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Figure 35 : Représentation schématique du protocole d’exposition de rats A des
litieres de sol pollué.

Figure 36 : Principe du postmarquage au y{32P]-ATP.
Figure 37 : Principe d’un dosage ELISA.

Figure 38 : Activités EROD, PROD, BROD et 4-NP hydroxylase hépatiques (A)
et pulmonaires (B) mesurées chez des rats de laboratoire et des rats sauvages
capturés dans un terrarium ou sur le site pollué de Replonges.

Figure 39 : Activités catalase, superoxyde dismutase (SOD), glutathion
peroxydase (GSH-Px) et glutathion peroxydase Se-dépendante (Se-GSH-Px)
hépatiques (A), pulmonaires (B) et érythrocytaires (C) mesurées chez des rats de
laboratoire et des rats sauvages capturés dans un terrarium ou sur le site pollué de
Replonges.

Figure 40 : Activités EROD (A), PROD (B) et BROD (C) hépatiques mesurées
sur les fractions microsomales de rats de laboratoire ou de rats sauvages méles en
fonction de la durée de leur exposition 3 une litiere composée de sciure ou de
différents sols prélevés a Replonges.

Figure 41 : Activités EROD (A), PROD (B) et BROD (C) pulmonaires mesurées
sur les fractions microsomales de rats de laboratoire ou de rats sauvages méles en

fonction de la durée de leur exposition 2 une lititre composée de sciure ou de
différents sols prélevés 2 Replonges.

Figure 42 : Activités EROD, PROD et BROD hépatiques (A) et pulmonaires (B)
mesurées sur les fractions microsomales de rats de laboratoire ou de rats
sauvages femelles aprés trois jours d’exposition 3 une lititre composée de sciure,
de sol témoin ou de sol Repl.IIL

Figure 43 : Activités catalase, superoxyde dismutase (SOD), glutathion
peroxydase (GSH-Px) et glutathion peroxydase Se-dépendante (Se-GSH-Px)
hépatiques (A), pulmonaires (B) et érythrocytaires (C) mesurées chez des rats de
laboratoire méles en fonction de la durée de leur exposition 2 une litiere
composée de sciure, de sol moin ou de sol RepLIIL

Figure 44 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD (B)
et BROD (C) hépatiques et EROD pulmonaire (D) et le logarithme du
pourcentage de sol pollué RepL.III présent dans la litiére de sol ISO.

Figure 45 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD B)
et BROD (C) hépatiques et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIII
présent dans la litiére de sol ISO.
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Figure 46 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD (B)
et BROD (C) pulmonaires et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIII
présent dans la liti¢re de sol ISO.

Figure 47 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD (B)
et BROD (C) hépatiques et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIV
présent dans la litiere de sol ISO.

Figure 48 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD (B)
et BROD (C) pulmonaires et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIV
présent dans la litiere de sol ISO.
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Figure 51 : Autoradiogramme des adduits obtenus 2 partir de 'ADN de foie (A et
B) et de poumon (C et C) de rats de laboratoire SD méles exposés pendant 88 +2
h au sol témoin ISO (A et C) ou au sol pollué Repl.IIl (B et D). Les
autoradiogrammes ont été exposés pendant 24 heures.

Figure 52 : Autoradiogramme des adduits obtenus & partir de 'ADN de foie (de
rats de laboratoire SD males exposés pendant 88 + 2 h 3 la matrice témoin sable
(A), au sol pollué SIV (B) ou au sol SIV dilué 1/2 avec du sable (C). Les
autoradiogrammes ont ét€ exposés pendant 24 heures.

Figure 53 : Autoradiogramme des adduits obtenus 2 partir de I'ADN de poumon
de rats de laboratoire SD méles exposés pendant 88 + 2 h 2 la matrice témoin
sable (A), au sol pollué SIV (B), au sol SIV dilué 1/2 (C) ou au sol SIV dilué au
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Figure 54 : Titre d'IgM anti-KLH dans les sérums de rats exposés 3 une liti¢re de
sciure ou de sol RepLIIl pendant deux semaines, puis immunisés par une
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LISTE DES SIGLES ET ABREVIATIONS

#:n° IUPAC

3-MC : 3-méthylcholanthréne

ADN : acide désoxyribonucléique

Ag : antigéne

Ah : (récepteur) “Aryl hydrocarbon”

AHH : (activité) "Aryl Hydrocarbon Hydroxylase"
ARN(m) : acide ribonucléique (messager)

ATSD : Agency for Toxic Substances and Disease
B(a)P : benzo(a)pyréne

B(b)F : benzo(b)fluoranthéne

B(e)P : benzo(e)pyreéne

BROD : (activité) benzoxyrésorufine O-débenzylase
CMH : complexe majeur d’histocompatibilité

ConA : concanavaline A (lectine mitogene)

CPA : cellule présentant I’antigéne

CTL : (test de) lyse par les lymphocytes T cytotoxiques
CYP(1A1) : cytochrome P-450 (isozyme 1A1)
CYP(1A1) : gene codant pour le cytochrome P-450 (isozyme 1A1)
DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane

DE5( : dose effectrice 50

DHR : (réaction d’)hypersensibilité retardée

DIS : déchets industriels spéciaux

DL5( : dose létale 50

dNp : désoxynucléotide 3’-monophosphate

EDTA : acide diéthylne triamine tétraacétique
ELISA : Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
EPA : Environmental Protection Agency

EROD : (activité) éthoxyrésorufine O-déséthylase
GSH : glutathion (réduit)

GSH-Px : (activité) glutathion peroxydase

HAP : hydrocarbure aromatique polycyclique

HAPH : hydrocarbure aromatique polycyclique halogéné
Hb : hémoglobine

heptaCB : heptachlorobiphényle

hexaCB : hexachlorobiphényle

HS : hypersensibilité

ip. : (injection) intrapéritonéale

IARC : International Agency for Research on Cancer
Ig : immunoglobuline
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IL : interleukine

K : (cellule) Killer

KLH : Keyhole from Limpet Hemocyanin

LPS : lipopolysaccharide (bactérien)

MAI : maladie auto-immune

MLR : Mixed Lymphocyte Reaction

NAD(H) : nicotinamide adénine dinucléotide (réduit)
NADP(H) : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (réduit)
NIPHEP : National Institute of Public Health and Environmental Protection
NK : (cellules) Natural Killer

NMDA : N-nitrosodiméthylamine

NOEL : No Observed Effect Level

Nt : nucléotide

NTP : National Toxicology Programm

PB : phénobarbital

PCB : polychlorobiphényle

PCDD : polychlorodibenzo-p-dioxine

PCDF : polychlorodibenzofuranne

PCN : prégnénolone 160.-carbonitrile

pentaCB : pentachlorobiphényle

PFC : Plage Forming Cells (cellules formant une plage de lyse)
PHA : phytohémagglutinine (lectine mitogéne)

PROD : (activité) pentoxyrésorufine O-dépenthylase

SDS : sodium dodécyl sulfate

Se-GSH-Px : (activité) glutathion peroxydase séléno-dépendante
SOD : (activité) superoxyde dismutase

SRBC : Sheep Red Blood Cell (globule rouge de mouton)
STEP : (boue de) STation d’EPuration

Tc : (lymphocyte) T cytotoxique

TCE : trichloroéthyléne

TEQ : équivalent toxique international

tétraCB : tétrachlorobiphényle

Th : (lymphocyte) T helper

triCB : (tri-)chlorobiphényle

XRE : Xenobiotic Responsive Element
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RESUME

L’étude bibliographique présente a) les caractéristiques et I’ampleur de la pollution
environnementale par les produits chimiques ainsi que le niveau de contamination et les effets
néfastes qui en résultent pour 'homme et la faune terrestre, b) I'ensemble des mécanismes de
défense des organismes contre ces agressions chimiques, pouvant étre utilisés comme
biomarqueurs d’exposition ou d’effets et ¢) ’intérét des systémes d’animaux sentinelles et des
bioessais dans la bioévaluation des sols pollués.

Dans la partie expérimentale de ce travail, nous avons étudié la biodisponibilité de
polluants organiques (inducteurs des cytochromes P-450 1Al et 2B) par la mesure des
activités éthoxy-, pentoxy et benzoxy- résorufine O-désalkylases (respectivement, EROD,
PROD et BROD) dans les fractions microsomales hépaﬁques et pulmonaires de surmulots
(Rattus norvegicus) capturés sur le site pollué de Replonges. Les résultats montrent
I’induction attendue de I’activité EROD hépatique, mais aussi une forte induction de I’activité
EROD pulmonaire.

Dans cette approche déja utilisée par d’autres auteurs, le degré d’exposition des
animaux n’est pas connue avec précision. Nous avons donc mis au point une méthodologie
permettant d’exposer des petits mammiferes 2 des sols pollués par les voies naturelles
(ingestion, inhalation et absorption percutanée) dans des conditions contrdlées. Des rats de
laboratoire ou des rats sauvages sont maintenus sur une lititre de sol pollué ou non pendant
88 + 2 heures. Les résultats montrent que des sols pollués par des HAP et/ou des PCB
induisent plus fortement et plus durablement 1’activité EROD pulmonaire (9 A 78 fois) que
I’activité hépatique (3 2 29 fois). Dans les m&mes conditions, les rats sauvages sont moins
sensibles. Ce protocole permet d’étudier 1a relation dose-réponse en diluant les sols pollués
avec des sols non pollués ou du sable : les activités EROD, PROD et BROD hépatiques,
EROD pulmonaires et les teneurs en PCB dans le foie et le poumon de rats sont
significativement corrélées 2 la teneur en sol pollué présent dans la litiere.

Des résultats préliminaires montrent que les sols pollués par des HAP induisent la
formation d’adduits dans le foie et le poumon, mais nous n’avons pas pu mettre en évidence
de modification des activités antioxydantes (catalase, superoxyde dismutase et glutathion
peroxydases).
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ABSTRACT

The review presents a) characteristics and extent of environmental pollution by chemicals,
and contamination levels and toxic effects on human and wildlife, b) mechanisms of defense
against chemicals and their potential use as biomarkers, and c) the interest of sentinel animal
systems and bioassays in bioevaluation of polluted soils.

In the experimental study, we have studied the bioavailability of organic pollutants
such as PAH or PCB which are known inducers of cytochrome P-450 1A1 and 2B, by
measuring ethoxy-, pentoxy- and benzoxy-resorufin O-dealkylase activities (EROD, PROD
and BROD, respectively) in hepatic and pulmonary microsomal fractions from wild rats
(Rattus norvegicus) caught on the polluted site of Replonges. Results show the expected
induction of hepatic EROD activity, in parallel with a strong increase in pulmonary EROD
activity.

In such in situ studies which have been used by other authors, the level of exposure is
not characterized. Thus, we have developed a methodology where small mammals are
exposed to polluted soils by natural routes in controlled laboratory conditions. Laboratory or
wild rats were maintained on a litter of soil during 88 * 2 heures. The results show that with
PAH- and/or PCB-polluted soils, the induction of pulmonary EROD activity is higher and
more long-lasting than hepatic EROD activity (9 to 78- fold and 3 to 29- fold, respectively).
In the same conditions, wild rats are less responsive. With this protocol, it is possible to study
dose-response relationships by diluting polluted soil with unpolluted soil or sand. Hepatic
EROD, PROD and BROD activities, pulmonary EROD activities, and hepatic and pulmonary
PCB burdens are significatively correlated to the concentration of polluted soil in the litter.

Preliminary results show that PAH polluted soils induce the formation of DNA
adducts in lung and liver. No modification of antioxidant enzyme activities (catalase,
superoxide dismutase and glutathione peroxidases) was detected.
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INTRODUCTION

Marqué par le progres technologique, notre sigcle est celui de I’urbanisation et de la pollution.
La société de consommation est productrice de déchets ménagers, agricoles ou industriels ;
I’atmosphere, I’eau et le sol se chargent de polluants minéraux et organiques, dont la toxicité
est trop souvent mal connue.

Les conséquences de la pollution pour les animaux ne sont pas toujours visibles : si les
pollutions aigu&s sont en général rapidement détectées (mort massive d'animaux, marée
noire...), les pollutions chroniques ne sont pas facilement repérables. En effet, en dessous de
la dose 1étale, les produits toxiques peuvent provoquer de nombreux troubles physiologiques
détectables seulement 3 long terme : altération du fonctionnement d’organes vitaux, troubles
de la reproduction, génotoxicité, affaiblissement et baisse de la résistance aux agressions
microbiennes ou virales, troubles du comportement et exposition accrue aux prédateurs....
Tous ces effets non létaux n’en sont pas moins trés graves par leurs conséquences :
perturbation des écosystémes, dégénérescence voire disparition d'especes, bioaccumulation
dans la chaine alimentaire....

Les relations existant entre le milieu, les polluants et les organismes exposés rendent
difficile 1’évaluation du risque. La toxicologie environnementale du milieu terrestre doit tenir
compte a) des nombreux parametres liés au sol et aux polluants, intervenant dans le potentiel
toxique d'un sol pollué, b) des voies et de la durée d'exposition des organismes et ¢) de leur
sensibilité spécifique et individuelle qui conditionnent le risque qu'ils encourent.

Les essais de toxicité ont l'avantage d'étre pratiqués dans des conditions
expérimentales facilement contrSlées (doses administrées aux animaux parfaitement connues,
produits utilisés purs ou dilués dans des substances inertes...) mais ils ont I'inconvénient de
mettre en oeuvre des doses particulidrement élevées, dans des conditions expérimentales
souvent trés lointaines des conditions d'exposition rencontrées dans l'environnement. Dans
ces conditions, des valeurs de toxicité telles que dose létale 50 ou dose sans effet observé...
ont été déterminées et le métabolisme et les effets toxiques des polluants ont pu Etre mis en
évidence ; ils pourront &tre mis 2 profit pour le développement de biomarqueurs d'exposition
ou d'effets toxiques en toxicologie environnementale.

Contrairement au domaine aquatique, trés étudi€ jusqu'a nos jours, les études
concernant la toxicité les sols pollués commencent seulement 2 apparaitre. L’analyse
chimique du sol renseigne sur la nature et 1’importance de la pollution, mais elle porte sur des
extraits organiques du sol et ne refléte en rien la biodisponibilité des polluants extraits. Par
contre, la connaissance des polluants présents et de leurs proportions relatives permet
d’orienter le toxicologue vers la recherche d’effets toxiques caractéristiques des polluants
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détectés. Parallélement aux analyses chimiques, on peut pratiquer des essais d'écotoxicité a
partir de lixiviats ou d'extraits organiques du sol 2 étudier, sur des bactéries ou des crustacés.
Ces tests ont les mémes limites que les analyses chimiques du fait qu'ils sont réalisés a partir
d'extraits de sol.

Devant la difficulté A évaluer la toxicité potentielle d’un sol, il devient nécessaire de
développer des tests se pratiquant sur un sol non modifié, dans des conditions d'exposition
proches des conditions naturelles. Plusieurs équipes frangaises travaillent actuellement sur la
mise au point de tests d'écotoxicité adaptés aux sols et aux déchets (programme dirigé par
I'ADEME). Dans le cadre de ce projet, nous travaillons sur la mise en évidence de la
biodisponibilité et des éventuels effets toxiques des sols pollués pour des petits mammiferes
exposés par les voies naturelles.

La mesure de biomarqueurs d'exposition et/ou d'effets chez des mammiféres
directement exposés 2 un sol pollué est un moyen réaliste d'évaluer la biodisponibilité et les
effets toxiques d'un sol pollué. Comme nous le verrons dans la partie bibliographique de ce
travail, certains biomarqueurs sont déji couramment utilisés dans la surveillance de la
pollution environnementale, alors que d'autres n'ont pas encore atteint I'étape de la validation.

