Or, la souce de

pollution provenant de la combustion du brai de houille, I'atmosphère contient un mélange plus

ou moins complexe de IIAP qui peuvent exelcer des effets propres sur les activités explorées. De

plus, la cornposition de I'atmosphère peut également être modifiée par la présence de polluants

de nature différente, principalement émis au niveau du site 2, où des travaux de peinture sont

réalisés. L'émanation sur ce site de solvants organiques (toluène, xylène), mais également de

pigments, est donc indéniable. La modification de ce mélange complexe de polluants peut

engendrer des effets aussi bien synergiques qurantagonistes. Un tel effet antagoniste a été

clairement identifié dans des cellules d'hépatomes de rat H4IIE. Le traitement de ces dernières

par rm mélange de fluoranthène et benzofk]fluoranthène (BkF) occasionne une diminution de

I'activité EROD. Or, le BkF est un inducteur puissant de I'activité EROD (Willett et al',1998).

De plus, I'activité EROD est augmentée après traitement de cellules d'hépatomes de rat FaO par

un mélange de HAP aux plus faibles concentrations, alors qu'elle est diminuée aux plus fortes

concentrations. Il sernblerait que la présence d'inhibiteurs dans le mélange, qui agissent aux plus

fortes doses soit responsable de cette diminution (Chiarolint et al., 1997). Ces hypothèses

peuvent expliquer I'absence d'une réponse dose-dépendante, mais également I'absence

d'induction des activités CYP dans la glande digestive au niveau du site 2.

Ces différentes hypothèses ne s'excluent nullement. En effet, il est absolument impossible

de dissocier la variable temps d'exposition de la variabie concentration. Ces deux composantes

sont forcément impliquées dans ies processus d'induction'

Pour vérifier le fondement de ces hypothèses des études complémentaires sont

indispensables. I1 serait nécessaire de réaliser la même expérimentation avec différents temps

d'exposition mais également une plus grande gafiune de concentrations. De mêrne, le suivi de
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plusieurs I{AP, tant en phase gazeuse que particulaire, permettrait d'identifier le ou les FIAP

prédominants. Une fois ies HAP majoritaires détenninés, des études en conditions contrôlées

faciliteraient les interprétations quant aux effets slmergiques ou antagonistes possibies.

II-2. Les activités associées au glutathion

A I'inverse des activités CYP qui présentent une réponse similaire dans les trois organes,

les activités associées au glutathion montrçnt très nettement une sensibilité organo-spécifique

(Fig. Itr-10 et III-11),

Figure m-10 : Variations des activités glutathion,S-transférases dans les trois organes
d'trIelix asperc&, après I heures d'exposition à une atmosphère de travail chargée en HAP

Les données correspondent à la moyenne t l'écart-type de n échantillons. Site 0 : site témoin,
site I : 380 ng BaP/m', site 2 : 510 ng BaP/rnl et site 3 =.840 ng BaP/m'. Les différences statistiquement

s igni f icat ivesparrapportausi te0,représentéespar 'P<0,05,oP<0,02,"P<0,01 ontetédeterminéesparanalyse
de variance (ANOVA), après transformation iogarithmique des données.

Dans le toit de la cavité palléale, les activités associées au glutathion (GST, GPX et GR) ne

sont pas significativement modifiées quel que soit le site considéré (Fig. m-l0A' 10D' 11A'

ltrD et 11G). Les activités CYP de cet organe étant extrêmement faibles, les rnétabolites sont

probablement formés en quantité mineure. Nous pouvons donc supposer que les niveaux de base

des enzymes associées au glutathion sont suffisants pour éliminer ces derniers. Au regard de ces
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résultats et de ceux obtenus lors de I'exposition contrôiée au NAP, il semble que cet organe

présente peu d'intérêt en we de f identification de biornarqueurs.

Dans le rein et la glande digestive, l'activité GSTNao n'est pas affectée par ce type

d'exposition. Au contraire, I'activité GST.DNB dans le rein n'est significativement augmentée d'un

facteur I,5 que pour le site 2, alors que dans la glande digestive cette activité est

signrficativement augmentée d'un facteur 1,5 quel que soit le site considéré (Fig. m-10). Pour

ces deux organes, les profils des activités GSTcoNe et GSTsoe sont identiques. Il semble donc,

que, comme nous I'avons suggéré dans la prernière partie de ce chapitre, le NQO reflète une

activité globale qui paraît avoir peu d'intérêt.

La divergence des résultats pour I'activité GSTcDm entre la glande digestive et le rein

suggère que le BaP suit des voies métaboliques différentes dans ces deux organes. L'induction de

cette activité enzymatique dans la glande digestive rndique I'irnplication de cette enzyme dans les

processus de détoxication du BaP. Celle-ci peut effectivement être capable de catalyser la

conjugaison du GSH au BPDE (Fig. m-8), comme cela a été démontré chez le poisson chat,

Ictalurus plmctatus (Gallagher et al., 1996). Dans le cas du rein, I'implication de diverses

enzymes de conjugaison peut expliquer I'absence d'induction de la GST dans cet organe. En

I'occurrence, I'UGT peut jouer un rôle déterminant, comme cela a été observé chez le loup de

mer exposé au BaP où, I'activité UGT est fortement induite, alors que I'activité GST reste stable

(Lemaire et al., 1992),I1 est également possible, que dans cet organe, tout comme chez Mytilus

edulis,la voie principale de détoxication aboutisse aux quinones dont l'élimination est assurée

par la cytochrome P450 réductase (Fig. m-8, Lemaire et al., 1993, Michel et al., 1995,

Livingstone et al., 1997). Le niveau constitutif de GST dans le rein est donc susceptible d'être

suffisant pour conjuguer ies diol-époxydes produits en faible quantité, Néanmoins, une induction

est observée pour le site 2. Les émanations particuiières au niveau de ce poste de travail, sont

probablement responsables de ce phénomène.

Les activités GPX et GR présentent également des réponses organo-spécifiques (Fig. m-

11). Alors que les activités GPXc"ooH et GPX,s"oos sont signrficativement augmentées dans la

glande digestive d'un facteur de deux à quatre,l'activité GR n'est augrnentée que dans le rein (3 à

4 fois). Bien que la difference soit statistiquement non-significative, les activités GPX mesurées

dans le rein sont plus importantes pour les sites contaminés que pour le site témoin. En effet, ces

dernières sont augmentées d'un facteur de deux à trois pour I'activité GP>fu"oo" et de six à dix

pour I'activité GPX,""oor. Au regard des niveaux anormalement faibles de ces dernières, ces

augmentations, tant dans le rein que dans la glande digestive, sont à prendre avec précautions
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pour ie site témoin. Les variations des niveaux de base de cefte activité, déjà soulignées dans la

première partie de ce chapitre, tendent à confirmer la sensibilité de celte enryme à des

paramètres non maîtrisés. Ces flurctuations rendent délicates I'interprétation des résultats, d'autant

plus qu'au cours de I'exposition d'H. aspersa au NAP, une dirninution de ces activités

enzymatiques avait été observée dans les deux organes. Pour tenter d'expliquer ces divergences,

l'évaluation du stress oxydant s'avère indispensable. Celle-ci pounait se réaliser par le suivi des

produits de la peroxydation lipidique, mais égalernent du GSH. Cette demière information,

permettrait égalernent d'expliquer l'augmentation du niveau de I'activité GR dans le rein, qui est

probablement due à un besoin accru en GSH.

Figure III-11 : Variations des activités gXutathion peroxydases et glutathion réductase dans
les trois organes d'trIeli-x aspersq après I heures d'exposition à un méiange de H-AF

Les données correspondent à la moyenne + l'écart-type de n échantillons Site 0 : site témoin,
site 1 : 380 ng BaP/m3, site 2 : 510 ng BaP/m' et site 3 : 840 ng BaP/mr Les différences statistiquement

s ign i f i ca t i vespa r rappo r taus i t e0 , rep résen téespa roP<0 ,05 ,0P<0 ,02 , 'P<0 ,01on te tédé te rm inéespa rana l yse
de variance (ANOVA), après transformation logarithmiclue des données
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III- Variations des activités enrymatiques chez P schreberi

P. schreberi a été exposée dans les mêmes conditions qu'H. aspersa, à savoir une exposition de

huit heures dans cette même atmosphère chargée en HAP. Les résultats obtenus sont représentés

sur la fÏgure m-12.

Autant les voies métaboiiques du BaP chez les mollusques commencent à être bien élucidées,

autant dans les cultures cellulaires de plantes, ainsi que dans les plantes entières, ces dernières ne

sont que partiellernent connues. En effet, I'altération du développement des plantes après

exposition au BaP est expliquée par une probable activation de ce polluant en espèces réactives'

Cette activation emprunterait des voies identiques à celles identifiées chez les animaux (Fonest

et a1.,1989). Plus particulièrement, en présence de BaP les microsomes d'artiçhaut (Helianthus

tuberosus) produisent des métabolites qui occasionnent une mutagénicité déterminée par le test

d'Ames. La formation de ces métabolites nécessite certainement I'intervention du CYP (Higashi

e t  a | . ,198 i ) .

Récemment, des études réalisées sur des algues aquatiques ont mis en évidence I'implication des

CYP et des peroxydases dans le métabolisme du BaP. De p1us, différents produits d'oxydation,

Le. diols, quinones et phénols, ont été détectés dans ces organismes (Kirso et Irha, 1998). Ces

pro ts, sont similaires à ceux identifiés chez les mollusques et suggèrent donc I'implication de

systèmes enzSrmatiques identiques dans ces deux types d'organismes.

A I'exception de l'activité GPX,su6c,H pour le site2, aucune des activités enzymatiques explorées

çhez P. schreberi ne présente de variations significatives après huit heures d'exposition à une

atmosphère chargée en F{AP (Fig. III-12). Néanmoins, il faut souligner pour le site 2, la

tendance à I'augmentation du niveau des activités GSTeçps, GPX, APX et CAT. Il semblerait que

les polluants supplémentaires générés sur ce site aient un pouvoir inducteur' Ils peuvent

effectivement être plus réactifs que les HAP ou peuvent interagir avec les HAP produisant ainsi

des espèces plus actives.