Ayant pour objectif de mettre au point un systtme de détection d'une pollution
potenticllement toxique pour les mammiferes, sensible, facile & mettre en oeuvre et plus
réaliste que les conditions de laboratoire, nous avons étudié le site de Replonges, pollué par
des composés organiques (polychlorobiphényles, hydrocarbures) et des métaux lourds. Dans
un premier temps, nous avons mené une étude in situ avec capture de surmulots (rats
sauvages) et mesure de biomarqueurs d'exposition. Les nombreux inconvénients liés & cette
technique nous ont conduits & mettre au point un protocole d'exposition de rats & un sol
pollué, en laboratoire et sans administration forcée. Ce protocole nous a permis a) d'étudier
l'influence de la durée d'exposition sur la réponse, b) de comparer la réponse de rats sauvages
et de rats de laboratoire, ¢) d'établir une relation dose-réponse pour certains biomarqueurs et
d) de tester d'autres sols pollués que le sol prélevé a Replonges.
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I. LES POLLUANTS ENVIRONNEMENTAUX

En un siecle, le développement des activités industrielles et agricoles a provoqué 1'apparition
de milliers de nouvelles molécules et un trés fort accroissement de la production de déchets.
Aux Etats-Unis, l'industrie produit plus de 384 millions de tonnes de déchets tous les ans,
dont 275 millions sont des déchets dangereux (US EPA, 1988b, cité par Houk, 1992). La
plupart des déchets dangereux ont des propriétés mutagénes, carcinogénes et/ou tératogénes et
dans les pays industrialisés, ils sont séparés des autres déchets et soumis a une réglementation
trés stricte.

La répartition géographique des polluants chimiques n'est pas toujours liée 2 la
localisation de leurs sources et la pollution environnementale est devenue un probléme 2
I'échelle mondiale : la migration par voie atmosphérique est particuli¢rement importante et
concerne de nombreux polluants (hydrocarbures halogénés ou non, métaux, SOx, NOx...).
Ainsi, les continents Arctique et Antarctique et les sédiments océaniques sont pollués depuis
des années par des composés tels que les organochlorés.

Les polluants peuvent €tre regroupés en deux grandes catégories : les composés
organiques et les composés inorganiques. Les principaux polluants organiques sont les
hydrocarbures aromatiques polycycliques halogénés (HAPH) qui englobent les
polychlorobiphényles et les polybromobiphényles, les chlorodioxines et les
chlorodibenzofurannes, les insecticides et les hydrocarbures (aliphatiques, aromatiques et
aromatiques polycycliques). Les polluants inorganiques regroupent les métaux (si 1'on ne tient
pas compte de certains dérivés organiques comme le méthylmercure) et les polluants
atmosphériques (SOx, NOx, ozone et chlorofluorocarbone). Notre travail étant
essentiellement axé sur les polychlrobiphényles, les hydrocarbures et les métaux lourds, nous
ne développerons pas ce qui concerne les pesticides et les polluants atmosphériques.

L.1. Sources, propriétés physico-chimiques et niveaux de pollution
L1.1. Les polychlorobiphényles

Fabriqués & partir de 1929, les polychlorobiphényles (PCB) étaient des composants
communément utilisés comme fluides di€lectriques dans les transformateurs, fluides
caloporteurs, retardateurs de flamme, diluants organiques, ou employés dans la fabrication de
résines et adhésifs, peintures, encres, huiles de coupe, ....

Les PCB sont obtenus par la chloration du biphényle. Il en existe 209 congénéres qui
se différencient par le nombre et la position des atomes de chlore. Ces congénéres ont été
numérotés afin de faciliter leur désignation (N°TUPAC!, Annexe I ; Ballschmitter & Zell,
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Figure 1 : Structure moléculaire et numérotation des positions des substituants des
polychlorodibenzo-p-dioxines (PCDD), polychlorodibenzofurannes (PCDF) et
polychlorobiphényles (PCB). Pour les PCB, les positions peuvent aussi €tre désignées par ortho
(0), méta (m) ou para (p) (selon Bosveld, 1995).
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Figure 2 : Illustration schématique des propriétés physicochimiques et biochimiques des
composés organochlorés (selon Loganathan et Kannan, 1994).



1980). Seuls les PCB non substitués en position ortho ou mono- ou di-substitués en cette
position sont coplanaires (figure 1). Les préparations commerciales sont des mélanges de
nombreux congénéres ; les plus connus sont les Aroclor® 1242, 1254 ou 1260. Les deux
demniers chiffres correspondent au pourcentage de chlore dans le poids du mélange : par
exemple, 54% du poids de 1'Aroclor 1254® correspond  du chlore. Les propriétés physico-
chimiques des PCB dépendent du degré de substitution et de la position des substituants mais
d'une manigre générale, plus les congéneres sont chlorés, plus ils sont lipophiles et s'adsorbent
facilement et moins ils sont volatils, biodégradables et hydrosolubles (figure 2). Leur
coefficient de partage octanol/eau (logKow) est supérieur 2 6, ce qui classe ces composés dans
la catégorie des composés hautement bioaccumulables (Shore & Douben, 1994a) ; leur
lipophilie leur permet d'étre stockés dans les tissus adipeux et le lait des animaux et d'étre
bioaccumulés dans la chaine alimentaire. Certains congéneres (hexaCB #138 et #153,
heptaCB #180) sont davantage retenus dans les tissus humains que d'autres (Safe, 1994). Les
PCB ont une demi-vie dans le sol de 5 ans environ.

Les mélanges commerciaux les plus fortement chlorés (Aroclor® 1260) sont les plus
carcinogeénes et les plus immunotoxiques mais la 1étalité n'est pas corrélée au degré de
substitution. Expérimentalement, les PCB sont promoteurs de carcindmes et de nodules
néoplastiques dans le foie, le poumon et la peau ; les PCB sont classés parmi les 20
substances les plus dangereuse par I'ATSD, et sont probablement carcinogenes pour I'homme
(groupe 2A ; IARC, 1987). L'EPA considere que l'ingestion de 1 pg de PCB/kg/jour pendant
une vie provoque 77.000 cas de cancer supplémentaires par 10 millions de personnes.

En une quarantaine d'années, 1,2 millions de tonnes de PCB ont été produits dans le
monde (Hansen, 1987). La faible toxicité aigu& des PCB (DLsg Aroclor® : 1,01-11,3 g/kg,
rat, voie orale) et leur inactivité biologique (malgré l'observation de lésions cutanées et de
troubles hépatiques) expliquent que leur usage et leur stockage n'aient pas été trés surveillés 2
cette époque, ce qui a entrainé la dispersion d'environ un tiers de la production mondiale dans
I'environnement. Dans les années 60, la dispersion dans I'environnement, la persistance et la
toxicité de ces polluants ont été mises en évidence, ce qui a conduit les pays industrialisés 2
en arréter la production dans les années 70. L’utilisation de transformateurs contenant des
PCB a ét6 interdite dans les pays membres de la CEE en 1985. Dans les années suivant 1'arrét
de la production, I'émission de PCB dans l'environnement a chuté mais aujourd'hui, les
teneurs environnementales ne diminuent que trés lentement : les PCB présents dans
I'environnement sont constamment remis en circulation (figure 3 ; Hansen, 1987) et il subsiste
encore des sources de PCB qui n'ont pas été éliminées (transformateurs, décharges, épandage
de boues de station d'épuration ; STEP). Aux Etats-Unis, des PCB ont été détectés dans au
moins 216 des 1.177 sites dangereux faisant partie de la liste prioritaire (National Priority
List). Le flux atmosphérique serait responsable des deux tiers de la remise en circulation des
PCB, dont une partie va se déposer dans d'autres régions du globe. Ces migrations
atmosphériques sont responsables de la contamination entre pays voisins, mais aussi entre
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continents (dépdts de PCB sur les continents Arctique et Antarctique ; Loganathan & Kannan,
1994). Elles concernent essentiellement les congéneres les plus faiblement chlorés (triCB #28,
tétraCB #52 et pentaCB #101).

Au Royaume-Uni, la quantité totale de PCB est estimée 4 400 tonnes, réparties dans le
sol (93%), les sédiments d'eau douce (2,2%), I'eau douce (0,03%), les végétaux (1,8%), l'air
(0,06%) et les animaux (1,9%) ; si l'on considere que la population humaine du Royaume-Uni
représente 10% de la biomasse animale, 0,76 tonnes de PCB seraient contenus dans les tissus
de cette population (Harrad et al., 1994).

Les boues de STEP utilisées comme fertilisants contiennent souvent des PCB a des
concentrations comprises entre 0,15 et 6,65 ppm avec une prédominance de congénéres
penta- et hexa- chlorés (revue par Alcock & Jones, 1993). La forte variabilité de ces teneurs
peut s'expliquer par la diversité de I'origine des boues (industrielle, urbaine, rurale).
Actuellement, les teneurs en PCB ne sont pas contrflées dans les boues utilisées en
agriculture.

Les valeurs de PCB mesurées dans le sol et relevées dans la littérature sont variables :
selon Harrad et al. (1994), 1a teneur moyenne de PCB dans les sols est de 30 ppb (sur 5 cm de
profondeur) au Royaume-Uni. Aux Etats-Unis, un site faisant partie des "Superfund Waste
Sites", le site Pryor, contient 0,3 2 863 ppm d'Aroclor 1254® (Lubet et al., 1992 ; Shaw-Allen
& McBee, 1993). En Russie, 2 moins de 2 km de distance d'une usine de transformateurs, la
concentration en PCB dans le sol est comprise entre 0,26 et 4,7 ppm, alors que le niveau
admissible est d'environ 0,06 ppm (valeur fixée par le Ministere de la Santé Russe en 1991) ;
la concentration atmosphérique est de 46 jg/m3 sur le site et varie entre 1,4 et 31 pg/m3 2 300
m du site (selon l'orientation) ; la concentration dans la neige varie entre 0,16 et 67 pg/litre ;
sur les terrains inondés, la concentration est comprise entre 10 et 60 ppm dans les sols, entre 1
et 12 ppm dans les végétaux (2 moins d'l km de l'usine, Bobovnikova et al., 1993).

1.1.2. Les chlorodioxines et les chlorodibenzofurannes

Les dioxines sont un mélange de congéneres : il existe 135 polychlorodibenzo-p-dioxines
(PCDD) et 75 polychlorodibenzo-p-furannes (PCDF) (Safe, 1990 ; Gonzales et al., 1991). La
structure des PCDD et des PCDF est présentée sur la figure 1. Les dioxines sont des
substances particulitrement préoccupantes : elles accompagnent souvent les chlorophénols et
les préparations commerciales de PCB en tant qu'impuretés (le rapport PCDF/PCB est
compris entre 2.10-3 et 2.106, suivant l'origine de la préparation) ou sont formées lors de la
combustion incontrdlée de déchets ménagers (incinérateurs municipaux), industriels (sciure
de bois traité aux chlorophénols, boues de STEP en aval d'usines 2 papier) ou hospitaliers,
lors de la combustion de charbon, de tourbe, de carburants ou lors d'incendies de
transformateurs ou de décharges (revues par Rappe, 1991 et Safe, 1990 ; Halonen et al., 1993
: Assmuth & Vartiainen, 1994). La formation des PCDD/PCDF est catalysée par la présence
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de métaux ; cette situation est notamment rencontrée lors de l'incinération de boues de STEP
(Halonen et al., 1993).

Les incinérateurs étaient jusqu'a maintenant considérés comme une source importante
de dioxines, mais de nouvelles technologies permettent de réduire efficacement leurs
émissions (Schecter ez al., 1995). Les incendies de décharge seraient responsables d’une plus
grande part des émissions : en Finlande et en Sugde, les incendies de décharge produisent
trois fois plus de PCDD/PCDF que les incinérateurs (soit respectivement, 50-70 et 35 g
TEQ(Nordique)/an® ; Ruokojirvi et al., 1995). Les dioxines sont transportées par voie
atmosphérique et la corrélation existant entre la présence de dioxines dans les "nuages” et la
présence de SOx ou de NOx prouve l'origine urbaine ou industrielle de ces nuages (Tysklind
etal., 1993).

En Angleterre, des échantillons de sols et de végétaux archivés (de 1856 a 1988) ont
été analysés : des dioxines ont été détectées dans tous les échantillons, la quantité de dioxines
dans le sol a doublé entre la premidre (655 pg TEQ®/kg) et la deuxiéme guerre mondiale
(1.080 pg TEQ/kg) puis s'est stabilisée (1.160 pg TEQ/kg en 1986). Dans les végétaux, la
progression est plus lente jusque dans les années 60, puis les teneurs ont presque doublé entre
1970 (725 pg TEQ/kg) et 1988 (1.150 pg TEQ/kg). A partir de 1950 apparait une
augmentation de congénlres hepta- et octa-chlorés qui indique l'influence de sources
anthropogéniques comme le pentachlorophénol.

La déposition atmosphérique serait de l'ordre de 5 ng TEQ/m2 en Norvége ou en
Islande mais serait multipliée par 10 dans des zones moins isolées (en Suisse) et par 100 dans
la zone des Grands Lacs Américains (Rappe, 1991). A proximité d'une usine de récupération
de cuivre par pyrolyse de cibles usagés, des concentrations dans le sol comprises entre 0,253
et 27,800 pg TEQ/kg (Schrenk et al., 1991) et allant jusqua 29 ug TEQ/kg sur un site
semblable (Wuthe et al., 1992) ont été mesurées. Sur ce site, 30 4 83 ng TEQ/kg de poussitres
prélevées dans les habitations voisines (2 environ 200 m de l'usine) ont été mesurés (dans les
greniers, les teneurs sont comprises entre 436 et 651 ng TEQ/kg de poussi¢re). La teneur en
dioxines 2 la surface du sol, & proximité d'une usine produisant des chlorophénols se situe
autour de 21 pg TEQ/kg ; dans une décharge de scierie (bois traité), cette teneur est 10 fois
plus faible (Assmuth & Vartiainen, 1994). Dans les cendres d'un incinérateur, les teneurs sont
de l'ordre de 4 & 54 pg TEQ/kg (Pehlivan et al., 1994). Ruokojirvi et al. (1995) ont mesuré
des teneurs de 4 2 300 ng TEQ/kg dans les résidus d'incendies de décharge.

L.1.3. Les hydrocarbures

Les hydrocarbures regroupent les hydrocarbures aliphatiques, les hydrocarbures aromatiques
(benz2ne...) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP : benzo(a)pyrene,

2 Nordic Toxic Equivalent
3 Ici, International Toxic Equivalent (ou I-TEQ)
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benzo(a)anthracéne, phénanthréne, fluoranthéne...). Les HAP comportent au moins deux
cycles benzéniques condensés ; quelques-uns sont présentés sur la figure 4.

Les hydrocarbures sont des molécules lipophiles. Certains hydrocarbures aromatiques
sont davantage préoccupants que les hydrocarbures aliphatiques car ils sont trés toxiques : le
benzéne, le dibenzo(a,h)anthracgne, le benzo(a)pyréne (B(a)P), et le benzo(b)fluoranthéne
(B(b)F) font partie des 20 substances les plus dangereuses classées par 1" Agency for Toxic
Substances and Discase" américaine (ATSD).

Les HAP peuvent étre d'origine naturelle (volcans, feux de forét, maturation de la
matire organique) mais ils sont le plus souvent produits lors d'activités anthropiques telles
que production d'énergie, transports et activités industrielles mettant en oeuvre une
combustion incomplete de combustibles fossiles ou de matitres organiques. Ils entrent dans la
composition de la créosote, utilisée pour la conservation du bois. La plupart des sites
fortement contaminés sont d'anciens sites industriels (cokeries, usines 4 gaz, usines de
traitement du bois au créosote...), les décharges de produits toxiques ou les boues de STEP,
mais les HAP sont des polluants ubiquistes détectés dans 1'atmosphere, les sols, les eaux et les
sédiments.

Des boues provenant de 23 stations d'épuration urbaines finlandaises (1.000 a 23.000
habitants) ont été analysées : la concentration totale en HAP varie de 0,018 4 11,9 mg/kg de
résidu sec, avec une moyenne de 1,9 ppm. Ces concentrations sont plus faibles d'un ordre de
grandeur que celles mesurées dans des boues en Allemagne ou au Canada, et plus élevées que
les boues correspondant & des zones rurales (Sandell et al., 1993).