Au premier abord nos résultats semblent contradictoires avec ceux rapportés chez la mousse

aquatique, Fontinalis antipyretica, dont les activités APX, SOD et peroxydase sont

significativement augmentées après 35 jours de transplantation sur différents sites plus ou moins

contaminés en HAp. Les variations de chacune de ces activités enzymatiques sont fortement

corrélées à la quantité totale de FIAP extraite des tissus de F. antipyretica, qui accumule

davantage les IIAP de quatre et cinq cycles que ceux de deux et trois (Roy et al., 1996). De plus,
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I'exposition de cet organisme en conditions contrôlées durant 168 heures à 0,5 prM de BaP

provoque également une induction des activités APX (25 %), GSTcD*u (35 %) et GR (30 %).

Toutefois, ce comportement est à nuancer car si le BaP est rernpiacé par le BaA, les activités

GSTcD"B et GR ne sont plus rnodifiées (Roy et al., 1994). Néanmoins, compte tenu des

différences fondamentales entre notre étude et celles de Roy et al. (espèce aquatique, temps

d'exposition de 7 à 35 jours), la comparaison est délicate. Arnsi, les hypothèses évoquées pour

expliquer I'absence d'induction des paramètres biochimiques après 3 jours d'exposition de P,

scfueberi au NAP, s'appiiquent également à cette expérimentation.

Figure III-12 : Variations des activités GST, GFX, GR., A.PX et CAT chez Pleurozium
schreberi après 8 heures d'exposition à une atmosphère de travail chargée en HAF

Les données correspondent à la moyenne * l'écart-type de 3 échantillons Site 0 : site témoin,
site 1 :380 ngBaPimr, site2:5i0 ngBaP/mr et site3 = S40ngBaPim Les différences staristiquement

significativesparrapportau site 0, représentées paroP< 0,05, b P <0,02," P 0,01 ont été déterminees paranalyse
de variance (ANOVA), après transformation logarithmique des données
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IV- Récapitulatif

b rrelrx aspersn

O Augmentation des acûvités EROD et ECOD pour les trois organes : TCP, R, GD

@ Augmentation de I'activité GST.DNB dans GD

:> Réponse précoce : 8 heures d'exposition

:> Réponse non dose dépendante

@ Fluctuations anormales et non maîtrisées des niveaux de base de I'activité GPX

V Pl"uroziumschreberi

O Absence de modification des activités : GST, GR, GP>fu'ooH, APX, CAT

@ Augmentation de I'activité GPX,BuooH uniquement pour le site où des travaux de

peinture sont réalisés

\ Remarques

Influence possible, tanl chez H. aspersa que chez P. schreberi, des polluants (solvants

organiques probablement) émanant d'un atelier de peinture situé au niveau du site 2
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Les expérimentations réalisées dans des conditions contrôlées et semi-contrôlées ont permis de

mettre en évidence la sensibilité des paramètres biochimiques explorés, à une pollution

atmosphérique par un ou plusieurs HAP. Dans ces conditions d'étude, le ou les HAP étaient

présents dans I'atmosphère à des concentrations extrêmernent élevées en comparaison à celles

trouvées dans une atmosphère urbaine. Ainsi, dans I'objectif d'apprécier la valeur de ces

paramètres en tant que biomarqueur potentiel de la pollution atmosphérique par les HAP,

H. aspersa etP. schreberi ontété exposés à une pollution urbaine.

Les organismes ont été transplantés sur trois sites nancéiens, pour lesquels nous avons accès aux

niveaux de NO, NO2, SO2 et 03, foumis par le réseau de suweillance de la qualité de I'air

(Airl,or), mais également à la pluviornétrie, foumie par la Communauté Urbaine du Grand

Nancy (CUGN). Chacun de ces sites devait également répondre aux critères d'accessibiiité, de

bonne praticabilité et de limitation du vandalisme. Les trois sites retenus sont succinctement

décrits dans le tableau III-4.

I- Exposition d'Flelix aspersa à une atmosphère urbaine

Les escargots ont été implantés en été (Fig. III-13) et en automne (Fig. ru-14) 1998 sur les 3

sites évoqués préoédemment : Laboratoire des Ponts et Chaussées (LP), Airlor et EDF. Les

temps d'exposition ont varié de 1 à 3 semaines.

I-1. Examen des niveaux de pollution sur les trois sites

Sur le site d'EDF les concentratrons en NO et NOz sont prédorninantes avec des valeurs

moyeffles, calculées sur les deux saisons, respectivement de 40 et 45 pgim' (Fig. III-13A et

1,14). Bien que ce site présente les niveaux les plus importants, ces derniers se situent toujours

sous le seuil de recommandation de I'OMS (150 prg/m3 pour 24 h). Le NOz, à I'inverse du NO,

reste reiativement stable au cours de I'expérirnentation sur ce site. Cette stabilrté est nettement

plus marquée sur le site du LP qui présente les concentrations moyennes en NO et NOz les plus

Tableau ItrI-4 : Description des stations d'exposition

Nom de Ia sfation

Plateau de Brabois, 1 Allée de
Longchamp, Vandceuwe-lès-
Nancy

Périurbain
Autoroute A3l à quelques
centaines de mètres

EDF' 32,rue S'Léon
Nancy

Cente ville
Proximité circulation automobile
et gare SNCF

71. rue de 1a Grande Haie
Tomblaine

Périurbain
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faibles, 4 et 16 Vdmt respectivement. A I'inverse, ces polluants fluctuent fortement sur le site

d,Airlor. Cette fluctuation est très nettement visible en automne (Fig. III-144, Tab. trI-5) où le

niveau de base, qui correspond aux concentrations trouvées sur le site du LP, est perturbé par des

pics atteignant ies niveaux de concentrations du site dEDF.

Tableau III-5 : Concentrations des polluants sur les frois sites étudiés en fonction de la période d'exposition

Â t a
L ) t 0

1

U

U

45

t 2Automne 2 5

63

49

Eté I 14 57

Automne I B 65

8 4 2 6 1

Automne 7 41 88

" i  18 5ô 1 1 0

5 2 535 50 76

27 41 59

5 1

l v

69

55

t + t

78

86

z+3

27

2

39

23

mini : concentration miru , moy = concentratron moyeirne, maxl = concentrauon

Des fluctuations sont également visibles pour le SO2 principalement sur le site d'EDF. En

effet, on observe que le niveau de ce polluant présente, à certaines périodes, des pics atteignant

15 à 25 Vglm, (Tab. m-5). Ces valeurs restent toutefois acceptables au regard des

recommandations de I'OMS qui préconisent une valeur seuil de 125 pglm3 pow 24 h. Quel que

soit le site considéré, la concentration en SOz est nettement inferieure à celles en NO et en NOz.

Cette différence s'explique par I'origine des poiluants. En effet, le NO et le NOz sont

principalement émis par les véhicules alors que le SOz a pour sor}Ice majeure les industries,

absentes dans I'environnement de nos sites d'étude'

A I'inverse, I'ozone est prépondérant sur les sites du LP et d'Air]-or, dont la concentration

moyenne est d'environ 65 pglm3 en été et de 50 Vglmt en automne, aloru que sur le site d'EDF

elle n'atteint qu'environ 40 et 20 lrdmt respectivement pour les mêmes périodes (Tab. trI-s)'

Les réactions de production/destruction de I'ozone influencées par les hydrocarbures provenant

de la circulation automobile dense peuvent ces obsewations. En effet, cette molécule est très

instable et elle est faciiement et rapidement détruite par des polluants primaires tels que le NO.

Cette propriété explique sa prédominance sur les sites du LP et d'Airlor qui sont moins poilués

qu'EDF. De plus, I'ozone étant le produit de la photolyse du NO', et sa production nette

dépendant, entre autres, du rapport fNOr]/[NO] et de I'intensité des rayonnements solaires, il est

naturel qu'il prédomine durant les périodes ensoleillées. L'évolution de chaque polluant dépend,

en partie, des fluctuations des deux autres (Siilman et al., 1997). L'ozone, comme tous les

polluants, subit également I'influence des paramètres climatiques (Sillman, 1999), tels que la
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température et l'hygrométrie. Malheureusement, ie seul paramètre météorologique disponible sur

les trois sites étudiés est la pluviométne'

Du fait de leur localisation différente sur I'agglomération nancéienne, les trois sites

sélectionnés pou1 notre étude ont des caractéristiques de niveaux de poliuants différents. Les

HAP, qui font I'objet de notre attention, ne sont pas mesurés en routine' Cette lacune peut

heureusement être palliée par les corrélations reportées dans la littérature. En effet, d'après

Valério et at. (1999), les concentrations en HAP sont corrélées positivement avec celles de No'

Le résultat des corrélations dépend toutefois du ou des HAp considérés. En efret, d'après Brown

et al. (1996), les HAP peuvent être repartis en quatre groupes :

- Groupe I : HAp n'ayant aucune corrélation significative avec le NO, le CO et les

hydrocarbures aromatiques non-méthaniques (NMHC)' Ce groupe comprend I'anthracène' le

fluoranthène, le pyrène ,lebenznla]anthracène, le benzo[Ë]fluoranthène et I'anthanthrène'

- Groupe 2 : IIAP corrélés faiblernent aveç les NMHC. Le phénanthrène, le

cyclopenta[cdlpyrène et le chrysène entrent dans cette catégorie'

- Groupe 3 : HAP conélés avec les NMHC, le CO et le No. ce groupe comprend le

benzo[e]pyrène, Ie BaP, le dibenz[a]anthracène, le berufghl]péryiène, I'indénofcr{pyrène' le

coronène et le benzofc]phénanthrène'

- Groupe 4 : HAp présentant les mêmes conéiations que ceux du groupe 3, plus une,

avec le SOz. C'est le benzo[ô]fluoranthène uniquement'

Inversement, tous les HAP sont corrélés négativement avec I'ozone (Brown et a\" 1996, Valério

et al.,1999).

Compte tenu de ces informations, mais également de la localisation des sites, nous pouvons en

conclure que les concentrations de FIAP sont probablement prépondérantes sur le site d'EDF'

puis sur le site d'Airlor.

I-2. Influence de la pollution urbaine sur le système enzymatiqae d'Helix a.spersa

oufre ies niveaux de poliuants qui diffèrent enffe les sites, la durée d'exposition et la saison

varient au cours de I'expérimentation. Cette étude vise donc, dans un premier temps, à mettre en

évidence l,influence globale du site, de la durée d'exposition et de la saison. Cette étape achevée,

nous tenterons d,établir les liens existant entre les paramètres biochitniques explorés et les

polluants.

l'2.1. La glande digestive

Les variations enzymatiques observées pour la glande digestive après exposition de

H. aspersa sont représentées sur les {igures m-138 et -148. Aucune activité EROD et ECOD
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n'a pu être détectée dans les échantiilons, I'exposition des escargots à la pollution urbaine en est

probablement responsable. En effet, I'exposition dç rats, durant un mois, à un mélange d'ozone

(400 pg/m3) et de NO, (7640 pg/m3) conduit à une drrninution de I'activité EROD de 140 Yo par

rapport au confrôle (Takahashi et al.,1989). Ainsi, bien que les niveaux de ces polluants soient

nettement plus faibles dans I'atmosphère, ce même phénomène peut se produire dans la giande

digestive de H. aspersa, diminuant les activités CYP à un niveau difficilement détectable.

)s. Influence du site, de la durée et de Iu saison d'acposition

La mise en évidence des effets de ces trois facteurs (site, durée d'expositio4

saison) est réalisée par la technique d'analyse de variance (ANOVA). Cette technique consiste à

décomposer la variance totale de la variable étudiée en plusieurs sources de variation, en

séparant la variabilité due aux facteurs contrôlés (l.e. les facteurs dont nous voulons étudier les

effets) de la variabilité résiduelle qui, elle, est imputable à tous les facteurs potentiels ignorés,

délibérément ou non. C'est la cornparaison de ces composantes de variance par le test de Fisher

(ratio F) selon un ordre précis, dicté par le tableau ANOVA, qui permet de tester les effets

éventuels des différents factews contrôlés ainsi que, le cas échéant, leurs interactions.

Tableau III-6 : Analyse de yariance des paramètres biochimiques xnesurés dans la glande
digestive d'II. aspersa exposé à la pollution urbaine

Paramètreq biochimiques Site
I  I i  . . : |  - :  : . I  . . : r  " .  

.  i

Duree d'exoosition Saisons

(en iog )  , , r  l d I F P d I  F  P .

GSTCDNts

GSTNao

GR

GPXçuqs11

GPXlsueçy11

dl: degré de liberté, * pour P < 0,05

L'analyse de variance (Tab. III-6) met en évidence I'influence significative

(P < 0,0011) du site sur les activités GST.DNB, GSTNao et GR. Ces résultats peuvent refléter

I'inÏluence des niveaux de polluants ou des conditions météorologiques qui diffèrent selon les

sites. Par contre, le site d'implantation ne semble pas avoir d'influence sur les activités GPX.

Les activités GST et GR sont également significativement influencées par la

durée d'exposition (P < 0,008). Il en est de mêrne pour I'activité GP>fu"oog (P : 0,0167). L'impact

de la variable "durée" est délicat à interpréter car elle peut refléter de nombreux phénomènes.

Parmi ces derniers, citons d'une part la pollution, qui peut aussi bien intervenir par

I'accumulation de polluants que la présence de pics de pollution, et d'autre part, un changement

2 12,41 <0,0001

2 13,78 <0,0001'

2 7,20 0.001 1'

2 0,64 0,5314

2 0.09 0,9i20

5,50 0,0051

5,38 0,00-58"

5.04 0,0079:

4,39 0,0167"

0,56 0,5722

3,31 0,0713

0,07 0.7948

10.97 0.0012

2

2

2

2

2
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physiologique de I'organisme au cours du temps. En effet, poru des raisons de viabilité des

organismes aux conditions in sl/2, nous Sommes obligés d'implanter sur les sites des escargots

âgés de deux mois. ces derniers étant restés une à trois semaines sur les sites' I'influence du

temps d,exposition peut refléter I'impact de la maturation sexuelle sur le niveau de base de

certaines activités enzymatiques, que nous avons mis en évidence précédemment'

Les saisons n'affectent de manière statistiquement significative que I'activité

GR (P : 0,0012). cette etuyme peut être sensible aux conditions climatiques (température,

pluviométrie...) ou à des polluants plus particulièrement générés durant une saison' En effet' la

pluviométrie est deux fois prus importante en automne qu'en été et lozone prédomine en été

(Fig.IU-13A et 144).

L,influence de chaque facteur (site, durée d'exposition et saison) peut en partie refléter I'impact

de la pollution, soit du niveau de polluants, soit des pics de polluants ou encore de

l'accumulation.

?e. Etude des liens entre les paramètres biochimiques et les polluants

Dans une seconde étape, nous avons tenté de mettre en évidence f influence

des facteurs environnementarx (polluants, pluviométrie) sur les pararnètres biochimiques' A cet

effet, nous avons effectué successivement une analyse en composantes principales, afin de

dégager une tendance dans 1es liens, suivie d'une analyse de régession faisant état d'un modèle

de régression affine.

Cette méthode est basée sur les concepts fondamentaux d'espace des individus et d'espace des

caractères. Elle a pour objet la description des données contenues dans un tableau individus-

caractères oùp caractères sont mesurés sur n individus. Quand il n'y a que deux caractères' il est

fac*e de représenter, sur un graphique plan I'ensemble des données. Par contre, dès que le

nombre p de caracteres devient supérieur ou éga1 à quatre, cela devient impossible. Le problème

consiste donc àprojeter les rz individus dans un espace de dimension réduite i.e. un plan' une

représentation graphique d'une telle population après projection dans lespace réduit présentera

forcérnent des distorsions que I'on cherchera à minimiser. Géométriquement' la représentation est

obtenue en proJetant les points individus et, Q2,...., €o Sur un plan, sur lequel ils deviennent ft'

fr,...f,. ce plan de projection est choisi de façon à ce que les distances soient en moyenne le

mieux conservées. Comme I'opération de projection raccourcit toujours les distances, d(f; ; 0 <
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d(e1 ; e1), I'ACP se fixe pow critère de rendre maximale la moyenne des carrés des distances entre

les projections fr, fr,....fn

Pow déterminer ce plan de projection que I'on appelle le plan principal, il suffit de trouver deux

droites Fl et F2. Si F1 et F2 sont perpendiculaires, alors d'?(f, , {) : d'(o' ; cri) + dt(F' ; p;), où les

o"i et F: sont respectivement les projections des e1 (et des {) sut F1 et F2. La moyenne des carrés

des distances entre les f; est donc égale à la moyenne des carrés des distances entre les o; plus la

moyenne des carrés des distances entre les p', La méthode consiste alors à chercher tout d'abord

F1, rendant maximale la moyenne des d(cq ; a:) puis F2 perpendiculaire à Fl, rendant maximale

la moyenne des d'?(Bi ; 0,). En projetant e; qui avait pour coordonnées initiales (*!,r? ,...,x/) sur

les axes principaux, de nouvelles coordonnées sont obtenues ("!,4,...,c!). De nouveaux

caractères (ct ,c2,...,cp ) sont ainsi construits et appelés les composantes principales. Chaque

composante ck, qui n'est autre que la liste des coordonnées des n individus sut I'axe Fk, est une

combinaison linéaire des caracteres initiaux : cu =ufxt +u!x'+.,.uoo*P. Les coefficients

(u!,u!,...,uf) fo.*rot le ki*'facteur principal uk. La meillewe représentation des données au

moyen de q caractères seulement (q < p) s'obtient aiors en prenant les q premières composantes

principales. Tel est le principe de I'ACP qui est donc une méthode de réduction du nornbre de

caractères permettant des représentations géométriques des individus et des caractères. Cet[e

réduction n'est possible que si les p caractères initiaux ne sont pas indépendants et ont des

coefficients de corrélation non nuls. L'ACP est donc une méthode factorielle, çar Ia réduction du

nombre des caractères ne se fait pas par une simple sélection de certains d'entre eux, mais par la

construction de nouveaux caractères synthétiques obtenus en combinant les caractères initiaux.

L'ACP permet donc de dégager la structure générale des données et est à ce titre une étape

préliminaire à une recherche de corrélations. Le critère global d'appréciation habituellement

utilisé est celui du pourcentage d'inertie totale expliquée pour les nouveaux facteurs retenus."

(Bouroche, Saporta, 1998).

L'examen de la représentation de I'ACP permet donc, de tenter de repérer rapidement les groupes

de caractères éventueilement liés entre eux, qu'ils soient corrélés positivement ou négativement.

Sa portée se limite à la description des résultats de façon préliminaire.

Ainsi, I'utilisation de I'analyse en composante principale nous permettra d'apprécier les liens

éventuels entre les paramètres biochimiques et les données mesurées au cours des expositions

(NO, NOz, SOz, O, et pluviométrie).
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L'analyse de variance (ANOVA) ayant mis en évidence I'influence de la durée d'exposition, mais

également de la saison, les ACP sont réalisées en fonction de ces deux facteurs (Fig. m-15).

Le problème majeur de cette éfude réside dans la manière de considérer les polluants. En effet,

comment savoir s'il est plus judicieux de considérer les pics de polluants, le niveau moyen des

polluants au corus des n derniers jours d'exposition ou le cumul des polluants. L'option choisie a

été de formuler la pollution par le cumul de polluants au cours des phases d'exposition. Ce choix

permet de prendre en considération la pollution dans son ensemble au détriment de la prise en

compte d'un éventuel effet spécifi.que des pics de pollution. Le cumul de polluant est calculé par

I'aire sous la courbe.