Dans une forét de pins située & proximité de hauts fourneaux, les concentrations en
HAP en surface sont de 1'ordre de 100 ppb (B(a)P + B(b+k)F). Entre 2 et 8 cm de profondeur
(humus), la teneur est multipliée par 13 (Van Straalen et al., 1993). La teneur en HAP
(somme de 7 HAP) dans une zone comptant plusieurs usines 2 gaz varie entre 200 et 900 ppm
en surface ; elle est de I'ordre de 10.000 ppm 2 10 cm de profondeur (Shaw et al., 1995). Des
prélevements effectués entre O et 50 cm de profondeur d'une dépression remblayée (site de
Replonges) ayant regu des vidanges de cuves d'hydrocarbures montrent des teneurs en HAP
de l'ordre de 80 ppm (Fouchécourt & Riviere, 1996).

L1.4. Les métaux

Bien qu'une faible quantité de la plupart des métaux soit indispensable & notre organisme, ils
‘peuvent devenir toxiques 2 fortes doses (par exemple, le fluor) mais les métaux lourds sont
presque toujours toxiques. Le plomb, le cadmium, le mercure et I'arsenic font partie des 20
substances les plus dangereuses, selon 'ATSD. Les métaux sont largement répandus dans
l'environnement 2 la suite d'activités industrielles (exploitation de mines, stockage de déchets
(terrils), industrie métallurgique, combustion de carburants...) et  'épandage de boues de
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STEP, mais la majorité des contaminations résulte de dépdts atmosphériques et concerne la
surface des sols. Nous ne développerons ici que deux exemples.

Les nombreuses utilisations du plomb (industries, batteries, peintures, agriculture,
carburants...) font que sa dispersion dans l'environnement est importante. De fortes
concentrations sont observées aux alentours des usines de récupération de métaux non ferreux
et, plus couramment, 3 proximité des autoroutes ou des licux de trafic intense. Le
développement du carburant sans plomb a permis de réduire de 40% les émissions de plomb
dues au trafic automobile. Du plomb a été détecté dans 635 des 1.177 sites classés dangereux
sur la liste prioritaire des Etats-Unis. Ce toxique cumulatif a une toxicité aigué assez élevée
(DLso : 10 mg/kg, rat, voie orale) et peut &tre transporté sur de grandes distances par voie
atmosphérique. A proximité d'une usine de batteries, les concentrations de plomb dans le sol
(0 2 2 cm de profondeur) sont comprises entre 38 et 130 ppm (de 50 a 500 m de I'usine), et
entre 8 et 19 ppm (de 600 2 1.000 m), la concentration dans les sols témoins allant de 7 2 31
ppm ; sur le site, la teneur est de 180 ppm et dans I'herbe les concentrations varient entre 120
et 720 ppm (de 50 2 300 m de l'usine). Des concentrations de 205 & 370 ppm ont ét€ mesurées
dans de 1'herbe poussant 3 c6té d'une route 2 fort trafic (Beardsley et al., 1978) ; dans la méme
étude, une moyenne de 21 ppm est mesurée dans les végétaux cultivés sur un sol fertilisé avec
des boues.

Le cadmium est utilisé dans l'industrie (soudures, appareils €lectriques, alliages...)
mais il est aussi présent dans les minerais de plomb ou de zinc. La contamination est
importante dans les effluents d'usines (galvanoplastie par exemple), & proximité des mines de
zinc ou de plomb et dans les zones agricoles (contamination naturelle des engrais, épandage
de boues de STEP). Le cadmium est un toxique cumulatif : il n'est pratiquement pas €liminé
de 'organisme et son accumulation dans les crustacés et les viandes est un probléme majeur.
Sa toxicité aigué est faible (DLsq : 88 mg/kg, rat, voie orale). Des granules de fertilisant
provenant de boues de STEP, commercialisées dans le Milwaukee (USA) contenaient, entre
autres métaux, environ 58 ppm de cadmium et 460 ppm de plomb (Anderson et al., 1982).

1.2. Devenir des polluants dans I'environnement

Les polluants environnementaux sont soumis 3 divers phénoménes physiques, chimiques ou
biologiques capables de modifier leur répartition, leur structure ou leur biodisponibilité
(figure 5). Volatilisation, solubilisation, précipitation, adsorption, oxydation, réduction,
hydrolyse, substitution nucléophile, complexation, photolyse, biodégradation sont autant
d'événements qui dépendent de la nature du polluant et de parametres du milieu (sol, eau, air).
Par exemple, les phénomenes d'adsorption sont rencontrés dans les sols, surtout s'ils sont
riches en humus et en argile, et dans les sédiments (Fletcher & McKay, 1993) ; les polluants
présents dans l'atmosphére sont davantage soumis 2 la photodégradation que les polluants
présents dans le sol, plutdt sujets 3 une biodégradation ; les phénomenes de complexation
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concernent surtout les micropolluants minéraux.... L'oxydation dépend de I'oxygénation ;
dans le sol, il y aura des zones aérobies et anaérobies, ce qui peut également influencer la
biodégradation (par des micro-organismes aérobies/anaérobies).

Le profil d'un mélange de polluants peut donc &tre modifi€ au cours du temps : par
exemple, le rapport PCDF/PCDD est supérieur 4 1 au niveau des émissions (proximité
d'incinérateurs) mais devient inférieur 3 1 lorsque l'analyse est effectuée sur l'air. Cet
appauvrissement en PCDF et en congéneres faiblement chlorés peut &tre di & une dégradation
photolytique ou 2 des réactions radicalaires agissant différemment sur les PCDD et les PCDF
(Tysklind et al., 1993).

I.3. Niveaux de contamination et effets biologiques de la pollution

environnementale
L3.1. Sur la faune terrestre

Les mammifres et les oiseaux sont les deux principaux groupes de vertébrés (numériquement
parlant) constituant la faune sauvage terrestre. Au deld des cas de mortalité aigug (marée
noires, utilisation de pesticides dans de mauvaises conditions), I'exposition sublétale aux
grandes familles de polluants (composés organohalogénés, métaux, pesticides) est plus
difficile 2 mettre en évidence. Les effets toxiques des polluants ont surtout été étudiés chez les
oiseaux, mais des &tudes récentes ont montré leurs effets nocifs sur les mammiferes.

La dissémination des insecticides organochlorés a eu des conséquences désastreuses
sur les populations d'oiseaux (amincissement des coquilles d'oeufs et déclin de populations de
rapaces en Grande-Bretagne ; Cooke, 1973 ; Newton et al., 1993). Les PCB et les dioxines
sont des contaminants majeurs des Grands Lacs Américains et sont responsables d'effets
embryotoxiques et tératogenes chez les oiseaux d'eaux et les rapaces (Kubiak et al., 1989 ;
Gilbertson et al., 1991). Parmi les métaux lourds, le plomb est le plus dangereux et le plus
répandu. La contamination des oiscaux d'eau par les plombs de chasse ou de péche a été
établie. En dehors de sa toxicité aigu&, le plomb peut contribuer par ses effets sublétaux 2
I'extinction de certaines populations d'oiseaux (revue par Rivire et al., A paraitre).

Les données concernant le risque des polluants pour les mammiféres terrestres sont
encore rares. Des études de terrain ont ét€ menées sur des sites contaminés, mais la majorité
de ces études se limite 2 la recherche de marqueurs d'exposition (teneurs en polluants dans
l'organisme ou inductions enzymatiques ; Lubet ef al., 1992 ; Rattner et al., 1993 ; Bhatia et
al., 1994)...).

1.3.1.1. Exposition des mammiféres aux polluants organiques

L'accident de Seveso (Italie) au cours duquel des symptdmes d'intoxication ont été observés
chez de nombreux animaux domestiques et sauvages a révélé la toxicité des dioxines au grand
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public. Dans le Missouri, des chevaux contaminés par de I'huile de récupération déversée sur
la sciure de leur mandge ont présenté de sévéres troubles hépatiques et cutanés (Buck, 1979).
L'épithélium trachéal de petits mammiftres et d'oiseaux vivant & proximité de centrales
thermiques est altéré (augmentation des sécrétions de mucus, cils plus courts ; Llacuna et al.,
1993). Les animaux marins ne sont pas épargnés : la pollution chronique des cOtes argentines
par des hydrocarbures (dégazage, contamination au niveau des ports) est chaque année
responsable de la mort de dizaines de pingouins migrateurs (Gandini et al., 1994).

Batty et al. (1990) ont mis en évidence la disparition d'une population de musaraignes
sur un site pollué par des PCB et des métaux lourds, et plusieurs travaux ont montré
l'existence d'effets génotoxiques (échange de chromatides soeurs, adduits 2 1’ADN,
aneuploidie...) chez des rongeurs vivant sur des sites 3 pollution complexe (Nayak & Petras,
1985 ; McBee et al., 1987, McBee et Bickham, 1988 ; Thompson et al., 1988 ; McBee, 1991 ;
Shaw-Allen & McBee, 1993), chez des rats musqués vivant auprés d’une rivi¢re contaminée
par des HAP (Halbrook et al., 1993) ou chez des bovins vivant & proximité d’un site industriel
(Parada & Jaszczak, 1993).

Dans les années 70, de trés nombreuses équipes se sont intéressées a la contamination
des animaux sauvages terrestres et marins par les PCB (revue par Kamrin & Ringer, 1994).
Les PCB sont omniprésents dans le monde mais les plus fortes teneurs sont retrouvées dans
I'hémisphere Nord ; le continent arctique n'est pas épargné, méme si la contamination est
moins importante que sur les autres continents. Le continent antarctique est le plus faiblement
atteint. D'une mani¢re générale, les mammiferes méles sont plus fortement contaminés que les
femelles, qui éliminent une partie des PCB lors de la gestation et de l'allaitement : les teneurs
en PCB mesurées sur des chauve-souris nouveau-nés varient entre une valeur indétectable et
25 ppm (exprimé par rapport aux mati¢res grasses de l'organisme), les teneurs mesurées chez
la mere étant comprises entre 3,6 et 25 ppm ; trés souvent, le niveau de contamination est tres
semblable chez 1a mere et le nouveau-né. Des concentrations de 6 & 60 ppm et de 0,06 a 7,4
ppm ont été mesurées sur des visons, respectivement morts et vivants. Chez les loutres
mortes, des teneurs allant jusqu'a 300 ppm ont pu &tre mesurées. En Europe (Suisse et
Allemagne), des teneurs variant entre 1,1 et 121 ppm ont été mesurées sur des putois (Mason
& Weber, 1990). A proximité d'une usine de transformateurs, des concentrations en PCB
comprises entre 4,9 et 8,7, et 2,9 2 17,2 ppm ont été mesurées dans le foie et le muscle
(respectivement) de campagnols, de souris et d'écureuils. Des souris vivant prés d'une
décharge d'usine électrique (transformateurs) contiennent 11,2 ppm, contre une valeur
indétectable chez des souris non exposées. Des ours polaires capturés au Canada ont des
teneurs comprises entre 1,6 et 8,25 ppm dans les tissus adipeux, contre 21 ppm chez un ours
tué au Groenland ; les congénéres hexachlorés #153 et #138 représentent respectivement 42%
et 17% du total des congéneres. Chez les mammiferes marins, les teneurs sont trés variables et
dépendent de 1a localisation des animaux, de leur régime alimentaire, de leur sexe, de leur
espece et de leur dge. Les teneurs mesurées chez des baleines, des marsouins, des dauphins,

-28 -



des lions de mer ou des phoques varient de quelques dixiémes de ppm A plusieurs centaines
de ppm (dauphins de Californie du Sud), voire quelques milliers (phoques des cdtes
américaines et Européennes). Il est fort probable que ces produits ont un effet sur le déclin de
ces populations de mammiféres ou sur leur reproduction, mais il n'a pas été possible de le
prouver par les enquetes écoépidémiologiques.

Les poissons et les oiseaux vivant dans la région des Grands Lacs ou & proximité de
décharges de produits dangereux sont plus fortement contaminés que les autres (2,3 pg/g de
2,3,7,8-TCDD, contre 0,03 pg/g chez les poissons provenant d'autres zones urbaines, Travis
& Hattemer-Frey, 1990 cité par Fletcher & McKay, 1993) ; des truites vivant dans une rivi¢re
contaminée par des dioxines (1,3-3.228 ng TEQ/kg de sédiments) contiennent entre 163 et
982 ng TEQ/kg (ppt) de matiere grasse. Les poissons sont une source de contamination pour
les prédateurs et les dioxines sont particulierement bien accumulées dans la chaine
alimentaire, la bioaccumulation des différents congénéres de PCDD/PCDF dépendant de
chaque congénere (Fiirst et al., 1993). Dans le lait de vache, les teneurs en dioxines ne sont
pas liées au niveau de contamination du sol mais dépendent de la teneur dans I'herbe et 'air
(Wuthe et al., 1992). Des souris capturées 3 proximité d'une usine de pyrolyse de cables
usagés sont contaminées par des dioxines (28 & 158 ng TEQ/kg de foie) et les activités EROD
hépatiques de ces souris sont multipliées 1,5 a 2 fois (teneurs dans le sol comprises entre 253
et 27.770 ng TEQ/kg ; Schrenk et al., 1991).

L3.1.2. Exposition des mammiféres aux métaux

L'utilisation des boues de STEP urbaines comme fertilisant agricole contribue a la dispersion
de métaux lourds. Ces métaux sont peuvent s'accumuler dans les végétaux et il a ét€ montré
au laboratoire et sur le terrain que les animaux nourris avec des végétaux cultivés sur un
terrain agricole fertilis€ par des boues accumulaient des métaux lourds dans leur organisme :
la teneur en cadmium chez les campagnols est comprise entre 0,6 et 24 fois la valeur du
témoin dans le foie, et 1,6 & 193 fois la valeur du témoin dans le rein (Anderson ez al., 1982).
La durée de vie des campagnols est réduite lorsqu'ils vivent sur des terrains fertilisés depuis
plusieurs années par des boues de STEP, particuli¢rement riches en cadmium (Maly, 1984).

L’accumulation corporelle de métaux lourds est hétérogéne et dépend du métal, de
I’organe (rein, foie, et moelle sont souvent les tissus les plus accumulateurs), du sexe (les
femelles sont meilleures accumulatrices que les males) et de ’espece (Way & Schroder,
1982 ; Anderson et al., 1982).

Des surmulots vivants en zone urbaine ont des concentrations en cadmium
décroissantes dans le rein, le foie, les muscles, les testicules et la moelle (Anderson et al.,
1982). Les surmulots vivant & Houston (USA) absorberaient environ 800 pug de plomb par
jour, contre 85 pg pour des rats vivants en zone rurale (Way & Schroder, 1982). 11 est difficile
d'évaluer les conséquences toxicologiques d'une pollution par des métaux car leur toxicité est
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trés dépendante de l'espece (Shore et Douben, 1994b). La contamination des petits
mammiferes (musaraignes) consommant beaucoup d'Oligochetes est supérieure a celle des
rongeurs car ils sont situés plus haut dans la chaine alimentaire, mais la toxicité n'est pas
facile 2 corréler avec la teneur en métal dans les organes. Ainsi, certaines espces fortement
accumulatrices (musaraignes) sont plus résistantes que d'autres (souris, campagnols) ;
I'accumulation de métaux lourds sous une forme non toxique (liaison 2 une métallothionéine)
protdgerait efficacement ces especes accumulatrices (Ma et al., 1991 ; Shore & Douben,
1994b). L'ingestion de sol et de nourriture étant les voies majeures d'exposition (Beardsley et
al., 1978), la contamination des petits mammiferes est corrélée i la teneur en métaux dans le
sol et les végétaux ; la mesure des teneurs en mercure dans le sol, I'herbe, les vers de terre et
les tissus de rongeurs vivant 3 proximité d'une industrie rejetant du mercure montre une
augmentation dans ces échantillons par rapport 3 une zone non contaminée (Bull ez al., 1977).
Dubétail peut aussi &tre suffisament contaminé par ingestion d'herbe et inhalation d'air pollués
par du plomb pour que la morbidité du troupeau soit augmentée (Kisseberth et al., 1984).
L'émail dentaire et sa gendse sont sévérement altérés chez des cerfs et des rats vivant dans des
régions fortement polluées par du fluor (Paranjpe et al., 1994 ; Kierdorf et al., 1996).