L'examen des représentations des ACP montre que les activités GST présentent des liens

différents en fonction de la durée d'exposition et de la saison (Fig. m-15).

pour un temps d'exposition d'une semaine en été (Fig. Itr-1541), les activités GST semblent

liées fortement et positivement avec le NO et le NOz et négativement avec I'Og. Ces liaisons sont

également mises en évidence pour une semaine d'exposition en automne (Fig. III-1581).

Pour une durée d'exposition de deux semaines, I'activité GSTçDFIS, tant en été qu'en automne, ne

semble conélée avec aucun polluant (Fig. III-15 A2 et 1582). Il en est de même pour I'activité

GSTNao en automle. Par contre, en été, cette demière paraît très fortement corrélée avec le SOz

(positivement) et avec I'O3 (négativement) (Fig. m-1542).

L'ACP représentant I'exposition d'H. aspersa durant trois semaines en été, met en évidence

I'absence de liaison entre les activités GST et les polluants (Fig. m-1543). Par contre, en

automne ces activités semblent corrélées positivement aux NO, NO2 et au SOz (Fig. fl-1583).

En été, quel que soit le temps d'exposition considéré, aucune corrélation n'a été mise en évidence

pour I'activité GR. Il en est de même en automne pow les durées d'implantation de deux et trois

semaines (Fig. Iil-1582 et 1583). Par contre, potr un temps d'exposition d'une semaine,

l'activité GR semble liée posihvement avec le SOr, le NOz et le NO et négativement avec I'Os et

la pluviométrie (Fig. m-1581).

L'analyse des ACP semble montrer également que les activités GPX ne

soient liées qu'à I'ozone pour une durée d'exposition de 2 semaines (Fig. Iil-1582).
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Régressions linéaires : ru1thodq obiectifs. résultats

L'analyse des ACp nous pernet de dégager certains liens éventuels entre les paramètres

biochrmiques explorés et les polluants et la pluviométrie. L'objectif des régressions linéaires est

nettement plus ambitieux. En effet, par cette étudc nous cherchons à identifier les relations

rnathématiques possibles entre les paramètres biochimiques et les polluants atnosphériques.

Nous avons choisi de nous limiter à des fonctions aff,rnes. La première étape de cette étude a été

d'établir des régressions linéaires simples (Y: aX + b) entre chaque paramètre biochimique (D

et chaque polluant (X), afin de vérifier le fondement des liaisons suspectées par I'analyse des

ACp. La seconde étape aété d'établir des régressions linéaires multiples nettement plus réalistes

(y: a1X1 + arxr+ erx3 + ac[4+ b), considérant qu'ii est peu probable que seul un polluant soit à

I'origine des modifications des activités enzymatiques observées. Cette phase, à I'inverse de la

précédente, n'a été réalisée qu'en fonction de la durée d'exposition. En effet, ia durée d'exposition

pouvant intégrer I'adaptation des organismes, il nous a semblé nécessaire de réaliser cette étude

en fonction de ce facteur. Par contre, nous avons considéré que I'impact de la saison reflète

davantage des niveaux de polluants differents que des conditions climatiques différentes, aussi

les régressions linéaires multiples ont-elles été réalisées les deux saisons confondues.

La fiabilité de ces modèles, dépendra du coefficient de corrélation R, de la probabilité critique P

ainsi que de I'allure générale de la représentation par rapport au nuage de points. Dans le cadre

de notre étude, seuls les modèles répondant à un R > 50 yo (intensité du lien) et une P < 0,05

(degré de fiabilité) seront pris en considération'

Le tableau III-7 recense les 28 réglessions linéaires simples qui sont statistiquement

significatives et qui, dans la majorité des cas, tendent à confirmer les liens suspectés par I'analyse

des ACP. Toutefois, seules 17 d'enfre elles répondent aux critères de validité que nous nous

sommes fixés. Elles sont signalées en caractères gras dans le tableau'

Deux régressions linéaires simples nous ont particulièrement interpellés après analyse du

tableau ltr-7.
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Tableau III-7 :
(variables Y)

Analyse de régression linéaire simple (Y = aX + b) des parannètres biochimiques

*.ruiéu dans ia glande digestive d'H. aspersa, en fonction des polluants et de la
pluviométrie (variables Xi

Variabie Y
Constante

tb)

,'Paramètres dû
. .  ,  I '  l ' - : 1  :  '

, modèle ,
Paramètrgs ,,,t, ,
biochimrques {f .og)

Coeffi cient'(a) de la,variable Xr considéré

Curnul de polluants ,

NO NOz SOz Or

Pluvio.

rnétrie n R(Yo) P ,

O GSTNqor,D* + 1,497

O GSTyqel-Eç + 1'418

GSTyqor-ut" 
'' + 11881

GSTNqsl-sl" : + 1,486

GSTryç61 .4'1o-* + Lr370

GSTsqsl-ar1o* + 1,809

+ A <,  v r v

+ 4r7

+ a )

+  6 , 1

+  1 , 6

+.4J

+ à  /'  v t .

- 1 7

- 6'6

+ 46,7

+ 516

-  / t J

+ 39,7

- 4,3

+ 32,5

- 312

+ 41,5

-  5,1

+ 8L,0

56 0,0001

51 0,0003

41 0,0005

46 0,0005

43 0,0013

36 0,0050

37 0,0045

69 <000001

69 <0,0001

55 0,0001

41 0 ,0018

52 0,0002

51 0,0003

48 0,0005

46 0,0007

60 <0,o0ol

59 <0,0001

46 0,0007

59 <0,0001

54 <0,0001

54 0,0001

58 0,0001

57 0,0001

52 0,0002

43 0,0013

58 0,0001

50 0,0003

40 0.0001

2l

2l

2 1

2 1

2 1

2 1

2 l

2 l

2 l

2l

2 l

2 I

2 l

2 1

2 1

2'i,

2 l

21

2 l

21

2 l

2 l

2 l

2t

2 1

2 l

2 l

2 1

O

O

@

GSTllqer-aut*" + 1,425 + 4 9

+ 7 ,1

GSTpqs3 aolon-" + 2'184

O GsTneorarr* + 1,351

GSTueor,oo,o* + 1,926

GRi..tutorn* ' + 11829
t i - ' : :  '  :

G$t-rr'to^i* 
' + 1t350

GSTteot,arto*.

GSTlrqoz-ne

GSTllqoz-ntn

GSTxqg2.611o*.

GT1.-611o*u

:GRi-Autonrn*

+ 1,368

+ L,952

+  1 , 1 7 0

1,665

1,397

+

+

+ ?"76 ?

- 3tr9,3

- 131,3

-2',13,0

- 220,0

GPXcos6gl-4oto*rc + 21825

GPXsao6111-aubm +l'842

GPXgu6çs1,aotoffi ' + 2,680

entsignif icat ives(P<0,05)avecuneintensitéduIien'- 
supéneure à 50 Xint SOi Coefficients de conélations des vanables expiicatrves àmultrplierpar IOa-

La première régïession linéaire (notée O) est le lien apparent entre les activités GST et les N0'

(NO et NOr) Cette liaison avait déjà été signalée lors de I'analyse des représentations des ACP.

Elle est confirmée par 1'obtention de régressions linéaires significatives (P < 0,0004), après une
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semaine d'exposition

l'activité GSTNqo.

tant en automne qu'en été et aussi bien pour I'activité GST.DNB que pour

Il semblerait donc, que I'augmentation de la concentration des NO* soit concomitante à celle des

activités GST, Cette conélation statistiquement significative n'implique pas un mécanisme de

causalité, I'augmentation des NO* n'étant pas nécessairement responsable de celle des activités

GST. La littérature ayant établi des conélations entre certains HAP et les NOx, il peut être

conclu qu'il est possible que les HAP soient responsables de I'augmentation des activités GST.

De même, l,augmentation de la concentration des NO. dans I'atmosphère peut accroltre la

génération de composés plus réactifs, tels que les nitro-HAP. Ces demiers peuvent être à

l,origine de l,augmentation des activités GST. Ces hypothèses semblent d'autant plus

envisageables que I'exposition de rats aux NO* occasionne non pas une augmentation, mais une

diminution des activités GST dans le poumon et le foie (Pool er a1.,1988; Sagai et a1.,1984). n

faut toutefois noter que ces expérimentations ont été réalisées dans des conditions strictement

contrôlées et avec des concentrations en NO* très importantes (> 700 pg/m3).

Une seconde régression linéaire (notée @) présente également un intérêt particulier. Celle-ci est

établie entre I'activité GSTNao et le SOz après deux semaines d'exposition en été, mais également

après ffois semaines d'exposition en automne (R > 5A yo, P < 0,0001). Dans le premier cas, il

semblerait que cette liaison puisse s'expliquer par l'augmentation brutale de la concentration de

SO, sur le site EDF (Fig. III-13A). Dans le second cas, ce lien entre I'activité GSTNao et le SOz

coincide, sw chaque site, avec I'apparition de pics de So, quelques jours avant le prélèvement

(Fig. m-laA-\Ttr). Ces deux corrélations laissent supposer une sensibilité de I'activité GSTNao

au SOz ou à un autre polluant présent en même temps que le SOz. Cette deuxième hypothèse

semble être la pius probable. En effet, ii est rapporté dans la littérature, qu'après pénétration dans

I'organisme, le Soz se lie rapidement au glutathion pour former le ,S-sulfo-glutathion (GSSO:)

qui est un inhibiteur compétitif des GST (Keller et al., 1939). Le traitement de rats par

différentes concentrations en SOz a pour conséquence une diminution des activités GST (Pool er

al.,lggg,Langley-EvarLs et al., 1996). Les polluants générés en même temps que le SOz sont

donc, probablement, à I'origine de I'augmentation de I'activité GSTNao. Il semble donc que

l,activité GSTNqo de la glande digestive d'H. aspersaréagit extrêmement rapidement au SO, ou à

un poll uant concomitant.