L3.2. Sur I'homme

Pour la majorité des polluants, les expositions professionnelles sont les sources d'exposition
majeures, si 1'on exclut les expositions accidentelles, mais ’exposition environnementale ne
doit pas &tre négligée : 1a consommation d'aliments contaminés (poissons, viande, lait) est une
source importante de contamination de I'homme, dernier maillon de la chaine alimentaire
(Theelen & Liem, 1994 ; Krauthacker & Reiner, 1994), mais I'inhalation d'air contaminé et la
résidence sur des sols contaminés sont également des sources d'exposition 3 prendre en
compte. Les différentes voies d'exposition de 'homme aux polluants présents dans le sol sont
représentées sur la figure 6.

L.3.2.1. Exposition aux polluants organiques

De nos jours il est admis que toute la population humaine est contaminée par les PCB, y
compris les enfants (contamination par le lait). Un enfant nourri au sein ing2rerait 3 ug de
PCB/kg/jour 2 Zagreb (valeur médiane) et 5,9 pg de PCB/jour en France, pendant les trois
premiers mois de sa vie (Bordet et al., 1993 ; Krauthacker et Reiner, 1994).

En Russie, la concentration en PCB dans les oeufs de poules élevées 3 moins d'un km
d'une usine fabriquant des transformateurs varie entre 1,5 et 40 pg/jaune d'oeuf ; la
concentration dans le lait maternel est comprise entre 500 et 2.400 pg/l chez les femmes
vivant 2 moins de 500 m de l'usine et travaillant  I'usine. De telles concentrations amenent
les bébés agés de 1 & 2 mois 2 absorber quelques 1.740 pg de PCB par jour, soit environ 500
fois la dose maximale admissible (1 pg/kg/jour). Les femmes vivant et travaillant & plus de 2
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et 1,5 km (respectivement) ont encore des teneurs élevées (22 a 600 pg/l). Les effets observés
sur les bébés sont réunis sous le terme général de diathése, ce qui signifie que ces enfants
souffrent de trés nombreuses pathologies (Bobovnikova et al., 1993).

Dans le lait, les congéneres penta- et hexa- chlorés sont majoritaires ; les congéneres
hexachlorés #153 et #138 et heptachloré #180 représentent chacun environ 10 % du total des
congénires (Bordet et al., 1993 ; Safe, 1994 ; Wuthe et al., 1996).

Les symptdmes varient suivant la gravité de l'intoxication (James et al., 1993).
Cependant, les effets cliniques observés dans les deux cas accidentels de Yusho et de Yu-
Cheng pourraient étre fortement liés 2 la contamination importante des mélanges de PCB par
des dioxines (le rapport PCDF/PCB des mélanges commerciaux 2 l'origine de la
contamination était de 2,4.10-3).

La présence de dioxines a ét€ mise en évidence dans des animaux sauvages (poissons, tortues,
oiseaux) et dans le lait, le sérum et le tissu adipeux humains. La demi-vie des PCDD/PCDF
est d'environ 10 2 12 ans dans le sol et 7 2 10 ans chez I'homme (Pehlivan ez al., 1994 ; Shore
& Douben, 1994a ; Pirkle et al., 1995).

Les congéneres substitués en positions 2,3,7,8 sont majoritaires dans les échantillons
humains ou animaux (revue par Safe, 1990). La 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD)
est le congénere le plus toxique. Elle altere les fonctions de la reproduction, provoque des
effets immunotoxiques et elle est classée dans le groupe 2B (possible carcinogéne pour
1'homme) par 'TARC, mais sa toxicité est extrémement variable en fonction de I'espéce (DLsg
par voie orale : 0,6 pg/kg chez le cochon d'Inde, 22 pg/kg chez le rat méle, 5.000 pg/kg chez
le hamster). Les autres congéneres (di-, hexa- et octa-substitués) sont nettement moins
toxiques (DLsg de 100 a plus de 2.000 mg/kg). Le stockage des dioxines (et autres molécules
lipophiles) dans les tisssus adipeux expliquerait les différences de toxicité importantes en
fonction de 1'dge, du sexe ou de I'espece (Geyer et al., 1993).

L'homme est exposé aux dioxines par la consommation de denrées contaminées ou
I'inhalation de poussitres chargées de dioxines. Les concentrations atmosphériques varient de
3-4 fg TEQ/m3 2 plus de 500 fg TEQ/m3, respectivement en zones rurale et fortement
industrialisée ; dans l'enceinte d'une aciérie suédoise, les teneurs varient entre 100 et 14.000
fg TEQ/m3. Dans les eaux de boisson, des teneurs de 2 pg TEQ/m3 ont été mesurées (revue
par Rappe, 1991). Une étude américaine basée sur I'analyse des teneurs en dioxines dans les
aliments (0,02 2 1,5 ppt TEQ) et tenant compte de la consommation journaliere de différentes
denrées, estime qu'un Américain adulte ingére entre 0,3 et 53 pg TEQ par kg par jour. Un
bébé nourri au sein recevrait 35 A 53 pg TEQ/kg/jour pendant la premiére année de sa vie
(Schecter et al., 1994). Les teneurs en dioxines dans le lait sont particulidrement élevées du
fait de l'association de ces composés lipophiles avec les lipides présents en grande quantité
dans le lait. D'aprés la World Health Organization (WHO), le niveau de PCDD/PCDF dans le
lait humain des individus vivant en Europe, aux Etats-Unis, au Japon ou au Vietnam, est
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compris entre 8 et 39 pg TEQ/g de matieres grasses du lait (Rappe, 1991). En Croatie, les
congénéres octa-, hepta- et hexa-PCDD sont les plus abondants (mesures effectuées entre
1981 et 1987 ; Krauthacker & Reiner, 1994).

L'EPA estime qu'une exposition journaliere de 0,006 pg de TCDD/kg pendant 70 ans
provoque un cancer pour un million de personnes. Quelques études épidémiologiques ont pu
mettre en évidence l'implication d'une exposition aigu& ou chronique aux TCDD dans le
développement de cancers (revues par Tritscher et al., 1994). D'autres points finaux que le
cancer peuvent &tre utilisés pour les études €pidémiologiques : par exemple, les effets
immunotoxiques, les troubles de la reproduction ou les troubles du développement.

Les HAP peuvent pénétrer dans l'organisme par trois voies : I'inhalation d'air contaminé
(fumée de cigarettes par exemple), l'ingestion et le contact cutané (avec des huiles, des suies
ou des sols). L'exposition professionnelle concerne les travailleurs des usines fabriquant des
produits contenant des HAP (créosote par exemple), les mécaniciens, les personnes travaillant
avec des goudrons, les ouvriers des cokeries et d'usines d'incinération..... La lipophilie des
HAP explique leur capacité d'accumulation dans les tissus adipeux ou le lait. La toxicité aigué
des HAP est faible mais certains de leurs métabolites sont capables de former des adduits a
I'ADN, souvent précurseurs du développement de cancers. Le benzéne et la fumée de
cigarettes sont classés parmi les agents carcinogénes pour I'homme (groupe 1) et de nombreux
HAP sont classés dans le groupe 2A, 2B ou 2C (IARC, 1987). Le cancer du scrotum chez les
ramoneurs est un exemple historique de cancer professionnel li€ aux HAP.

La pollution atmosphérique est un probléme de plus en plus préoccupant dans tous les
pays : dans certaines zones, les teneurs en HAP et dérivés (comme les nitroarénes) sont tres
élevées. A Santiago du Chili, Quifiones & Gil (1995) ont détecté au moins 16 HAP différents
dans les particules atmosphériques. Les HAP carcinogénes (B(a)P, benzo(a)anthracene,
B(b)F, B(k)F, dibenz(a,h)anthracéne et indéno(1,2,3¢c,d)pyrene) représentent 49 2 85% des
HAP totaux mesurés dans les échantillons. Toujours selon ces auteurs, un habitant de
Santiago inhalerait en moyenne 158 pug de B(a)P par an. L'incidence de maladies du systtme
respiratoire (bronchites, emphyséme pulmonaire) et de cancers du poumon pourrait &tre liée 2
la pollution atmosphérique, mais les études épidémiologiques ne permettent pas encore
d’établir cette corrélation avec certitude. Toutefois, plusieurs études ont montré la
mutagénicité et la carcinogénicité de particules recueillies dans 1’air de zones urbaines
fortement polluées (revues par Quifiones & Gil, 1995). Des cancers de la peau, du poumon et
des leucémies ont pu étre mis en évidence chez des animaux de laboratoire ; la corrélation
entre ces types de cancers et 1'exposition d'hommes sur leur lieu de travail a été établic
(Simonato & Sarraci, 1983).
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L3.2.4. Exposition aux métaux lourds

La consommation d'eau, d'aliments, de sol et l'inhalation d'air contaminés sont les sources
principales d'exposition au plomb. Chez I'homme adulte, la voie majeure d'exposition est
l'inhalation (et 1’ingestion pour les enfants). Le contact cutané est une voie d’exposition
minime.

Le plomb fixé dans le squelette et les dents (90% du plomb présent dans l'organisme) a
une durée de demi-vie de 20 ans, alors qu'elle n'est que de quelques semaines dans les tissus
mous. Il est éliminé par voie fécale et urinaire. Les intoxications au plomb sont
particulidrement graves pour les foetus (tératogendse) ou les jeunes enfants, car leur
développement psychomoteur peut étre affecté. Une exposition chronique peut provoquer de
nombreux effets toxiques : troubles hématologiques (inhibition de la syntheése de I'neéme),
néphrites, troubles digestifs ("colique de plomb"), accidents cardiovasculaires, troubles du
systéme nerveux central et parasympathique....

Le cadmium est un métal thioloprive (il monopolise les atomes de soufre et peut ainsi
bloquer 1'action de certaines enzymes) qui a la particularité de fortement induire la production
de métallothionéines, protéines destinées & stocker le métal sous une forme non toxique. Le
cadmium est principalement bioaccumulé dans les reins, le foie, le poumon et le pancréas.
Son élimination est quasiment nulle (de 0,001 2 0,01 % de la charge corporelle par jour), ce
qui signifie qu'une forte accumulation sera irréversible. Lorsque la charge corporelle dépasse
200 mg, les effets toxiques sont inévitables. Le cadmium peut provoquer différentes
pathologies : emphyséme pulmonaire (fumeurs), ulcération des cloisons nasales, troubles
cardiovasculaire mais surtout, il est considéré comme carcinogéne probable pour I'homme
(groupe 2A). L'intoxication accidentelle la plus connue est la maladie dite de Itai-Itai : une
riziere contaminée a provoqué l'intoxication de toute une population, ce qui s'est traduit par
des néphrites et des déficiences en calcium et des cas d'ostéomalacie chez les femmes. .

L.4. Les sites pollués en France : réglementations et état des lieux
L4.1. Aspect juridique

Juridiquement, trois lois & propos des sites et sols pollués (15 juillet 1975, 19 juillet 1976, et
13 juillet 1992) ont établi trois grands principes :

a) le pollueur est le payeur : les produits chimiques répertorié€s et autres substances
dangereuses ne peuvent étre stockés, produits et utilisés sans autorisation. Ces "installations
classées" doivent étre conformes 3 certaines régles de protection de l'environnement et de
sécurité. Le titulaire des autorisations doit prévenir tous les types de pollutions liés a ces
installations, méme aprés fermeture. En cas de pollution, il doit prendre en charge la
réhabilitation du site. Si I'exploitant titulaire est défaillant et s'il n'est pas le propriétaire du
site, le propriétaire du site peut étre le payeur.
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b) depuis 1992, le traitement et le stockage des déchets ne peuvent étre autorisés que si
l'exploitant dispose de capacités techniques et financieres suffisantes.

c) il est obligatoire pour le vendeur d'un terrain industriel & activité classée d'informer
I'acquéreur de ces activités.

La circulaire du 3 décembre 1993 évoque une politique de gestion administrative des sites
pollués : un sol doit &tre adapté A son usage actuel ou futur et ne doit pas présenter de risques
inacceptables pour la santé publique et I'environnement. La gestion des sites comprend 4
étapes : la premire est le recensement des sites (le premier a ét€ publi€ en 1994), la deuxiéme
consiste en une étude succincte des différents sites, afin de différencier ceux nécessitant
seulement des mesures de surveillance ou des restrictions d'usage, de ceux nécessitant
prioritairement des investigations complémentaires. Les deux derniéres étapes consistent en
I'évaluation de l'impact du site en fonction de son utilisation et au traitement de dépollution
suivi d'une nouvelle étude d'impact.

La loi du 2 février 1995 (décret d'application du 19 septembre 1995) instaure une taxe
sur les déchets industriels spéciaux (DIS) destinée 2 financer la réhabilitation de sites
orphelins (sites n'ayant pas de propriétaire solvable ou dont le propriétaire n'est pas identifi€).
Cette taxe est actuellement de 30 F/tonne de DIS traité et 60 F/tonne de DIS stocké, et devrait
rapporter 115 millions de francs en 1998 (Brugeilles, 1995).

L4.2. Recensement des sites pollués

Un site pollué est défini comme "un site dont le sol, le sous-sol ou les eaux souterraines ont
été pollués par d'anciens dépdts de déchets ou par l'infiltration de substances polluantes, cette
pollution étant susceptible de provoquer une nuisance ou un risque pérenne pour les
personnes ou l'environnement”. Les sites pollués sont divisés en trois catégories (Ministere de
I'Environnement, 1994) :

- les anciennes décharges, établies en dehors des régles techniques actuelles
(notamment sans se soucier des risques de pollution pour les eaux souterraines),

- les dépdts de déchets ou de produits chimiques abandonnés 2 la suite de faillites
d'entreprises ou résultant de pratiques frauduleuses d'importation ou d'élimination de déchets,

- les sols pollués par des retombées, des infiltrations ou des déversements de
substances polluantes, liés  'exploitation passée ou présente d'une installation industrielle ou
a un accident de transport.

Les dangers et les risques pour la population avoisinant de tels sites sont rarement
immédiats. L'acces 2 des sites contenant des matidres dangereuses peut étre limité par des
mesures simples (cloture, enlévement ou confinement des substances polluantes,
gardiennage). Le risque le plus important consiste souvent en la contamination des eaux
superficielles et souterraines.



Il convient aujourd'hui de traiter les sites pollués d'hier, tout en prévenant de nouvelles
pollutions. La circulaire du 3 décembre 1993 avait donc pour objectif de mettre en place une
politique de réhabilitation et de traitement des sites pollués basée sur le recensement et I'étude
de ces sites, et A la définition de priorités de dépollution tenant compte des risques encourus
pour I'homme et I'environnement.

Les 669 sites recensés en France en 1994 sont les sites connus par 1'administration
pour avoir un sol pollué ou étant 2 l'origine de la pollution des eaux superficielles ou
souterraines. Les sites dépollués sans restriction d'usage, les anciennes décharges de déchets
ménagers n'ayant pas entrainé de pollution et les sites pollués par des substances radioactives
ne font pas partie du recensement.

La répartition régionale des sites pollués (présentée dans le tableau 1) est relativement
bien corrélée au poids industriel. Les régions Nord-Pas de Calais, Rhéne-Alpes et Ile de
France sont celles contenant le plus de sites. Sur les 669 sites recensés en 1994, 611 ont un
responsable identifié, 20 sont déclarés "orphelins” ; pour les autres, la recherche de
responsabilité a été engagée (en 1994).

Tableau 1 : Localisation des sites pollués recensés en France en 1994 (d'aprs le Ministére de
I'Environnement, 1994).

Régions Nombre de sites Régions Nombre de sites
par région par région
Alsace 48 Ile de France 77
Aquitaine 36 Languedoc Roussillon 7
Auvergne 5 Limousin 9
Basse Normandie 21 Lorraine 49
Bourgogne 17 Midi-Pyrénées 9
Bretagne 5 Nord-Pas de Calais 109
Centre 18 Pays de la Loire 16
Champagne Ardennes 24 Picardie 26
Corse 1 Poitou Charentes 9
DOM 16 Provence Alpes Cote d'Azur 23
Franche Comté 8 Rhéne Alpes 90
Haute Normandie 46 TOTAL 669

Les activités sources des pollutions constatées sont les industries chimiques, pharmaceutiques
et parachimiques (19,5%), l'industrie des métaux ferreux (18%), le traitement et I'élimination
des déchets (14,3%), l'industrie du pétrole et du gaz naturel (10,6%), les cokeries et usines 2
gaz de ville (9,6%) et l'industrie des métaux non ferreux (7%). Les 21,6% de sites pollués
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restant sont dus & des activités individuelles représentant chacune moins de 2% des sites et
sols pollués.

Moins d'un site sur deux est situé en zone habitée, mais les trois quarts des sites
recensés sont situés en zone vulnérable (habitation & moins de 300 m (32%), cours d'eau 3
moins de 500 m (36%), captage d'eau potable & proximité (15%)...).

Le tableau 2 présente la nature des polluants (présents dans le sol et 1a nappe) et des
déchets.

Tableau 2 : Nature des polluants identifiés dans le sol et la nappe et nature des déchets identifiés
sur les sites pollués recensés en 1994 (d'aprés le Ministére de 1'Environnement, 1994).

Déchets Nombre Nombre
de sites de sites
150 Mélanges liquides eau/hydrocarbures 91 Avec analyse 377
224 Brais, goudrons, bitumes 47 Sans analyse 110
203 Laitiers, scories, crasses, réfractaires usés 47
980 Déchets industriels banals en méiange 40 Polluants
284 Reésidus de décantation. filtration, centrifugation 36 Arsenic 47
202 Poussiéres fines et cendres volantes 27 Baryum 14
121 Solvants halogénés 27 Cadmium 38
302 Absorbants, adsorbants, matériaux souillés 23 Cobalt 7
notamment de produits organiques - ] Chrome 82
-204 Sables de fonderie usagés ) 23 | Cuivre 59
201 Machefers, suies, et cendres non volantes .18 Mercure 30
225 Loupés et sous-produits de fabrication de 18 Motybdéne 3
synthése organique Nickel 34
305 Emballages souilliés ’ 18 ‘Plomb 100
970 Ordures ménageéres 18 ~ Sélénium 2
303 Absorbants, adsorbants, matériaux souillés , 16 Zinc 85
notamment de produits inorganiques Cyanure 48
122 Solvants non halogénés 15 Hydrocarbures 231
108 Liquides, bains et boues contenant des métaux 13 HPA (1) 66
non précipités (autres que les déchets 101 4 107) PCB (2). PCT (3) 34
288 Boues de lavagedegaz ' ' Co13 Solvants halogénés 62
261 Oxydes métalliques résiduaires solides 12 Soivants non halogénés 35
282 Boues d’hydroxydes métalliques n'ayant pas subi 12 Pesticides 18
un traitement de déshydratation Autres 238
930 Déchets de démolition 12 '

(1) : Hydrocarbures aromatiques polycycliques.
(2) : Polychlorobiphényles
(3) : Polychlorotriphényles.

Parmi les déchets, les hydrocarbures et les déchets hydrocarburés sont les plus courants,
suivis par les cendres, les poussidres et les solvants halogénés. Comme nous l'avons vu, la
majorité des déchets contient des HAP et des HAPH. Au niveau des sols et de la nappe,
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hydrocarbures, HAP, PCB et solvants halogénés sont les polluants organiques majeurs ; le
plomb, le zinc et le chrome sont les polluants minéraux les plus couramment rencontrés.

Les interventions 2 réaliser sur ces sites varient en fonction de la pollution et de 1'usage
prévu pour le site : dans certains cas, une couverture imperméable suffit 4 éviter le contact en
surface et l'infiltration dans les sols, dans d'autres cas des mesures de dépollution doivent étre
prises, le niveau de dépollution 2 atteindre dépendant de l'usage ultérieur du site (site 2
vocation industrielle, zone de loisirs...). Pour 337 sites, un traittment de dépollution est
effectué ou envisagé A court terme ; pour plus d'un tiers de ces sites, des traitements
complexes seront nécessaires.

L.5. Apercu de la situation en Europe

La situation en Europe de 1'Ouest est bien contrdlée par de nombreux réglements séveéres (par
exemple, aux Pays-Bas), mais les problémes de pollution les plus préoccupants viennent des
pays d'Europe de 1'Est. Dans ces pays, la contamination par les métaux est un probléme
majeur (revue par Carpenter e al., 1996). Par exemple, en Bulgarie, la contamination est telle
que certaines régions ne sont plus utilisables sur le plan agricole. Dans plusieurs zones tres
industrialisées, 1'accumulation de plomb, de zinc et de cuivre a ét€ mise en évidence chez
I'homme dans le sang, les urines, les phandres et les dents. En moyenne, 400 g de substances
toxiques émises par des activités industriclles seraient inhalés par chaque habitant, en un an.
En République Tcheque, la pollution provient essentiellement des mines d'uranium et de
charbon, mais d'anciennes zones militaires sont également la source de contaminations
extrémement importantes en hydrocarbures : des teneurs dans le sol pouvant aller jusque 100
g/kg ont été relevées, des couches d'hydrocarbures de 1 m d'épaisseur ont parfois été
observées sur la nappe phréatique. L'Ukraine se distingue des pays voisins par la
contamination radioactive de Tchernobyl, contamination qui serait responsable d'une
diminution notable de l'espérance de vie. Largement contaminée par des métaux et des
composés organiques toxiques, I'Europe de I'Est est aussi envahie par d'innombrables
décharges, dans lesquelles déchets toxiques et ordures ménageres ne sont pas différenciés.
Depuis quelques années, une réglementation commence 3 étre mise en place, mais elle ne
concerne pour l'instant que quelques centaines de décharges ; il en reste des milliers, qui ne
sont ni conformes ni controlées.
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II. LES MECANISMES DE DEFENSE CONTRE LES AGRESSIONS CHIMIQUES

La plupart des polluants environnementaux organiques (HAP et HAPH) sont des molécules
ubiquistes dans l'environnement et plus ou moins persistantes. Ces molécules ont des
caractéristiques chimiques communes : elles sont hydrophobes, assez volumineuses (au moins
deux cycles benzéniques) et certaines d'entre elles sont planes. Leur caractire lipophile leur
permet de traverser facilement les membranes et de pénétrer dans l'organisme. Une partie des
xénobiotiques sont métabolisés dés leur entrée dans I'organisme (cellules de la peau, cellules
intestinales, cellules pulmonaires), l'autre partie se distribue dans les tissus et les organes par
la voie sanguine (figure 7). Les métaux se différencient des composés organiques par leurs
propriétés physico-chimiques, leurs voies d'exposition (surtout orale et pulmonaire) et leur
métabolisme.

Les composés organiques sont métabolisés dans de nombreux organes par un systdme
de détoxication qui comprend une phase de fonctionnalisation (phase I) et une phase de
conjugaison (phase II). Ces deux étapes aboutissent 3 des métabolites plus polaires qui sont
plus facilement éliminés. Paralltlement A ce syst2me de détoxication, le syst2me antioxydant
composé d'enzymes antioxydantes et de molécules piégeuses de radicaux libres lutte contre
les radicaux oxygénés ou les oxydants. Un troisime syst®me de défense, le syst®me
immunitaire, est un systéme biologique extrémement complexe qui permet la reconnaissance
des €léments étrangers A l'organisme (grosses molécules, micro-organismes...). Il peut &tre
directement sollicité par les polluants environnementaux (allergies) mais il est aussi
susceptible d'étre perturbé indirectement par des toxiques (ou leurs métabolites), ce qui peut
entrainer une immunomodulation, souvent suivie de la baisse de résistance de I'organisme 2
des agents pathogénes.

Dans un premier temps, nous décrirons les systémes de détoxication et de lutte contre
le stress oxydant et les liens qui existent entre ces deux processus, puis nous présenterons les
événements consécutifs A une intoxication par des métaux. Le fonctionnement du systéme
immunitaire étant trés complexe, nous en ferons une présentation trds succincte, qui permettra
la compréhension des événements immunotoxiques que nous développerons ensuite.

IL1. Les systéemes de détoxication

L'élimination d'un composé organique exogene se fait en trois étapes :

a) phase I : les composés sont fonctionnalisés par des réactions d'oxydation, de
réduction ou d'hydrolyse qui assurent I'introduction ou la libération de fonctions chimiques
polaires dans le xénobiotique, favorisant ainsi 1'action des enzymes de phase IL Les
oxydations sont principalement catalysées par les monooxygénases 2 cytochrome P-450 et les
monooxygénases 2 flavine ; les hydrolyses sont effectuées par les estérases. La figure 8
regroupe les différentes réactions de phase L.
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b) phase II : les enzymes de conjugaison additionnent une molécule endogéne
hydrosoluble sur le xénobiotique ou un de ses métabolites primaires. Ces additions font
intervenir diverses enzymes de conjugaison spécifiques du substrat endogéne conjugué :
glutathion §-transférases (glutathion), uridine diphosphate glucuronosyl transférase (acide
glucuronique), sulfotransférase (3'-phosphoadénosine-5'-phosphosulfate), acétyl-coenzyme A
N-acétyltransférase (acétyl-coenzyme A) et époxyde hydrolase (eau) en sont les principales.

¢) élimination des métabolites.

I1.1.1. Le cytochrome P-450

Le pigment "P-450" a € découvert en 1958 par ses propriétés d'absorption & 450 nm
lorsqu'il est réduit par du dithionite en présence de monoxyde de carbone. En 1964, Omura &
Sato montrent que le "P-450" est une hémoprotéine qui sera désormais appelée "cytochrome
P-450". Les études ultérieures mirent en évidence l'existence de plusieurs formes de
cytochrome P-450 ayant des spectres d'absorption différents et ne répondant pas de la méme
fagon 2 différents inducteurs (notamment le phénobarbital et le 3-méthylcholanthréne).

IL.1.1.1. Phylogenése

Les premiers génes codant pour le cytochrome P-450 seraient apparus il y a trois milliards
d'années ; le r6le des cytochromes P-450 était alors vraisemblablement limité A des réactions
de réduction (conditions d’anaérobiose). Les génes de cytochromes P-450 sont apparus chez
les animaux et les plantes il y a un milliard d'années, dans des conditions d'aérobiose cette
fois et avec des fonctions oxydantes (figure 9). Les premiers génes codaient pour les
cytochromes P-450 métabolisant les molécules endogénes, comme les stéroides ou les acides
gras (familles 3 et 4). Les génes codant pour le métabolisme des xénobiotiques (familles 1 et
2) dateraient de 800 millions d'années seulement ! Le nombre de génes de cytochromes P-450
aurait vraissmblablement augmenté en fonction de 1'évolution, surtout pendant les derniers
400 millions d'années (figure 9). La diversification qui s'est produit sur ces différents génes
peut s'expliquer par les changenients de conditions de vie (passage du milieu aquatique au
milieu terrestre, métabolisme secondaire des plantes...).

La connaissance de ces genes a trés vite évolué : en 1987, sculement 31 geénes
différents étaient identifi€s (Goeptar et al., 1995) ; en 1990, 154 génes codant pour le
cytochrome P-450 étaient (sur un total de 23 eucaryotes et 7 prokaryotes) regroupés en 29
familles, dont 9 étaient retrouvées chez les mammiferes. Chez le rat, 38 génes étaient
identifiés, chaque géne codant pour une protéine (Nebert, 1991). En 1996, Nelson et al.
(1996) ont établi une nouvelle liste, comprenant 481 genes et 22 pseudogenes, décrits chez
105 especes (85 eucaryotes et 20 procaryotes). Ces geénes sont regroupés dans 74 familles ;
14 de ces familles existent chez tous les mammifeéres observés et sont divisées en sous-
familles.
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I1.1.1.2. Nomenclature

La nomenclature établie par Nebert er al. (1987, 1991) est basée sur l'homologie des
séquences primaires de la partie protéique du cytochrome P-450 : les différentes formes sont
classées par familles ou sous-familles de génes. En regle générale, les familles regroupent les
protéines ayant au moins 40 % d'’homologie ; elles sont indiguées en chiffre arabe (par
exemple : CYP1). Les protéines ayant au moins 59% d'’homologie font partie de 12 méme
sous-famille, indiquée par une lettre majuscule (CYP1A). Les différents cytochromes
appartenant 3 la méme sous-famille sont signalés par un chiffre arabe (CYP1A1). Les génes
sont désignés par les caractéres majuscules (homme) ou minuscules (souris) italiques
(CYPIA, CYP2B1...).

11.1.1.3, Structure

Les cytochromes P-450 sont des hémoprotéines de poids moléculaire compris entre 45 et 55
kD, la partie hémique se situant dans une cavité hydrophobe de la partie protéique. Le noyau
hémique des cytochromes P-450 est constitué d'une ferroprotoporphyrine IX. L'atome de fer
est coordonné 3 quatre ligands équatoriaux (atomes d'azote des noyaux pyrroliques) et & deux
ligands axiaux qui sont le groupement thiol d'une cystéine faisant partie de 1'apoprotéine et
probablement une molécule d'eau.

La structure primaire de la partie protéique est connue, puisqu'elle est & la base de la
classification des différentes formes de cytochromes P-450. Certaines régions sont plus
conservées que d'autres : la partie N-terminale de tous les cytochromes P-450 eucaryotes
(riche en résidus hydrophobes) qui assure l'ancrage de I'hémoprotéine dans la bicouche
lipidique du réticulum endoplasmique, les régions de fixation de I'héme (région riche en
résidus cystéine A l'extrémité C-terminale) et de l'oxygene (zone centrale de I'hélice I). La
structure secondaire et tertiaire n'a pu étre déterminée qu'a partir du cytochrome P-450
soluble de Pseudomonas putida (P-450 101, métabolisant le camphre) : la protéine du
cytochrome P-450 est constituée de 12 hélices o et 4 feuillets 8. L'he¢me est située entre les
~ hélices I et C et le feuillet B.

I1.1.1.4. Propriétés spectrales

Le cytochrome P-450 réduit par de la dithionite et fixant du CO absorbe dans le bleu, avec un
pic d'absorption 3 450 nm. Les changements de 'état de spin du fer hémique provoquent des
différences spectrales de type I, IT ou I inversé. Un spectre de type I résulte de I'interaction
entre un ligand faible (hydrophobe) et I'apoprotéine : I'état de spin du fer est augmenté, et le
systéme a un fort potentiel d'oxydo-réduction (cas des CYP1A). Les spectres de type II sont
obtenus avec des ligands forts, pour lesquels I'état de spin du fer est diminué (cas du
CYP2B). L'origine des spectres de type I inversé est mal connue.
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II.1.1.5. Spécificité de substrat

L'h¢me faisant partie intégrante du site actif, le substrat doit pouvoir s'intercaler entre I'néme
et la protéine. Ainsi, le CYP1A1 est spécifique des molécules planes (les hydrocarbures
aromatiques polycycliques plans dont la double liaison doit étre oxydée pour former un
époxyde doivent se positionner sur une surface comprise entre 7 et 10 A ; figure 10), alors
que Ies cytochromes P-450 2B s’accommodent de molécules globulaires.

I1.1.2. Le syst¢tme multienzymatique a cytochrome P-450
I1.1.2.1. Topologie membranaire

Chez la majorité des eucaryotes, les isozymes de cytochromes P-450 sont situés dans la
membrane du réticulum endoplasmique ou des mitochondries. L'ancrage ne concerne que la
partie N-terminale de la protéine, le restant du cytochrome étant situé cdté cytosol. Dans le
systtme multienzymatique A cytochrome P-450, le cytochrome P-450 est associé 2 une
NADPH-cytochrome P-450-réductase, et parfois & un cytochrome bs et sa réductase. Il y
aurait environ 15 molécules de cytochrome P-450 pour une réductase ; la fluidité
membranaire permet 2 la réductase de se déplacer au sein de 1a membrane et de s'associer aux
cytochromes P-450 (Blanck & Ruckpaul, 1993).