Ces régessions linéaires, réalisées en fonction du temps et de la saison, ne permettent pas de

dégager des corrélations globales. Afin de s'approcher de cet objectif, des régtessions linéaires

simples et multiples sont réalisées uniquement en fonction du temps d'exposition (Tab Itr-8).
i  ^ ^-  rzz -



La majorité des corrélations statistiquement significatives présentent au minimum deux variables

explicatives. Cette observation n'est pas étonnante car ii est effectivement peu probable qu'un

seul polluant soit à l'origine des modi{ications enzymatiques observées. De plus, il est clairement

démontré par la littératrire que, non seulement ces variables (pollutron, hygrométrie) sont

corrélées entre elles, mais qu'en plus elles interagissent.

Tableau III-8 : Analyse de régression linéaire simple et multiple (Y = a1X, * arX, +....+ a"X"+ b)
des paramètres biochimiques (variable Y) mesurés dans la glande digestive d'H. aspersa, en

fonction des polluants et de la pluviométrie (variables X)

n

GSTNool

GST;{e61

GSTN'ç61

GSTNoo2

GST.gçoB

GSTNoor

Grtr

GRr

G&

G&

GR3

, + 2,968

+2,839

+ )  a 1 \

+ 3,964

- 0,507

+1,373

+ 1,459

+ 4,182

+ L,445

+ 1 ,413

,,  -Lr377

. - 8,766

- 2,358

r + 0,803

- 10,295

+ 7r8
0,0054

L ^ <

<0,0001

0,0607

+ lI,4
0,00ûl

+ 4r7
<0,0001

- 1 7  \

<0,0001

+ 324,9
<0,0001

+ 216,9
<0,0001

+ 416
<0,0001

<0,0001

+ 615
<0,000I

0 ,0157

+ 616
<0,0001

+ 68,5
<0,0001

- 2'8
0,0008

- 33312
<0,0001

- 190,4
<0,0001

- 4613
<0,0001

- 92,6
0,0038

+ 18616
0,0492

0"0654

+ 3219
0,0066

- 34,0
<0,0001

+ 144,2
<0,0001

+ 21903
<0,0001

+ 2414
0,0031

42 57

42 53

42 48

t+z J I

42 60

42 54

42 52

42 56

42 59

42 46

42 68

42 65

42 57

42 s0

42 60

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,0064

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

- 157,0
<0,0001

+ 44,9
<0,o0ol

l  Z t , Z

<0,0001

+ 779,1
<0,0001

+ 205,5
0,0186

- 305,5
<0,0001

+ ( ( 5 t

0,0052

+ 99,1

+ 968,5
<0,0001

<0,0001 0,0015

+ E1,7 - 67,3 + 456,4 + 72,4
<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001

Indice : durée et saison d'exposition. Gras : corrélations staûstiquement significatives (P < 0,05) avec une intensité du Lien
supérieure à 50 % (R> 50). Coefficients de corrélations des variables explicatives àmuitiplierpar l0-4.

Quel que soit le temps d'exposition considéré, I'activité GR présente les relations linéaires les

plus complexes. De plus, c'est la seule activité enzymatique qui soit liée à la pluviométrie. Seuies

les activités GST, pour des temps d'exposition d'une semaine, présentent des corrélations
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Iinéaires simples. En effet, ies activités GSTcoN" et GSTNao sont positivement corré|ées au NOz

(R:53 o/o, P < 0,0001). Pour des temps d'exposition supérieurs, aucune corrélation simple et

signifi cative n'est établie.

l-2.2.Lerein
La même démarche que celle utilisée pour la glande digestive est employée pour le

rein. Aucune activité EROD n,étant détectabre, nous avons décidé de mesurer res variations de

l,activité MROD, cette dernière représente le CYP1A2 chez I'homme (Rendic et al', t997)'

&Influencedusite,deladuréeetdelasaisond,uposition

Excep t ion fa i tede l 'ac t i v i téGSTNao, les i ted ' imp lan ta t iona f fec te

signrficativement (p < 0,05) toutes les activités en4rmatiques explorées (Tab. frr-9). Les

principaux paramètres vanant entre les sites étant le niveau de pollution et, à un degré moindre'

les conditions météorologiques, ces premiers sont a priori responsables de I'inJluence du site sur

les différentes activités enzymatiques'

Ces études statistiques mettent en évidence I'inJluence globale du site' du

temps d'exposition ou de la saison, qui reflète certainement I'impact des poliuants'

L'influence de la durée d'exposition se limite aux activités GST"o*" et MROD

(P<0,006),etcel ledelasaisonauxact iv i tésGSTçq6etGR(P<0'0009) '

Tableau III-9 : Analyse de variance des paranètres biochimiques mesurés dans le rein

d'-Ét aspersa exposé à la pollution urbaine

Saisons

d I F P d l F P dl F P  i : '

Gsr"',;*,:

GSTNqo

GR, '  '
'  

l '  t '

ECOD ]

,MROP .

: :  2  4,73 0,0 i05 '

2 1,82 0,1671

;ii, z 3,32 o,o3e6"

' 2 3,18 0,0493'

,, Z 5,98 0,0044'

2 7, lg  0,0011"

2 1,40 0,2494

2 r,25 0.2890

2 2,88 0,0647

z 5,78 0,0052'

I

I

I

n 5 0

1 1,85

) L  J 1

nd

nd

0.4810

0,0008'

<0,0001'

nd

nd

dl : degré de liberté, * Pour P < 0,05
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)s Etude des liens entre les paramètres biochimiques et les polluants

Après avoir mis en évidence I'influence probable des polluants sur les

paramètres biochimiques explorés, nous allons tenter d'établir les liens entre ces derniers et les

variables (\lO, NO2, SOz, O: et pluviométrie).

Après examen des représentations des ACP en été, la plupart des activités enzymatiques (GR,

GSTNao et GST"oore) ne semblent fortement conélées avec aucune des variables considérées

(Fig. m-164). Seule, I'activité GST.DNB mesurée après une sernaine d'exposition, n'entre pas

dans cette catégorie. En effet, I'activité GST.DNB sernble liée positivement au NO2, au NO et au

SO''

En automne, queile que soit la durée d'exposition, les activités GST ne semblent pas présenter

de liaison avec un polluant ou la pluviométrie (Fig' Itr-168).

par contre, pour une durée d'exposition de trois semaines, I'activité GR paraît être corrélée

positivement avec la pluviométrie et I'ozone et négativement aux NO* et au SOz (Fig. m-1683).

pour des durées d'exposition plus courtes, aucune liaison n'est visualisable par I'examen des

ACP.

Les activilés Cyp sont nettement plus influencées par le temps d'exposition que les activités

associées au glutathion. Cette observation corrobore les résultats obtenus par I'ANOVA (Tab.

m-9). Pour une durée d'exposition d'une semaine, I'activité MROD semble corrélée

négativernent avec le NO, le NOz et le SOz et positivement avec la pluviométrie et I'O, (Fig. III-

16Bl). Pour un temps d'exposition de deux semaines, aucune liaison n'est observable (Fig. Itr-

1682). Par contre, pour trois semaines d'exposition, les mêmes conélations que celles obtenues

pogr une semaine semblent effectives (Fig. III-1683). L'activité ECOI) semble présenter les

mêmes liens que l'activité MROD.

Réeressions linéaires : rësultats

L'analyse des ACP, nous a permis de dégager quelques liaisons éventuelles qui nécessitent

confirmation.

Le tableau m-10 regroupe 13 régressions linéaires simples statistiquement significatives. Ces

dernières concernent uniquement la saison automne. En effet, aucune régession linéaire simple,

statistiquement significative, n'a été trouvée pour la saison été. La plupart des corrélations
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signalées par I'ACP sont confirmées par les régressions (P < 0,05), mais ont une intensité de lien

inférieure aux 50 oÂ que nous nous sommes fixés.

Seuies trois régessions linéaires simples répondent aux critères de validité que nous nous

sommes imposés ' R > 50 % et P < 0,05. Elles concernent toutes I'activité ECOD mesurée après

une semaine d'exposition en automne. En effet, pour une exposition d'une semaine, I'activité

ECOD est significativement corrélée avec le NO (P:0,0005, corrélation négative) et avec la

piuviométrie et I'ozone (P : 0,0001, corrélation positive) (Tab. III-10). La corrélation entre

i'activité ECOD et I'ozone est en accord avec ies observations réalisées chez les rats, où une

exposition de 7 , 14 ou 30 jows à 400 ou 8 000 Vglmt d'ozone augnente I'activité ECOD jusqu'à

253 %par rapport à celle du témoin (Takahashi et a\.,1985, 1989). Toutefois, les concentrations

employées au cours de ces expérimentations sont largement supérieures à celles trouvées dans

I'agglomération nancéienne. Ainsi, les liaisons observées dans notre étude peuvent être le reflet

de polluants générés parallèlement au NO ou à I'ozone.

Tableau III-10 : Analyse de régression linéaire simple (Y = b + aX) des paramètres

biochimiques (variabies Y) mesurés dans le rein d'If . aspersa, en fonction des polluants et de la
pluviométrie (variables X)

Variable Y Coefficient (a) de la variable X considéré

l;;ilir"
, (b)

Cumui de polluants
Parrmetres du modèle

Pluvio

1gç , NOi SOz n ; ,  R (%) PmétrieOr

,.GS.Tç611i,a,1o*u

GRI-a,,io.tn.

GRs-ao,o*"

GR:.-c.rto^"

GR3-a.n*r"

.l$.ODira',r.;.,
,ttIRODr.a.,,";.
: ' . i  . .  . i  : '  r '

1}._EOD'-A,I",,"
MRQD;-ant"t*.
I  ,  ;  r  :1 , : : i l

ICODl-ao1o*u

EC0D1-a'6*u

ECOI)1-ao1o*.