I1.1.2.2. Cycle catalytique

 Le cytochrome P-450 est le catalyseur terminal de la chaine de transfert d'électrons du
systtme multienzymatique & cytochrome P-450. En I'absence de substrat, le fer est sous une
forme ferrique prédominante (hexacoordonnée), probablement sous 1'action d'une molécule
d'eau, qui sert de sixi®me ligand. La fixation du substrat (hydrophobe) sur le site catalytique
chasse la molécule d'eau, ce qui provoque un déplacement du fer vers une forme
pentacoordonnée. L'atome de fer ne fait alors plus partie du plan de I'héme (figure 11). La
réduction du complexe enzyme-substrat par la NADPH-cytochrome P-450 réductase conduit
A la réduction du fer, et la fixation d'oxygéne moléculaire (O5) sur le fer réduit lui fournit un
électron. Le complexe enzyme-substrat-O,¢ est réduit une deuxiéme fois par un électron
provenant du NAD(P)H (réaction catalysée par une NADPH-cytochrome-P-450 réductase ou
une NADH-cytochrome bs réductase-cytochrome bs). La réduction d'un des deux atomes
d'oxygene en eau et l'insertion du deuxi®me atome dans le substrat, conduit 2 la libération de
celui-ci et A la régénération du cytochrome P-450 sous sa forme oxydée initiale.
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I1.1.2.3. Réactions catalysées par les cytochromes P-450

Les cytochromes P-450 peuvent catalyser plusieurs types d'oxydation qui peuvent se résumer
ainsi :

R-H + O, + NADPH + H* > R-OH + NADP* + H,O

Les monooxygénases 3 cytochrome P450 peuvent oxyder des liaisons C-H sur des
hydrocarbures aliphatiques ou des hydrocarbures azotés, soufrés, nitrés ou halogénés
(oxydation en position &), des doubles liaisons C=C (époxydation des alcénes et des
hydrocarbures aromatiques) ou des hétéroéléments (N-oxydation, S-oxydation). Lorsque les
cytochromes P-450 sont sous forme réduite (fer ferreux), il peuvent catalyser la réduction des
dérivés nitrés ou des N-oxydes et la déshalogénation de composés tels que le tétrachlorure de
carbone. Ces réactions interviennent dans le métabolisme de substances endogenes (stéroides,
prostaglandines, acides gras, cytokines) et dans la métabolisation des xénobiotiques
(médicaments, polluants).

I1.1.2.4. Régulation

La régulation de ces activités monooxygénases peut &tre endogéne ou exogéne. De
nombreuses hormones (hormones de croissance, hormones sexuelles, insuline, hormones
thyroidiennes) interviennent sur la régulation du métabolisme des molécules endogénes par
les enzymes cytochrome P-450 dépendantes, ce qui explique les différences liées au sexe, 2
l'age, A l'esp2ce... Des phénomenes externes (température, nutrition, stress...) peuvent
influencer ces régulations et certains xénobiotiques sont capables d'induire ou d'inhiber des
activités cytochrome P-450 dépendantes. L'inductibilité des monooxygénases A cytochrome
P-450 par les xénobiotiques est particuli¢rement intéressante, puisqu'elle permet de mettre en
évidence la présence de composés inducteurs. Le classement des inducteurs basé sur
I'induction de cytochromes P450 spécifiques présente I'avantage d'étre simple, mais il n'est
pas trds réaliste, une méme substance étant susceptible d'induire simultanément plusieurs
formes de cytochromes P-450. Par exemple, le toluéne induit au moins six isozymes de
cytochrome P-450 (Nakajima & Wang, 1994).

I1.1.2.5. Techniques de localisation et de quantification des
différents isoenzymes de cytochrome P-450

Les cytochromes P-450 peuvent étre localisés au sein des tissus par des techniques
d'immunohistochimie. La mise en évidence des différentes formes de cytochromes P-450
était autrefois réalisée en utilisant leurs propriétés spectrales, mais aujourd'hui elles peuvent
étre identifiées par électrophor®se aprds dénaturation des protéines ; l'utilisation d'anticorps
monoclonaux ou polyclonaux permet de les quantifier. La quantification des ARNm par
immunochimie permet de mettre en évidence les inductions A régulations transcriptionnelles ;
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la quantification des protéines a I'avantage de pouvoir détecter également les inductions 2
régulations post-transcriptionnelles (CYP2E1 par exemple). La mesure d'activités
enzymatiques spécifiques d'un ou plusieurs isozymes peut également étre utilisée (revue par
Nims & Lubet, 1995).

I1.1.3. Induction par les xénobiotiques

Les premiéres inductions d'activités cytochromes P-450 dépendante par les xénobiotiques ont
été observées dans les années 60. En 1963, Remmer & Merker constatent que le traitement
chronique de rats avec le phénobarbital (barbiturique) diminue progressivement le temps de
sommeil, ce qui serait dQi & un métabolisme accru du phénobarbital. En 1967, Conney observe
une diminution du pouvoir cancérogéne de colorants azoiques lorsqu'ils sont administrés en
méme temps que du 3-méthylcholanthréne. Ces effets sont rapidement mis en relation avec
I'induction d'activités cytochrome P-450 dépendantes ; une synthése de novo de ces enzymes
est évoquée par Conney des 1967.

L'inductibilité¢ par les xénobiotiques ne concerne que quelques familles de
cytochromes P-450 et seulement quelques sous-familles (tableau 3).

Tableau 3 : Genes de cytochrome P-450 inductibles par des xénobiotiques chez les eucaryotes et
leurs substrats enzymatiques (d'aprds Denison & Whitlock, 1995).

Inducteur Cytochrome P-450 Substrat spécifique

Certains HAP, HAH4 CYP1A1 HAP

et PCB CYP1A2 Médicaments, stéroides
CYP1B1 HAP, stéroides ?
CYP2A3 Stéroides

Barbituriques, CYP2A1 Stéroides

DDT, dicldrine, CYP2B1.2 Médicaments, stéroides, HAP

certains PCB CYP2H1/2 Médicaments, stéroides, HAP
CYP2C1/6/7/11 Stéroides, acides gras, médicaments
CYP3A12 Stéroides, médicaments, antibiotiques
CYP6A1 Pesticides

Proliférateurs de peroxysomes CYP2B1 Médicaments, stéroides, HAP
CYP4A1/213/6/7 Acides gras

Dexaméthasone, PCN, CYP3A1 Stéroides, médicaments, antibiotiques

glucocorticoides CYP2B1/2 Médicaments, stéroides, HAP
CYP2C6 Stéroides, acides gras, médicaments

a : hydrocarbures aromatiques halogénés
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I1.1.3.1. Les inducteurs type 3-méthylcholanthréne

Les inducteurs de type 3-méthylcholanthréne (3-MC) sont des molécules planes et
lipophiles ; ils regroupent de nombreuses familles de polluants environnementaux comme les
HAP, les PCDD et PCDF ou les PCB coplanaires, des molécules d'origine végétale (flavones,
indoles) et des produits alimentaires (tableau 4).

L'existence de souris non inductibles a facilité la compréhension du mécanisme
d'induction du cytochrome P-450 1A1 (revue par Nebert, 1989) : la capacité d'induction est
fortement liée 2 la structure de l'inducteur, puisque chez des souris ne portant pas 1’allele
dominant b, nécessaire 2 I’induction par le 3-MC, le CYP1AL1 est quand mé€me inductible par
la 2,3,7,8-TCDD. L’induction serait donc liée 3 un récepteur ayant une forte affinité pour la
2,3,7,8-TCDD (Poland & Glover, 1974).

Tableau 4 : Composés chimiques ayant des propriétés inductrices de type 3-méthylcholanthréne
(d'aprds Batt et al, 1993).

- Hydrocarbures aromatiques polycycliques : 3-méthylcholanthréne, B(a)P, benzo(a)anthrac2ne,
benzo(a,h)anthracdne, benzo(a,c)anthractne

-PCDD

- PCDF

-PCB et PBB

- Ellipticine

- Extraits de pétrole brut

- Produits de 1a photooxydation de l'histidine et du tryptophane
- Phénothiazines : 8-naphtoflavone et autres flavones

- Indoles végétaux : indole-3-acétonitrile et indole-3-carbinol

- Indolocarbazoles (nourriture grillée an barbecue, fumée de cigarettes)

La 2,3,7,8-TCDD est le plus puissant inducteur du CYP1ALl : sa capacité d’induction est
30.000 fois supérieure 2 celle du 3-MC, et sa DEs5g est seulement de 0,85 nmol/kg (Poland &
Glover, 1974). Le geéne CYPIAI n’est pas exprimé constitutivement et peut &tre induit dans
de nombreux organes par I’intervention d’un inducteur associé 2 un récepteur. Deux types de
récepteurs sont connus : le récepteur Ak ("arylhydrocarbon") découvert en 1976 par Poland et
al. également appelé récepteur de la dioxine (“dioxin-like” receptor) ou récepteur 8S, peut se
lier avec la dioxine ou le 3-MC ; les benzopyrénes induisent le CYP1A1 en se liant 3 un autre
récepteur, la protéine 4S. Ces deux récepteurs agissent d’une fagon semblable, mais le
complexe ligand récepteur se lie sur une séquence différente de ' ADN.

Le mécanisme de l'induction par la TCDD est maintenant bien connu (figure 12) : la
TCDD se lie au récepteur Ah, lui-méme lié 3 une protéine de choc thermique (2sp90). Le
complexe xénobiotique-récepteur-protéine migre dans le noyau, libere la protéine et va se
fixer sur une région 5'-flanquante du géne CYPIAI, la région XRE (Xenobiotic Responsive
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Element) ; une autre région 5’-flanquante du géne interagit en synergie avec le site XRE pour
stimuler la transcription du géne CYPIAL.

Le récepteur Ah est un complexe hétéromérique de plus de 270 kD, constitué de la
sous-unité de liaison du xénobiotique (95 kD), de la protéine de choc thermique Asp90 (90
kD), d'une protéine de 56 kD et peut-Etre d'une hsp70. Ce récepteur a un point commun avec
les récepteurs d'hormones thyroidiennes ou stéroidiennes : la liaison du site récepteur du
xénobiotique (ou de I’hormone) avec la protéine Asp90 empéche le récepteur de se fixer sur
I'ADN. Cette inhibition est levée lorsque 1'4sp90 est éliminée aprés fixation du xénobiotique.

Il existe des activités cytochrome P-450 dépendantes autres que CYP1A1 pouvant
métaboliser les hydrocarbures aromatiques tels que le B(a)P ou le toluéne (CYP2C11,
CYP2B1/2), ce qui explique 1'observation d'une activité enzymatique avec des substrats
communs sans prétraitement par un inducteur (Nakajima ez al., 1994 ; Nakajima & Wang,
1994). Les métabolites produits par le CYP1A1 sont 10 & 100 fois plus toxiques, mutagenes
ou carcinogénes que ceux produits par les autres isoenzymes. Le CYP1A1 étant inductible
chez l'embryon, ce phénomene expliquerait le caractére tératogene de certains inducteurs
(notamment les dioxines). Dans le poumon et dans le foie, l'induction du CYP1Al est
corrélée A la survenue de cancers (revue par Nedelcheva & Gut, 1994).

La régulation du cytochrome P-450 1A1 étant transcriptionnelle, son induction peut
étre mise en évidence par la quantification de son ARN messager (ARNm) ou par la mesure
d'activités enzymatiques qui lui sont spécifiques (par exemple, l'activité AHH).

Le CYP1A2 est une forme constitutive inductible par les hydrocarbures aromatiques
polycycliques et par des amines et des amides aromatiques, présents dans certaines denrées
alimentaires (tableau 4). Contrairement aux CYP1Al, le CYP1A2 n’est pas inductible avant
1a naissance. Son induction est surtout régulée par des mécanismes post-transcriptionnels
(stabilisation des ARNm et des protéines), mais I’induction par la TCDD est essenticllement
transcriptionnelle.

I1.1.3.2. Les inducteurs type phénobarbital

Les inducteurs de type phénobarbital (PB) n'ont pas de spécificité structurale et leur nature
chimique est variée (tableau 5). On remarquera la présence de polluants environnementaux
parmi ces composés (PCB, insecticides organochlorés ; revue par Nims et Lubet, 1995). Chez
le rat, ces composés provoquent une hypertrophie hépatique, une prolifération importante du
réticulum endoplasmique lisse dans le foie, et 1’induction de nombreuses enzymes
intervenant dans le métabolisme des xénobiotiques (CYP2B1, CYP2B2, époxyde hydrolase,
NADPH-cytochrome P-450 réductase, UDP-glucuronyltransférase...). D’autres cytochromes
P-450 sont également induits par les inducteurs type phénobarbital (revue par Batt et al.,
1993). L'induction des CYP2B1 et CYP2B2 nécessite des doses mille fois plus élevées que
I'induction des cytochromes de la famille 1A et consiste en l'activation de 1a transcription de
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leurs genes respectifs (revue par Adesnik & Atchinson, 1986). La transcription des ARNm
commence dés les 30 premitres minutes aprés l'administration du barbiturique. Sans
induction, l'isozyme CYP2B2 hépatique est trés 1égérement exprimé, et le CYP2B1 est
indétectable.

Tableau 5 : Composés chimiques ayant des propriétés inductrices de type phénobarbital
(d'aprds Okey, 1990 ; Batt et al., 1993).

- Phénobarbital et autres barbituriques - Octachlorostyréne

- Phénytoine (5,5'-diphényl-hydantoine) - Oxyde de trans-stilbéne

- Benzéne pentaméthylé - DDT* (inducteur chez la souris, mais pas chez le rat)
- PCB non coplanaires - Acétylamino-2-fluoréne

L'absence d'une relation structure/activité suggere que l'induction ne résulte pas d'une
reconnaissance entre le substrat et un récepteur, mais pourrait résulter de plusieurs
phénomenes (revue par Denison & Whitlock, 1995). Shaw et al. (1993) ont mis en évidence
I'existence d'une régulation transcriptionnnelle : le PB inhiberait I'action d'un répresseur d'olt
une activation de la transcription, mais des recherches complémentaires sont nécessaires 2 la
compréhension des mécanismes d’activation de.la transcription par les inducteurs type
phénobarbital. Le fait que 1'on n'observe pas d’induction du CYP2B en culture cellulaire ne
facilite pas les recherches.

I1.1.3.3. Les inducteurs type éthanol

L'induction des cytochromes P-450 par 1'éthanol a ét€ mise en évidence par l'observation
d'une meilleure dégradation de 1'alcool lorsque celui-ci était administré chroniquement
(Lieber & De Carli, 1968). L'alcool peut aussi accélérer (induction du cytochrome P-450
correspondant) ou ralentir (par compétition) le métabolisme de certains médicaments. Le
cytochrome P-450 2E1 est inductible par diverses molécules de petit poids moléculaire
(tableau 6).

Tableau 6 : Composés chimiques ayant des propriétés inductrices de type éthanol (d'aprés Batt
et al, 1993).

- Ethanol - Acétone

- Isopmmnol - Trichloroéthylbne (TCE)

- Imidazole - Pyrazole

- Isoniazide - Méthylpyrazole (jefine ou diab2te)

Sur le lieu de travail, certains composés inducteurs sont susceptibles d’€tre rencontrés 2 des
doses suffisamment élevées pour provoquer une induction ; aux USA, 3,5 millions de

4 Dichlorodiphényltrichloroéthane, insecticide organochloré
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travailleurs ont été exposés an TCE3, 100.000 y sont encore exposés en permanence sur leur
lieu de travail (Atkinson et al., 1993). Le jefine, le diab&te ou I’obésité sont également
susceptibles d’augmenter les activités du CYP2EL. Le cytochrome P-450 2E1 métabolise de
nombreux solvants (DMSO, mercaptoéthanol, glycérol...), le CCly, divers alcools, le benzéne
et certains médicament comme 1’influrane (anesthésique).

La régulation de l'induction du CYP2E1 est transcriptionnelle et post-
transcriptionnelle, mais la régulation post-traductionnelle prédomine lors des inductions par
les xénobiotiques.

I1.1.3.4. Les inducteurs type prégnénolone 160.-carbonitrile

Les inducteurs type prégnénolone 160-carbonitrile (PCN) présentés dans le tableau 7
induisent les cytochromes P-450 3A1, 2B1/2 et 2C6 du rat. Ces cytochromes interviennent
essenticllement dans le métabolisme de molécules endogeénes comme les stéroides, ou de
molécules exogénes comme les antibiotiques macrolides ou la cyclosporine. La PCN et la
dexaméthasone activent la transcription du g¢ne CYP3AI par une régulation cis : une région
de I’ADN voisine du géne sensible & ces deux inducteurs a été misc en évidence (revues par
Batt et al., 1993 ; Denison & Whitlock, 1995).

Tableau 7 : Composés chimiques ayant des propriétés inductrices de type cyanoprégnénolone
(d'apreés Batt et al., 1993).

- Glucocorticoides endogénes et synthétiques - Diphénylhydantoine

- Dexaméthasone -DDT

- Spironolactone -PCB

-PB - antibiotiques de type macrolides

- Imidazoles antifongiques (triacétyloléandomycine, érythromycine,
(clotrimazole, kétoconazole) rifampicine)

I1.1.3.5. Les inducteurs de la prolifération des peroxysomes

Les agents hypolipémiants (clofibrate, ciprofibrate), certains stéroides naturels, les agents
plastifiants (phtalates) et certains herbicides (chlorophénoxyacides ; revue par Nims & Lubet,
1995) induisent une hépatomégalie, associée 2 la prolifération des peroxysomes et 2 une
augmentation de l'activité catalase et des cytochrome P-450 4A impliqués dans le
métabolisme des acides gras, des leucotri¢nes et des prostaglandines. Un récepteur nucléaire
de la famille des récepteurs hormonaux intervient dans I'induction des CYP4A en se fixant
sur une région régulatrice du géne (revue par Batt et al., 1993 ; Denison & Whitlock, 1995).

5 Solvant largement utilisé dans les industries chimiques ou pharmaceutiques et comme dégraissant des
métaux
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THE INTACT ANIMAL - GENERALIZATIONS

HIGH P.-450 LEVELS ARE Beneficlal WHEN:

1. hlgh P,-450 lovols aro tightly coupled with high
lovels of Phase Il confugating onrymes

2. the PAH precarcinogon is glvon orally or (P
“ficst pass clearance” of carclnogen

Examples: &) high P{-450 in liver protects
periphoral tssues
« mammary gland
« bone marrow

b} high P-450 In placenta may
protect the fetus from PAHs

HIGH P-450 'LEVELS ARE Detrimental wHeN:

. high P(-450 {s aot accompanled by high levels of
Phase Il enzymes

2, the PAH precarcinogen 1s applied directly to a
suscepltible “targel” tissue

Examples: . lung tumors (smoke Inhalatlon)
* skin tumors (topicat PAH application)
*+ sarcomas (subcutaneous Injection)

Figure 13 : Conséquences bénéfiques ou néfastes de I'induction du
cytochrome P-4501A1 : importance des activités de phase II et du mode
d'exposition (selon Okey, 1990).



I1.1.4. Conséquences toxicologiques de I'induction

Les composés inducteurs métabolisés par les cytochromes P-450 induisent leur propre
métabolisme et stimulent le métabolisme d'autres substrats, exogénes ou endogenes
(stéroides), dont l'oxydation est catalysée par la forme de cytochrome P-450 induite.

Le métabolisme des xénobiotiques génére des métabolites soit moins toxiques
(détoxication), soit plus toxiques (activation métabolique) que le composé initial. La prise en
charge des métabolites dépend de 1'équilibre entre la production de métabolites lors de la
phase I et leur prise en charge par les enzymes de phase II (figure 13). Chez les animaux non
traités, les CYP1A représentent environ 5% du total des cytochromes P-450, et dans ces
conditions, les enzymes de phase II peuvent €liminer tous les intermédiaires réactifs (Ayrton
et al., 1990). L'induction des enzymes de phase II par les xénobiotiques est possible (Miintila
etal., 1983 ; Hanioka et al., 1995 ; Schrenk er al., 1995 ; Van Birgelen et al., 1995 ; Madra et
al., 1996) mais elle est souvent plus faible que celle des monooxygénases A cytochromes P-
450 ; un déséquilibre entre les deux phases peut se produire et les métabolites réactifs sont
alors libérés dans l'organisme. Ainsi, méme si le phénomeéne d'induction n'a pas de
signification toxicologique univoque, il faut tout de méme tenter de déterminer si il n'est pas
préjudiciable 2 1'individu, en tenant compte de la nature de l'inducteur (qui détermine quel
cytochrome P-450 et quelles enzymes de conjugaisoh seront mis en oeuvre), de la nature du
substrat métabolisé (connu ou non pour ses métabolites réactifs) et de 1a voie d'administration
qui détermine en partie les organes et les tissus cibles.

Deux types de molécules toxiques peuvent &tre générées : des métabolites du substrat
inducteur du cytochrome P-450 ou des entités oxygénées réactives. Le probléme posé par ces
derni®res sera traité plus loin.

I1.1.4.1. Cellules cibles des métabolites réactifs

Le foie, organe central du métabolisme des xénobiotiques, est particuliérement exposé aux
métabolites toxiques mais toutes les cellules ayant une activité métabolique inductible
produisant des entités réactives (les cytochromes P-450 1A et 2E1 notamment) sont
susceptibles de subir leur agression (par exemple, les cellules du syst®me immunitaire ;
Germolec et al., 1995). La voie d'exposition, qui détermine la répartition du xénobiotique
dans les organes et les tissus, joue un rile important dans la locailsation des conséquences
toxiques.

I1.1.4.2. Cytochromes P-450 impliqués dans la production de
métabolites réactifs

Le N-nitrosodiméthylamine (NMDA) est un contaminant ubiquiste de notre environnement :
il est présent & faible concentration dans I’air, de nombreux aliments, 1’eau, le tabac, les

-48 -



cu o .
we rrorG, d acxd 7\
tetare __ — Covalert findng

P

ol

MOPH

ox
{OH),

g X P50 4

T e -

Cu

ossffos]| — -

-
O O

Figure 14 : Activation des PCB faiblement chlorés vig des intermédiaires
semi-quinoniques et des quinones (selon Oakley et al., 1996).

oS

CYP!

benzo[a]pyrene
© @ or peroxidases cation radical
benzo[a]pyrene _cyps @ ©©
~and
sulfotransferase
cYP's ©1z086,
and 6—methylbenzo(a]pyrene benzylic suifate ester
epoxide hydrolases : of benzoajpyrene
@@ NADP+ NADPH
(00— “f
. . H
HO” dihydrodiol HO
L dehydrogenase | ketol
(-)-trans-7,8-dihydroxy-
7.8-dihydrobenzofa]pyrene
H
" catechol
CYP1A1
air
oxidation

%
nd .

OH

anti-7,8-dihydroxy-9,10-epoxy-

7.8.9,10-tetrahydrobenzo[a)pyrene benzolalpyrene-7.8-dione

Figure 15 : Activation métabolique du B(a)P et réaction catalysée par la dihydrodiol
déshydrogénase (selon Flowers-Geary et al., 1996).



boissons alcoolisées... Seule 'activité N-déméthylase du CYP2E1 peut métaboliser le
NMDA en un puissant mutagéne et/ou carcinogéne (Tu & Yang, 1983) ; I’alcool, inducteur
du CYP2EI peut indirectement générer davantage de métabolites carcinogénes (Tsutsumi ez
al., 1993).

L'induction du cytochrome P-450 4A1 a été corrélée au développement de carcinomes
chez des rongeurs traités par des inducteurs de la prolifération peroxysomale. En fait, le
cytochrome P-450 procéderait non pas par activation de xénobiotiques en métabolites
génotoxiques, mais par augmentation des activités peroxysomales (peroxydation des acides
gras) ce qui conduit 2 la formation accrue de peroxyde d’hydrogéne pouvant altérer ' ADN ou
initier la peroxydation lipidique.

Les inducteurs type PB sont promoteurs de tumeurs hépatiques, mais ce ne serait pas
toujurs li€ 2 leur capacité d'induction ; 1'induction du CYP2B1 par des PCB a ét€ corrélée A Ia
promotion de tumeurs hépatiques (Lubet et al., 1989).

Les cytochromes P-450 1Al et 1A2 génerent des molécules électrophiles trés
réactives, capables d'attaquer des groupements nucléophiles (-NH, -OH, -SH) présents sur les
acides nucléiques (adduits & I'ADN) ou les protéines (adduits & 1'he¢me) : les amines
aromatiques hétérocycliques, par exemple les dérivés du tryptophane issus d’une pyrolyse,
ont un pouvoir carcinogéne reconnu, li€  la formation de métabolites réactifs par les
CYP1A2 (Hashimoto & Degawa, 1995). Certains HAP et certains PCB sont connus pour leur
génotoxicité et leur carcinogénicité.

I1.1.4.3. Activation métabolique des PCB

Les congéneres fortement chlorés sont assez résistants au métabolisme, mais les congénéres
peu substitués sont souvent hydroxylés par les cytochromes P-450 1A et 2B. Les métabolites
des PCB sont des mono- ou polychlorobiphényles monohydroxylés, formés par
I'isomérisation d'un oxyde d'aréne intermédiaire ou par l'insertion directe du groupe
hydroxyle. L'époxyde peut soit former des adduits aux macromolécules (Dubois et al., 1995 ;
McLean et al., 1996a), soit étre conjugué au glutathion sous l'action d'une glutathion S-
transférase, soit Etre 3 nouveau hydroxylé par une époxyde hydrolase pour donner naissance 2
un dihydrodiol.

Les PCB conjugués au glutathion peuvent subir un clivage de la liaison C-S au niveau
intestinal et, aprés méthylation du thiol, tre réabsorbés et subir une S-oxydation pour donner
un métabolite méthylsulfoné. Ces métabolites se répartissent dans tout l'organisme avec une
préférence pour le rein et le poumon, ol ils se lient 3 des protéines ressemblant 3 des
utéroglobines. La signification toxicologique de ces interactions n'est pas connue (revue par
Safe, 1994).

Les dihydrodiols peuvent donner naissance & des intermédiaires semi-quinoniques puis
des catéchols, des quinones et des hydroquinones (figure 14 ; revue par Oakley et al., 1996 ;
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McLean et al., 1996b). Les semi-quinones, les catéchols et les quinones sont des entités
électrophiles capables de se lier de fagon covalente a des centres nucléophiles comme les
protéines (par exemple, la transthyretine, protéine majeure du transport de la thyroxine) et les
acides nucléiques et de créer un stress oxydant (Amaro et al., 1996 ; Oakley et al., 1996). Les
catéchols et les quinones ont la particularité d'étre mutagénes dans les cellules de
mammiferes V79, sans que le test d'Ames soit positif (avec ou sans S9).

I1.1.4.4. Activation métabolique des HAP

Nous n'aborderons ici que le mécanisme d'activation du B(a)P qui peut suivre plusieurs voies
(figure 15 ; Flowers-Geary et al., 1996) :

a) la méthylation du B(a)P en position C6 conduit 3 la formation d'un 6-
méthylbenzo(a)pyréne qui peut &tre conjugué 2 un groupement sulfate. Le groupement
méthylsulfate peut facilement se séparer du B(a)P pour donner naissance A un ion carbonium
benzylique, extrémement réactif avec ' ADN. Le 6-méthylbenzo(a)pyréne est reconnu comme
un procarcinogeéne des plus puissants,

b) l'oxydation du B(a)P par un seul électron donne un radical cationique, lui aussi
capable d'attaquer I'ADN,

c¢) enfin, le B(a)P peut étre oxydé en époxyde et en phénol par les monooxygénases a
cytochromes P-450. Les époxydes sont des molécules instables : le 2,3-époxyde est converti
en 3-OH-B(a)P, métabolite principal du B(a)P. Les 4,5-, 7,8- et 9,10-époxydes peuvent étre
soit directement conjugués puis éliminés, soit convertis en phénols puis en quinones, soit
transformés en diols de fagon stéréospécifique par une époxyde hydrolase. Les O-quinones
sont génératrices d’entités oxygénées réactives et de radicaux semi-quinoniques susceptibles
d’altérer I’ ADN (revue par Flowers-Geary et al., 1996).

Comme les phénols, les diols peuvent &tre conjugués pour &tre éliminés, ou subir une
seconde oxydation catalysée par le cytochrome P-450, qui aboutira A des diol-époxydes
(figure 16) : le B(a)P-trans(+)-7,8-diol-9,10-époxyde est un métabolite ultime du B(a)P
extrémement réactif vis-3-vis des macromolécules biologiques. Il provient de 1'oxydation
stéréospécifique du 7,8-époxyde en un trans (-) 7,8 diol-époxyde, lui-méme oxydé en un
trans(+)7,8-diol-9,10-époxyde (figure 17). Le stéréoisomere (-) de cette molécule n'a pas
d'activité carcinogene, alors que le B(a)P-trans(+)-7,8-diol-9,10-époxyde est particuliérement
réactif vis-3-vis des macromolécules (Levin et al., 1982) et provoque l'apparition de tumeurs
cutanées et pulmonaires chez la souris. Comme nous le verrons plus loin, les métabolites
réactifs sont aussi 2 l'origine d'effets immunotoxiques.

I1.1.4.5. Mécanismes de cancérogenése

La cancérogendse dépend de plusieurs événements : l'inititation, la promotion et la
progression. La prolifération anormale des cellules tumorales est due 2 I'expression
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d'oncogenes ou 2 l'inhibition de génes suppresseurs. Les oncogénes sont des génes codant
pour des produits impliqués dans la transformation cellulaire. Dans une cellule normale, ces
geénes ne sont pas exprimés et sont appelés proto-oncogenes. Le proto-oncogéne peut tre
exprimé 2 la suite d'une altération de 'ADN (initiation). Si la lésion n'est pas réparée, les
cellules initiées proliférent pour donner une tumeur bénigne, puis maligne, puis des
métastases (progression).

1l existe deux types de mécanismes cancérogenes : la cancérogenése génotoxique et la
cancérogendse épigénétique (Shaw & Jones, 1994). Certains composés sont carcinogénes
complets (initiateur et promoteur), d'autres sont soit initiateur, soit promoteur. L'initiation
génotoxique peut étre mise en évidence par des tests de mutagenése sur bactéries ou sur
cellules de mammiferes, mais les tests de mutageneése ne permettent pas de prouver la
carcinogénicité d'une molécule (il existe des carcinogénes non mutagénes (le benzeéne par
exemple) et des mutagénes non carcinogénes ; revue par Yoshikawa, 1996).

I1.1.4.6. Pouvoir carcinogéne des HAP

Les HAP et notamment le B(a)P, sont carcinogenes chez les rongeurs : de nombreuses études
ont mis en évidence leur role dans le développement de cancers par différentes voies
d'administration (application topique, instillation intratrachéale, inhalation). Quelle que soit la
voie d'administration, le poumon semble &tre un organe particuliérement sensible au
développement de tumeurs.

Différentes études portant sur le métabolisme des HAP, leur mutagénicité et leur
carcinogénicité et la relation entre leur structure et leur activité toxique, ont permis de mettre
en évidence une relation entre la structure de leurs diol-époxydes et leur caractere
carcinogene : les diol-époxydes portant la fonction époxyde sur un cycle benzénique saturé
adjacent A une structure décrivant une "région baie" sont particuliérement carcinogénes chez
les souris (figure 18 ; Levin et al., 1982).

Les cancérogénes chimiques génotoxiques se fixent de maniere covalente 3 I'ADN
pour former des adduits a3 I'ADN, ce qui peut provoquer une mutation (transition,
transversion, décalage du cadre de lecture), une alkylation, une intercalation entre les bases
ou la cassure d'un brin d'ADN. Par exemple, le (+)7,8-diol-9,10-époxyde du B(a)P se fixe sur
le groupement amine en position N2 de la désoxyguanosine et sur le groupement amine en
position N6 de la désoxyadénosine. Ces adduits provoquent la transversion G —> T et A> T.