ECOD1.4r1o*"

-  /  t l

- 4 4

- 5 S

+ 1 ? O R

+ 1,957

+ 1 5 R 7

+ 1 ,875

+ 1,93',7

+ 0,738

+ 1 3 4 1

+ 1492

+ 1 ,458

+ 2,052

+ 1,717

+ 2,590

+ )  7 6 4

a ' l

_ ? R 6

T  Z , I

+ 4,3

t

12,12

+ 151 ,0 0,0009

0,0010

0,0018

0,0062

0,0088

0,0013

0,0015

0,0017

0,0022

0,0001

0,0001

0,0005

0,0009

z1
2T

2 1

2 1

2 1

2 1

2 l

2 1

L I

2 l

A <

44

4 l

J J

J I

45

44

+J

4 T

3 /

- 8r0

- 11,4

+ 289,3 2t 56

21 50

21 47

ff ionGras:corrélationsstatistiqu9mentsigrrif icatives(P<0,05)avecrrneintensitédulien
sunérieure à 50 %?R> 50), Coefficients de corrélations des vanables explicatives à multiplier par lO'a
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Considérant qu'il est peu probable qu'un seul polluant soit à l'origine des variations des

paramètres biochimiques, et considérant que de nombreux polluants sont fortement liés, il nous a

semblé nécessaire de chercher des corrélations plus représentatives.

Seuls douze modèIes statistiquement significatifs ont été trouvés (Tab. III-11), et deux

seulement présentent une intensité de lien supérieure à 50 %. Ces deux équations intègrent la

totalité des vanables explicatives suivies, et montrent nettement I'inÏluence de nombreux

paramètres sw les paramètres biochimiques étudiés.

Tableau rtr-l1 : Analyse de régression linéaire multiple (Y = a,x, * arxr*....* a")Ç* b) des
paramètres biochimiques (variable Y) mesurés dans le rein d'H. aspersa, en fonction des

polluants et de la pluviométrie (variables X)

Variable Y

Cumul de polluants : PIùvio-Paramètres
hiochimiques
(los) : i
GSTçDNB1 I

GSTçpx92

GSTCDNB3

GSTNOoI

GSTNqs2

GSTNoo3

GR, ,

G R r , '

GR,

, ; r : r j r . , t r . : .  l

,Constante
: ' .  :  r : : ' l : r  : ,  . i' '  r  i ( ! ) ;  ,

. .  
, :  : ,  , l

+ 13,892

+ 4,226

+ 5,24A

+ 2,672

-7,032

+ 1 ,835

+ 5,694

+ 1,489

+ 1 ,564

- 7,869

- 0,496

NO",r'. ,
: : : : . -  . : .  -  - :
- 209,2
0,0041
- 26,7
0,0563
L  A A  1

0,0013
- 8,6
0 ,0106

+ 189,1 -  903,4
0,0053 0,0002
+ 26,8 -  79,2
0,0451 0,0065
- 37,2 + 256,',1
0,0013 0,0011

- 384,9
<0,0001

o oo?q
+ 355,9
0,0004
- 56,4
0,0021

0,0452

n,,, R ("26),,,.iPri,;i;'l

42 37 0,0015

O r :
: .  : l

- 228,7
0,0008

l A  a

0,01 56
+ 3g,g
0 ,0013

0,0002

0,0009
+ 54,8
0,0004

métrie

+  516,6
0,0021

+ 747,8
0,0005

- 298,4
0,0637

A a  1 ^

42 34

42 40

A 1  1 <

42 50

41  ??

42 38

42 36

42 38

42 61

42 49

0,0719

0,0071

0,0002

0,0033

0,0001

0,0005

0,0010

0,0002

0,0003

<0,0001

<0,0001

G&

GBt

'GR3

+ 6619 - 58,5
0,0002 0,0001
+  6 , 1
0,0001
+ 186,6 -  207,9
0,0620 0,0703
- 11,3 + 74,9
0,0014 0,0003
-  8 ,3  +  13 ,1
0,0512 0,0025
+ 52,7 - 44,4
0,0025 0,0023

-  15 ,8
n 1r ' l  {

+ 392,1 + 56,8
0,0001 0,0003
1 0 1 , 3  +  1 1 , 6

+ 826,8
0,0002
+ ) 1 A A

0.00330,0003 0.0001
En indice, la drnée d'exposition. En gras, les corrélations statistiquement sigruficatives (P < 0,05) et dont I'intensité du lien est

supérieure à 50 % (R > 50). Les coefficients des variables explicatives sont à multiplier par l0a.

I-3. Conclusion

Ces expérimentations mettent en évidence I'influence de nombreux paramètres (pollution,

pluvioméhie) sur les activités enzymatiques explorées. En effet, aucune régression iinéaire

simple n'a pu être établie pour la globaiité de l'étude. L'influence concomitante des nombreux

polluants aûnosphériques en est certainement la principale cause. Le choix de travailler avec des

cumuls de polluants, qui tend à atténuer I'influence des pics et ne prend pas en considération

I'adaptation possible des organismes, peut également expliquer I'absence de corrélations simples.
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Néanmoins, dans des cas bien précis, des corrélations simpies sont établies. Dans le cas de la

glande digestive, deux sont particulièrement intéressantes à retenir :

O La première, entre les activités GST et les NO* qui montre que ces activités

réagissent après une seule semaine d'exposition. Cette piste doit être approfondie, car elle semble

intéressante pour la validation de biomarqueurs de la pollution atmosphérique par les HAP.

@ La seconde établie entre I'activité GSTNao et le SOz, semble souligner I'importance

des pics de pollution, donc la nécessité de les prendre en compte et de ne pas considérer La

pollution uniquement en terme de cumul'

I1 est donc nécessaire, à I'aide d'expertises complémentaires, d'identifier la principale

variabie affectant les activités enzymatiques, si toutefois elle existe. Il serait également

fondamental de prendre en considération la diversité des voies de contamination, à savoir

l,atmosphère, cofilme dans cette étude, mais également le sol et la végétation. De même, il reste à

déterminer le temps de réponse et la sensibilité des biomarqueurs potentiels. Deux types d'étude

seraient alors intéressants à mener. L'une consisterait à implanter des organismes et à les prélever

à différents intervalles après un pic de pollution. L'autre consisterait simplement à exposer les

organismes durant une semaine, et ceci pendant plusieurs mois, en faisant chevaucher les

périodes d'exPosition.

Deux activités enzymatiques semblent plus particulièrement intéressantes à prospecter au

regard des résultats obtenus, l'une s'attachant à étudier principalement les activités GST dans la

glande digestive et I'autre les activités CYP dans le rein'

II- Exposition de Pleurozium schreberi ù une atmosphère urbaine

p. schreberi a e,té transplantée sur le site du LP et dEDF au cours de l'été 1999. Cinq

prélèvements ont été réalises entre le 28 mai etle 29juillet 1999 (Fig. Irr-17). Pour des raisons

techniques, seuls deux sites ont fait l'objet de note étude. De plus, il a rnalheureusement été

impossible de réaliser cette expérimentation durant les mêmes périodes que celles de H- aspersa,

II-1. Examen des niveaux de pollution sur les trois sites

Les concentrations en NO et en NOz sont fiès stables et faibles sur le site du LP, en

moyenne 10 et 20 pg/m, respectivement. Par contre, sur le site d'EDF, elles fluctuent entre 5 et

55 p,glm3 et 20 et 65 p{mi pour le NO et le NOz respectivement (Fig. m-174). Il en est de

même pour le SOz. Ce dernier polluant oscille entre 0 et7 p,glm3 sur le site du LP et entre 0 et
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25 p$m3 sur le site d'EDF. A I'inverse, I'ozone présente approximativement le rnême profil sur

les deux sites. Toutefois, la concentration moyenne de ce polluant est plus importante sur le site

du LP que sur le site d'EDF, respectivement de 70 et 50 Vdm',

Les deux sites retenus sont donc très intéressants car ils diffèrent principalement par leru niveau

en NO, et SOz, polluants conélés à certains HAP. La pluviométrie est approximativement

identique sur les deux sites d'étude, mais fluctue au cours de I'expérimentation.

II-2. Influence de la pollution urbaine sur le système enzymatique de F. schreberi

La démarche suivie pour P. schreberi est la même que celle adoptée pour 1L aspersa. Les

variations des activités enzymatiques explorées au cours des expositions sont représentées sur la

figure m-178.

?q Influence du site et de la durée d'etposition

Pour une même durée d'exposition, les niveaux des activités enrymatiques

sont identiques dans la rnajorité des cas pour les sites du LP et d'EDF et ceci malgré des niveaux

de poliuants fort différents (Fig" III-178). L'analyse de variance met en évidence I'in{luence du

site uniquement pour I'activité APX (Tab. III-12). Cette observation semble indiquer que seule

I'APX est influencée par les niveaux de pollution ou les conditions climatiques différentes pour

les deux sites étudiés.

Tableau III-12: Analyse de variances des paramètres biochimiques mesurés après
exposition d,e P. scltreberi ù une pollution urbaine

Site, Durée d'exposition

Par'amètres
dl  :P

biochimiques
PP dI. F

G-ST6DNB;
. :  l  , i ' i , : r . l

GR

GPX6le6s' . . ) ' ,
GPXrBuooE

C A T 1 .  .
, :  .  , .  , l

APX

| 2,96 0,0983

I  1 ,87  0 ,1845

1 0,06 0.8053

1 0,91 0,3490

| 2,95 0,0988

I 10,68 0"0033

12,08 <0,0001

0,48 0,7532

0,57 0,6838

9,4  /  U ,UUOl

0,17 0,9509
n  n . . n *

J , r  t  u , u l o z

+

A

^

A

A

À
T

dl : degré de liberté, * pour P < 0,05

Par contre, la durée d'exposition a une influence significative sw les activités

GST.DNB (P < 0,0001), GPX,B,oor (P : 0,0001) et APX (P : 0,0162). Cette influence est

nettement visible sw les représentations graphiques (Fig. m-178), et ceci particulièrement pour

I'activité GST.DNB. En effet, cette activité est augmentée sur les deux sites d'un facteur 3,5 Ie 2

tuillet. A cette même date, I'activité GPX,B"oos est diminuée sur les sites LP et EDF d'un même
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facteur. Ces variations se produisent donc simultanément et à un même degré sur les sites LP et

EDF et ceci pour differentes activités enzymatiques. Ces modifications ne semblent pas

correspondre à un événement particulier en terme de pollution (Fig. m-178)' Ainsi, I'influence

de la durée d'exposition reflète probablement i'impact de conditions climatiques, telies que les

cycles hydratation/réhydratation, qui peuvent être observés par le suivi de la pluviométrie

(Fig.Itr-17A). En cffet, des expérimentations en laboratoire rapportées dans la littérature

montrent que ces cycles affectent le système du glutathion de nombreuses plantes dont les

mousses. par exemple, les activités GR, GPX et GST ainsi que le glutathion oxydé, augmentent

au cours de la déshydratation lente de la mousse Tortula ruralis. La réhydratation de cette

dernière engendre une diminution proglessive des activités GR, GPX et GST et du GSSG' Par

contre, sj T. ruralis a subi une déshydratation rapide qui ne modifie pas le système du glutathion,

la réhydratatron conduit alors à l'augmentation des activités qui, après avoir atteint un maximum'

diminuent progressivement (Dhindsa, 1987 et 1991). Ces modifications engendrées par les

cycles déshydratation/réhydratation dépendent également de I'intensité lumineuse'

Effectivernent, la déshydratation de T. ruralis à I'obscurité ou sous faible luminosité ne modifie

pas l,activité ApX. par contre, si elle est réalisee sous forte luminosité, aiors I'activité APX est

significativement diminuée. De plus, il y a une distinction à faire entre les mousses tolérant la

sécheresse telles que T. ruralis et les autres, telles que Dicranella palustris, différence qui est

waisemblablement fonction de leurs capacités de défense contre les ERO. En effet, alors

qu,après déshydratation I'activité peroxydase est augmentée chez T. ruralis, elle est diminuée

chez D. palustris (Seel et at. 1992). Il semble donc, que les variations observées chez P'

schreberi soient la conséquence de modifications climatiques qui coupient les phénomènes de

déshydratation/réhydratation et d'intensité lumineuse'

?s Etude des liens entre les paramètres biochimiques et les polluants

Bien que I'analyse de variance semble montrer I'influence prépondérante des

conditions climatiques sur les paramètres biochimiques explorés chez P. schreberi,la recherche

de liens peut toutefois être intéressante à réaliser'

A I'inverse des escargots, les ACP ainsi que les régressions linéaires sont

réalisées immédiatement sur I'ensembie de l'étude. En effet,le nombre d'échantillons étant limité

à trois par site et par durée d'exposition (pour des raisons techniques), ce nombre est logiquement

insuffisant pour réaliser une étude statistique en fonction des durées d'exposition.

-132-



Analv se en composuntes p rincipales

L'examen de I'ACP ne permet pas de

dégager des corrélations entre les

activités enzymatiques explorées et les

variables explicatives (NO, NOr, SO2, 03

et pluviométrie).

Figure III-18 : Représentation des
variables activités' polluants et

pluvioméfrie dans un plan factoriel des
deux 1""'axes principaux, chez P. schreberi

Rësressions linéaires

Quatre régessions linéaires statistiquement significatives (P < 0,05) et d'intensité de lien

supérieure àL 50 % ont été obtenues (Tab. m-13). Deux de ces équations concernent I'activité

GSTcoNs et les deux restantes à I'activité GPX,BuooH. Ces relations comportent au minimum deux

variables explicatives, et trois d'entre elles intègrent la variable pluviométrie. Cette observation

tend donc à confirmer I'influence de I'hydratation de P. schreberi sur ces paramètres

biochimiques, influence déjà soupçonnée au cours de I'analyse de variance (ANOVA).

Tableau m-13 : Analyse de régression linéaire (Y = alXt -r azX, *..,.* a"X"* b) des
paramètres biochimiques (variable Y) mesurés chez P. schreberi en fonction de la pollution

et de la pluviométrie (variables X)

GSTCDNB

GSTcurun

GPXr13,,osH

GFX1so66H

- 1,537

- 1,596

+ L,628

+ 1,633

- 6,6 + 16,6

0,0011 0,0099

' L ' 7

0,0005

+ 12,0 - 3804 - 1,3

29 73 <0,0001.

29 65 <0,0ool

29 58 0,0002

29 52 0,0002

+ 470,0

<0,0001

+ 356,1

<000001

- 109,6

0,0004 0,0008 0,0692 0,0885

+ 13,3 - 43,9 - 2,0

0,0001 0,0002 0,0010

Indice : durée et saison d'exposition Gras : conélations statistiquement significatives (P < 0.05) avec une intensité du lien
supérieure à 50 % (R > 50). Coefficients de corrélations des variables explicatives à multiplier par I 04.
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11 semble donc que I'influence des conditions climatiques sur les activités enrymatiques de

P. schreberi ne soit pas négligeable. Elles peuvent représenter I'un des principaux paramètres

responsables des variations en4.'rnatiques observées.
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III- Récapitulatif

\ ruetx aspersa

O Dans la glande digestive, après 1 semaine d'exposition : log (GST): f (NO-)

:> réponse rapide

:> piste à approfondir pour la vaiidation de biomarqueurs de ia pollution

atmosphérique par les HAP

@ Dans la glande digestive : log (GSTpao): f (SOr)

:> semble conespondre à I'apparition de pics de soz sur les sites

6 Dans le rein poursuivre les investigations sur I'activité ECOD

V Pleurozîum schreberi

O Auc*ne influence de la pollution urbaine sur les paramètres biochirniques étudiés chez

P. schreberi.

€ lnfluence probable des cycles déshydratation/réhydratation sur I'activité GSTco're et

GPX,s.osg

- 135-



,\' Conclusions & Perspectives '*,



Ce travail avait pour ambition d'apprécier la valeur potentielle, en tant que biomarqueurs
de la pollution atmosphérique par les FIAP, de quelques systèmes de biotrarrsformation des
xénobiotiques. Les enz)rmes associées au cytochrome P450 et au glutathion ont été explorées
chez un gastéropode terrestre, 1L aspersa, et les enzymes associées au glutathion et
antioxydantes I'ont été chez une mousse, P. schreberi. Dans cette optique, après avoir maîtrisé
les principaux paramètres responsables d'une variabilité contrôlable chez les organismes étudiés,
les expérimentations se sont attachées à déterminer I'impact d'une pollution atmosphérique de
complexité croissante sur les activités enzymatiques. Le travail expérimental s'est dérouié en
trois étapes :

@ Exposition contrôlée à une atnosphère saturée en NAP durant trois jours,

@ ExpositÎon semi-contrôlée pendant huit heures à une atmosphère de travail à

composition prédominante en plusieurs HAp,

@ Exposition non-contrôlée d'wrc à plusieurs semaines à une pollution urbaine.

Ifefix aspersa

L'exploration préliminaire du métabolisme des xénobiotiques a mis en évidence des
activités CYP prépondérantes, d'un facteur 3 pour EROD et 10 pour ECOD, dans le rein par

rapport à la glande digestive qui est habituellement reconnue comme I'organe de détoxication par

excellence. Les activités enzymatiques associées au glutathion (GST, GR et GPX) présente une
distribution plr-rs hornogène entre les trois organes explorés : rein (R), glande digestive (GD) ct
toit de la cavité palléale (TCP). Cette répartition, principalement pour les activités Cyp, laissait
présager une susceptibilité aux polluants differente suivant I'organe considéré, qui s'est
effectivernent confirmée lors des expositions contrôlées et semi-contrôlées, dont les résultats

sont synthétisés dans le tableau fV-l, et non-contrôlées.

Dans le TCP, seule I'activité EROD a été augmentée après 8 heures d'exposition en
conditions semi-contrôlées. Cette même exposition occasionne I'augmentation des activités

ECOD et EROD dans le rein et dans la glande digestive. Ces activités enzymatiques sont
également augmentées dans la glande digestive après 3 jours d'exposition au naphtalène. Par
contre, dans le rein, elles sont diminuées. La génération d'un stress oxydant dans cet organe après
3 jours d'exposition au NAP peut être à I'origine de cette diminution. La drfférence de réponse

des activités CYP dans le rein entre I'exposition en conditions contrôlées et semi-contrôlées est
certainement due à des temps d'exposition différents, mais également à une pollution fort

différente, qui génère probablement un stress oxydant plus ou moins important.
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L'activité GSTçp11s est augmentée uniquement dans la glande digestive après exposition en
conditions semi-contrôlées.

Les activités GPX présentent differentes variations qui s'avèrent extrêmement délicates à
interpréter au regard des variations des niveaux de base de ces dernières, Il sernblerait
effectivement qu'elles soient particulièrement sensibles à des paramètres non-maîtrisés.

Tableau tV-l : Récapitulatif des variafions des paramètres biochimiques mesurés dans Ie toit de la
cavité palléale (TCP)' le rein (R) etla glande digestive (GD) d'Helix ûspersa après exposition au

naphtalène ou à 'ne ambiance de fravail principalement chargée en IIAp
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- : absence de variation, nd : non détecté, (n) : facteur de variation

L'exposition d'H. aspersa à une pollution urbaine a permis de mettre en évidence
differentes corrélations, dont la plupart intègrent plusieurs variables O{O, NO2, SO2, gl3,

pluviométrie). Ces résultats sont logiques, car au regard de la complexité des mécanismes de
régulation mais également de la pollution, il serait utopique de penser qu'un seul polluant soit
responsable des variations des activités enzymatiques observées. Toutefois, il est envisageable
que dans certaines circonstances un polluant ou une famille de polluants soit I'origine principale
de ces observations. Dans la glande digestive, deux conélations sont particulièrement
intéressantes à retenir. La première relie les activités GST et les NO*, après une semaine
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d'exposition d'H. aspersa. Celle-ci semble indiquer que I'augmentation des activités GST soit
concomitante à celle des NO*. Or, d'après la littérature, ces poliuants auraient davantage
tendance à diminuer les activités GST. Ainsi, il est possible que des polluants présents en même
temps que les NO*, tels que les FIAP, soient responsables de I'augmentation des activités GST.
La seconde, établie entre I'activité GSTNTqç et le SO2, semble être le reflet d,une augmentation
brutale en SOz ou d'un polluant concomitant, La deuxième hypothèse paraît être la plus probable,
considérant que le soz est connu pour sa capacité à diminuer I'activité GST.

Le toit de la cavité palléale s'avère être un organe présentant peu d'intérêt pour
I'identification de biomarqueurs de la pollution afinosphérique pouï les I{Ap. En effet, compte
tenu du faible niveau de base des activités CYP dans cet organe,les niveaux constitutifs des
activités associées au glutathion paraissent être suffisants pour élirniner les métabolites produits
sans nécessiter d'induction. Quel que soit i'organe considéré, I'influence de paramètres non
maîtrisés sur les activités GPX étant importante, ces dernières ne porrront pas être employées en
tant que biomarqueurs. A I'inverse, les activités GST de la glande digestive et les activités Cyp
du rein sont les activités enzymatiques les plus prometteuses pour une utilisation ultérieure en
tant que biomarqueurs de la pollution atmosphérique par les HAP. De plus, H. aspersa est
extrêmement pratique car l'élevage en laboratoire est facile à mettre en place et, les organismes
et les extraits enzymatiques peuvent être conservés conselés.

Plearozium schreberi

Aucune variation statistiquernent significative des activités en4matiques explorées (GST,
GPX, GR, APX et CAT) chez P. schreberi n'a été mise en évidence après exposition de cette
dernière à une atmosphère saturée en NAP ou composée principalement de FIAp (Tab. IV-2).
Cette absence de variation peut s'expliquer par I'adsorption des lIAp sur l,organisme ou
I'accumulation de ces derniers sans biotransfonnation.

Par contre, une augmentation de I'activité GSTçp513 et une diminution de l,activité
GPXlsuooH ont été observées après exposition de P. schreberl à une pollution urbaine. Toutefois,
ces dernières semblent être davantage imputables aux conditions climatiques et plus
particulièrement aux cycles déshydratationÆrydratation qu'à la pollution.
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Tableau IV-2 : Récapitulatif des variations des paramètres biochimiques chez Pleurozium schreberi
après exposition au naphtalène ou à une ambiance de fravail chargée en ItrAF

:  . ,  : ' .  i  ,  C o n d i t i o n s e x p é r i r n e n t a l e s ,  . :  l , '  ,

310  510  840

Z : augmentation statistquement significative (p < 0,05), - : absence de
variation, (n) : facteur de variation

Il semble donc que les activités enzymatiques explorées chez P. schreberl ne présentent
pas d'intérêt en tant que biomarqueurs de pollution atmosphérique par les FIAP. De plgs,
I'utilisation de cet organisme est extrêmement contraignante. Non seulement il est nécessaire de
prélever la rlousse sur un site "témoin" puis de I'acclimater en laboratoire en vue
d'expérimentations ultérieures, mais de plus, I'exposition achevée, I'extraction et les mesures
d'activité doivent être réalisées dans la même journée. Ces contraintes techniques sont un frein
incontestable pour des études à plus grande échelle.

Perspectives

Les pistes dégagées par ces trois études demandent à être confirmées pour une validation fuflire
des paramètres biochimiques encourageants, en tant que biomarqueurs de la pollution

atmosphérique par les HAP. Dans cet objectif de nombreuses expérimentations seraient
intéressantes à réaliser, tant en milieu urbain, pour la validation, qu'en laboratoire, pour une
meilleure compréhension des mécanismes réactionnels.

O Expérimentations en milieu urbain :
- hnplanter les escargots durant une semaine sur les trois sites déjà étudiés,

ceci pendant plusieurs mois et avec des périodes d'implantations qui se juxtaposent. Une semaine
d'exposition semble être un compromis adéquat pour, d'une part observer une réponse des
paramètres explorés, et d'autre part faciliter I'établissement de corrélations entre les activités
enzymatiques et les polluants. La juxtaposition des périodes d'exposition peut également faciliter
I'interprétation des résultats et tenter d'estimer la rapidité de réponse.

Contrôlées Semi-Contrôlées

, NA? , :t, T+ce! (ngl*')
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- Prélever des escargots à différents temps après un pic de pollution, afin

d'évaluer : la rapidité de réponse, le principal polluant engendrant les variations obsewées et

I'adaptation des organismes.

- Transplanter parallèlement aux escargots des bioaccumulateurs de FIAP

(chou frisé par exemple) afin d'apprécier la concentration de ces demiers sur les différents sites.

Cette information faciliterait l'établissement de corrélations entre les activités enarmatiques et

les HAP.

@ Expérimentations en laboratoire : le problème majeur des expérimentations en

laboratoire est de créer, sans danger pour I'expérimentateur, une atnosphère polluée avec un ou

plusieurs HAP. Si un tel système d'exposition est réalisable, de nombreuses études sont alors

envisageables. L'une d'entre elles pourrait consister à exposer les organismes de quelques heures

à quelques jours à I'un des HAP prédominants dans la phase gazeuse puis dans la phase

particulaire d'une ambiance urbaine et finalement au mélange des deux. Les concentrations de

ces derniers dewont s'approcher au mieux de celles trouvées en milieu urbain. Une autre

expérimentation consisterait à coupler un FIAP avec un polluant tel que le NO ou I'ozone, afin de

déterminer les interactions possibles.

Pour une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires mis en æuvre lors

d'une telle pollution, l'exploration d'autres paramètres biochimrques semble être indispensable.

Au regard des résultats obtenus, il serait entre autres enrichissant de suiwe en parallèle un

marqueur du stress oxydant (par exemple le malondialdéhyde) et le rapport GSFVGSSG. De

même, des investigations sur un plan plus fondamental pounaient permettre une meilleure

analyse des résultats par un éclaircissement des mécanismes d'induction mis en jeu. Ces

dernières pourraient consister par exemple en la mise en évidence du récepteur Ah.
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Resumé : L'objectif de ce travail était d'apprécier la valeur potentielle, en tant que biomarqueurs de la pollution atmosphérique

par les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), des activités enzymatiques de phase I (7-éthoxyrésorufineo-dééthylase,

EROD et 7-éthoxycoumarineO-dééthy1ase, ECOD) et associées au glutathion (glutathion j-transférases, GST avec le l-chloro-

2,4-dinitrobenzène et le 4-nitroquinoline-1-oxyde comme zubstrats, la glutathion réductase et les giutathion peroxydases) dans

trois organes d'un gastéropode (Helix aspersa), mais également des activités associées au glutathion et antioxydantes (ascorbate

peroxydase et catalase) chez une mousse (Pleurozium schreberi). Cette etude comportait trois étapes qui ont évoluées d'une
pollution simple et conûôlee vers la pollution urbaine.

Dans un premier temps, 11. aspersa et P. schreberi orLl été exposés durant trois jours à une ambiance saturée en

naphtalène. Alors que les paramètres biochimiques explorés chez P. schrebert n'ont pas variées, une réponse organo-spécifique a

été observée chez H. aspersa. Chez ce dernier les activités EROD et ECOD n'ont pas été modifiées dans le toit de la cavité

palléale (TCP) alors qu'elles ont été diminuées dans le rein (R) et augmentées dans la glande digestive (GD).

Dans une seconde phase, ces organismes ont été exposés 8 heures à une atmosphère de travail chargée principalement en

HAP, le benzo[a]pyrène étant choisi comme traceur. Chez P. schreberi, aucune modification des activités enzymatiques n'a été

mesurée. A I'inverse, une réponse non dose-dépendante a été observée chez H. aspersq Si les activités EROD et ECOD ont été

augmentées dans ses trois organes, les activités GST mesurées avec le 1-chloro-2,4-dinitrobenzène comme substrat I'ont été

uniquement dans la GD,

Enfin, pour la dernière étape, les organismes ont eté implantés une à plusieurs semaines sur différents sites urbains. Dans

la GD d'fl, arpersd, les activités GST mesurées avec les deux substrats ont été corrélées positivement aux oxydes d'azote Ces

dernières, ainsi que les activités CYP dans le rein d'H. aspersa paraissent prometteuses pour une utilisation en tant que

biomarqueurs de la pollution atmosphérique par les HAP

Abstract : The aim of this work was to evaluate the potential value of xenobiotic-metabolising enzymes as biomarker of air

pollution by polycyclic aromatic hydrocarbons (PAID Using several models of PAH air pollution, we investigated their effects

on cytochrome P450 (7-ethoxlresorufin O-deethylase, EROD and 7-ethoxycoumarin O-deethylase, ECOD) and glutathione-

dependent enzyme activities (glutathione ,S-transferases, GST with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene and 4-nitroquinoline-1-oxide as

substrates, glutathione reductase and glutathione peroxidases) in three organs of the snail Helix aspersa as well as on

glutathione-dependent and antioxidant (ascorbate peroxidase and catalase) enzyme activities in the mossPleurozium schreberi.

In the first model, H. aspersa and P. schreberi were exposed to a naphthalene-ùturated atmosphere during three days.

Whiie, this trea.tment did not provoke any variation of the enzyme activities explored in P. schreberl, it modified the level of

some snail etzyme activities in an organ-dependent manner. Naphthalene exposure affected none of the tested activities in the

mantle cavity-forming tissues (MCFT), but signifrcantly decreased EROD and ECOD activities in the kidney (KD) as opposed

to their increase in the digestive gland @G).

In the second model, these organisms were exposed for 8 hours to a work place where tJle atmosphere was essentially

PAH burden. Benzo[a]pyrene was used as the PAH model compound. None of the selected enzyme activities were affected in

the moss. Conversely, EROD and ECOD activities were significantly increased in the KD and DG of fL aspersq, whatever the

PAH burden. Moreover, GST activities with 1-chloro-2,4-dinitrobenzene as the acceptor substrate were enhanced in the DG.

In the third model, the organisms were transplanted in three urban places during one or several weeks. GST activities with

both substrates were positively correlated with the level of nitrogen oxides in the digestive gland of H. aspersa.

Overall, our work shows that the GST activities in the DG and CYP activities (EROD and ECOD) in the KD of

H. aspersa may constitute convenient biomarkers of air pollution PAH
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