Le pouvoir génotoxique des HAP dépend de leur aptitude 2 &tre transformés en
métabolites génotoxiques (Levin et al., 1982). Il peut étre évalué par différentes
méthodologies nettement moins longues et moins lourdes que 1'étude de leur carcinogénicité,
qui nécessite des essais A long terme (jusqu'd 2 ans). Parmi les test les plus courants, nous
citerons la recherche de micronoyaux (clastogénicité), la recherche d'adduits a2 I'ADN et la et
la mesure des échanges de chromatides soeurs (translocation chromosomique).... Ces
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méthodologies offrent l'avantage d'étre rapides et non invasives pour certaines (praticables
sur des lymphocytes) mais elles ne peuvent détecter les agents induisant des cancers
épigénétiques.

I1.1.5. Inhibition des activités cytochrome P-450 dépendantes

La synthése des cytochromes P-450 peut étre inhibée au niveau de la transcription
(cycloheximide, cytokine) ou de la traduction (inhibiteurs non spécifiques comme
I’actinomycine D ou la puromycine).

L'étude de l'inhibition des activités enzymatiques cytochrome P-450 dépendantes au
niveau post-traductionnel a permis de caractériser différents isozymes et de mieux connaitre
le fonctionnement du cycle catalytique du complexe enzymatique. Théoriquement, trois
étapes du cycle peuvent faire I'objet d'une inhibition : la fixation du substrat, 1a fixation de
l'oxygeéne moléculaire et le transfert de I'oxygéne au substrat. I1 existe trois modes
d'inhibition :

- inhibition réversible : les molécules capables de se fixer sur le site catalytique sont
des inhibiteurs de la transformation du substrat. La compétition peut avoir lieu au niveau a)
de la fixation du substrat sur la partie protéique, b) de la fixation de 'oxygene (liaison de
coordination avec le fer hémique A 1'état ferreux (monoxyde de carbone) ou ferrique
(cyanures) ou c) de la fixation du substrat sur la protéine et I'n®me : I'inhibiteur établit une
coordination avec le fer et une liaison avec un résidu de la protéine situé dans le site de
fixation (pyridines, imidazoles, 7,8-benzoflavone, métyrapone...),

- inhibition par formation d'un complexe intermédiaire [cytochrome P-450—
métabolite] : le cytochrome P-450 peut générer un métabolite réactif ayant une grande
affinité pour le fer hémique, ce qui résulte en un complexe stable. C'est le cas des
benzodioxoles (safrole, isosafrole), des synergistes d'insecticides (qui inhibent le
métabolisme de l'insecticide), de certaines hydrazines et des antibiotiques macrolides,

- inhibition irréversible : les susbtrats suicides sont oxydés par le cytochrome P-450 en
une forme réactive qui se fixe irréversiblement sur I'heme (oléfines, dihydropyridines,
cyclopropylamides, tétrachlorure de carbone) ou sur la partie proté€ique du cytochrome P-450
(chloramphénicol, parathion, malathion).

Les inhibiteurs permettent 1'étude des structures, des mécanismes et du rdle biologique des
cytochromes P-450. Les substrats suicides présentent l'avantage d'agir avec une grande
spécificité, ce qui n'est pas le cas des inhibiteurs réversibles. Ainsi, la 7,8-benzoflavone
permet de prouver qu'une réaction est catalysée par le CYP1Al. Les domaines médical
(inhibition du métabolisme d'un médicament) et phytosanitaire (inhibition du métabolisme
des pesticides) sont particulierement intéressés par I'étude des inhibiteurs spécifiques (Van
Wauwe & Janssen, 1989 ; Jayyosi et al., 1991).
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H1.1.6. Les activités cytochrome P-450 extrahépatiques

Les cytochromes P-450 sont répartis dans de nombreux organes (Foster et al., 1986) : tractus
gastro-intestinal (Strobel et al., 1993), épithélium olfactif (Ding & Coon, 1993 ; Béréziat er
al., 1995), rein (Funae et al, 1985 ; Kim et al., 1995), cerveau (Bhagwat et al., 1995a et b),
peau, poumnon ... La répartition et le niveau d’expression des différents isozymes est variable
selon les organes (revue par Murray & Burke, 1995).

La peau est un organe majeur par la surface qu’elle représente et par son role comme
porte d’entrée des xénobiotiques. Le derme et I’épiderme sont pourvus d’enzymes du
métabolisme des xénobiotiques de phase I, notamment les monooxygénases & cytochromes P-
450 1A et 2B et d'enzymes de phase II. Les CYP1A et 2B sont inductibles. Les CYP1A sont,
comme dans le foie, 3 I’origine de métabolites mutagenes et/ou carcinogénes et peuvent &tre
inhibés par des phénols issus des plantes (acide allagique) ou par des antifongiques (dérivés
de I'imidazole). Ces inhibitions peuvent aussi s’accompagner de I'induction d'activités
glutathion S-transférases (revue par Kao & Carver, 1990).

Le poumon comporte une quarantaine de types cellulaires différents, avec des
capacités métaboliques différentes (revue par Kikkawa, 1992). Les cellules pulmonaires sont
pourvues d’enzymes de phase I et de phase I (Minchin & Boyd, 1983 ; revue par Baron &
Voigt, 1990). Les cellules les plus actives sur le plan métabolique sont les cellules
bronchoalvéolaires de Clara et les pneumocytes de type II (alvéolaires) ; les cellules ciliées
de I’épithélium bronchique, les cellules endothéliales et les macrophages alvéolaires sont
également actifs, mais dans une moindre mesure (Forkert et al., 1986 ; Keith et al., 1987 ;
Kudo, 1994 ; Pairon et al., 1994 ; Lee & Dinsdale, 1995).

Bien que le niveau de cytochrome P-450 pulmonaire soit faible si on le compare au
foie (7% de la teneur hépatique), le poumon est capable de métaboliser un grand nombre de
xénobiotiques (revue par Aring, 1993). Le CYP1A1 n'est pas exprimé de manidre constitutive
dans le poumon, mais il est hautement inductible par les inducteurs type 3-MC dans les
cellules de Clara, les pneumocytes de type II et les cellules endothéliales veineuses (Forkert
et al., 1986 ; Keith et al., 1987 ; Pairon et al., 1994). En revanche, le cytochrome P-450 1A2
est trés peu exprimé et n'est pas inductible par le 3-MC. Chez le rat adulte, le CYP2B1 est
l'isozyme constitutif majoritaire dans le poumon ; il est exprimé dans les cellules de Clara et
les pneumocytes de type IL L'inductibilité de cette forme par le phénobarbital est beaucoup
plus faible que dans le foie. Le cytochrome P-450 2B2 n'est exprimé ni chez les rats non
traités, ni chez les rats traité€s par du phénobarbital. Ces deux formes de cytochrome P-450 ne
sont pas exprimées chez le foetus. Les cytochromes P-450 2A3 et 4B1 pulmonaires sont
exprimés constitutivement (ce qui n'est pas le cas dans le foie) ; le CYP 2A3 est inductible
par le 3-MC mais il est inhibé par le PB (Kimura et al., 1989, cité par Aring, 1993) ; le
CYP4B1 n'est pas induit par le PB.
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Chez ’homme, les cytochromes P-450 pulmonaires sont quantitativement moins
importants que chez le rat ou le lapin (le rapport P-450 total poumon/foie est différent) mais
les CYP1A1l et CYP1A2 sont exprimés de fagon constitutive chez I'homme (revue par Foth,
1995).

IL.2. Les systemes de défense contre le stress oxydant

Le stress oxydant résulte d'un déséquilibre entre les conditions pro-oxydantes et les défenses
antioxydantes dans les tissus et les organes. Le stress oxydant peut donc &tre la conséquence
de la production accrue de composés oxydants, d'une diminution des défenses, ou de
I'association de ces deux situations. Comme le montre la figure 19, le syst¢me de détoxication
intervient dans la production d'entités réactives.

IL2.1. Les espéces oxygénées réactives

Les espéces réactives de I'oxygene sont formées dans les systémes biologiques A partir de la
réduction de I'oxygeéne moléculaire (O,), selon la réaction (1).

0,—> 0, —> H0,—> HO —£ 3 HO

L'anion superoxyde (O;") est a la fois réducteur et oxydant. Cette forme instable peut
générer des formes plus réactives, comme le radical hydroperoxyle (OHe) ou le radical
superoxyde protoné (HO;e* ). La dismutation de 1'anion superoxyde, spontanée ou catalysée
par la superoxyde dismutase (2), conduit 2 1a formation de peroxyde d’hydrogéne (H,0; ).

.- superoxyde dismutase
2 0 > 0, + HQ,

(2)
En l'absence d'ion métallique, le peroxyde d'hydrogene n'est pas trds réactif et peut &tre
détruit par la catalase (3) ou la glutathion peroxydase (4).

catalase
2 HO, > 2HO + 0,

3

glutathion peroxydase
H,0, +2GSH > 2 HO +GSSG

@
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Par contre, en présence d'un donneur d'électron (Fe2* par exemple), le peroxyde d'hydrogéne
conduit 2 la formation du radical hydroxyle (HO*) par la réaction de Fenton (5).

+

H

B, +Fe” > HO .+ HO +F*

)

Comme tout radical libre, le radical hydroxyle est une espéce moléculaire rendue trés réactive
par l'existence d'un électron non apparié sur une orbitale extéricure. Ces radicaux peuvent
devenir toxiques pour les cellules et les tissus (inactivations enzymatiques, peroxydation
lipidique, altérations du génome) ; ils interviennent aussi largement dans les états
inflammatoires. Les réactions en chaine de la peroxydation lipidique peuvent conduire 2 la
formation de I'oxygéne singulet qui, comme les radicaux libres, peut détruire les membranes
cellulaires ou les lipides extracellulaires.

I1.2.2. Formation des entités oxygénées réactives et des radicaux libres

La production de ces différentes especes réactives peut étre provoquée lors d'une exposition 2
des radiations ionisantes, d'une réaction inflammatoire (activation du métabolisme des
cellules phagocytaires) ou au cours de processus métaboliques comme la respiration
cellulaire, la synthese de prostaglandines ou l'activités de certains cytochromes P-450. Des
substances se comportant comme un systéme redox (pouvant réduire 1'oxygéne moléculaire
par transfert d'un électron : quinones, ions bipyridiliums, composés aromatiques nitrés,
catéchols, ...) sont également sources d'entités oxygénées réactives.

I1.2.2.1. Intervention des cytochromes P-450

Les cytochromes P-450 sont directement ou indirectement (figure 19) générateurs d'entités
oxygénées réactives et de radicaux libres (revue par Kappus, 1993 ; Bondy & Naderi, 1994).

Le mauvais couplage entre le site actif du cytochrome P-450 et son substrat peut
provoquer la formation de l'anion superoxyde (le deuxi®me électron du cycle catalytique est
récupéré par l'oxygéne moléculaire), ensuite dismuté en peroxyde d'hydrogene. Ce
phénomene peut se produire avec de nombreux xénobiotiques inducteurs du CYP1A, du
CYP2B ou du CYP2EL.

Les cytochrome P-450 peuvent aussi générer des radicaux libres 2 partir de leur |

substrat : des molécules comportant des cycles aromatiques (benzeéne, HAP, PCB) peuvent
étre métabolisées en quinones potentiellement génératrices d’entités oxygénées réactives et
de radicaux libres (semi-quinones ; figure 20), susceptibles d’attaquer les macromolécules
biologiques (Flowers-Geary et al., 1993, 1996) et de détruire les cytochromes P-450 (Soucek
et al., 1994) ; le métabolisme de 1'alcool par le cytochrome P-450 2E1 conduit 2 la formation
du radical (RC*HOH) et d'entités oxygénées (Poli, 1993 ; Ingelman-Sundberg et dl., 1993) ;
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le clivage homolytique du tétrachlorure de carbone par les cytochromes P-450 conduit 3 la
formation du radical trichlorométhyle (CCl3®) ou de son dérivé peroxydé, le radical
trichlorométhylperoxyde (CCl3—-0Q0e), tous deux susceptibles d'initier la peroxydation
lipidique ; la réduction du paraquat par la NADPH-cytochrome P-450 réductase donne un
cation radicalaire stable (bipyridilium) capable de réagir avec I'oxygene pour former un anion
superoxyde (Tomita & Okuyama, 1994) ; le métabolisme des peroxydes par les cytochromes
P-450 génere des radicaux lipoperoxydiques, responsables de I'initiation de la peroxydation
des lipides ; les inducteurs de la prolifération des peroxysomes (TCE, clofibrate...)
augmentent la consommation d'oxygéne, I'oxydation du NADPH et la peroxydation lipidique.
Le stress oxydant causé par ces dernierscomposés peut étre 1ié A leur biotransformation
(formation de radicaux), I'inhibition d'enzymes antiradicalaires, la destruction des cellules
hépatiques (avec, a forte dose, un processus inflammatoire) et I'induction de la prolifération
des peroxysomes (Atkinson et al., 1993).

Les HAP, les TCDDs et certains pesticides (lindane, endrine...) provoquent la
formation d'especes oxygénées réactives dans les macrophages, les mitochondries ou les
microsomes hépatiques. L'induction de la production d'entités oxygénées réactives par la
TCDD est en partic dépendante du récepteur Ah (Alsharif et al., 1994a).

I1.2.2.2. Autres sources

Une accumulation de fer consécutive 2 la destruction de I'héme peut favoriser la formation de
radicaux et entités réactives (réaction de Fenton).

La déplétion en molécules piégeuses de radicaux ou réduisant les entités oxygénées
(par exemple, déplétion en glutathion par le paracétamol) ou l'inhibition d'activités
enzymatiques antioxydantes (par exemple, inhibition des activités SOD et catalase hépatiques
par les inducteurs de CYP1A ; Stohs, 1990 ; Miintyla & Ahotupa, 1993 ou inhibition de la
Se-GSH-Px par le fer ; Madra et al., 1996) sont responsables de 1'augmentation du stress
oxydant.

De nombreux polluants atmosphériques tels que les NOx, 1'ozone ou la fumée de
cigarettes sont responsables de 1ésions des cellules alvéolaires de type I, qui servent de
barriére entre la voie aérienne (au niveau pulmonaire) et le systéme circulatoire (revue par
Ryrfeldt et al., 1993). L'inhalation de particules d'amiante et/ou de silice conduit & leur
phagocytose par des macrophages alvéolaires ; la lyse de ces cellules activées entraine la
libération d'enzymes protéolytiques et de médiateurs chimiotactiques qui attirent des cellules
neutrophiles, initiant le processus inflammatoire générateur d'entités oxygénées réactives.
L'amiante est d'ailleurs responsable de fibroses, mésothéliomes et carcinomes pulmonaires ou
bronchiques. L'inhalation de chlorure de cadmium provoque des modifications
morphologiques des cellules bulmonaires associées 2 la peroxydation des lipides malgré
l'induction des enzymes antioxydantes (Vincent et al., 1989).
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I1.2.3. Effets toxiques

Les composés radicalaires ont la particularité d'initier des réactions en chaine qui comportent
trois étapes : I'initiation, la propagation et la terminaison (figure 21). Les lipides insaturés
sont de bonnes cibles pour ce type de réactions : la peroxydation lipidique perturbant la
fluidité et la perméabilité des membranes conduit & leur désorganisation (Stohs, 1990 ;
Bagchi & Stohs, 1993) ; 'augmentation du calcium intracellulaire qui en résulte conduit
notamment A l'activation des syst¢mes calcium-dépendants et 4 la mort et la destruction
cellulaire (Orrenius et al., 1989) ; la désorganisation de la membrane du réticulum
endoplasmique, composée de 30 &2 40% de phospholipides, perturbe la coopération entre la
NADPH-cytochrome P-450-réductase et le cytochrome P-450 (Gut et al., 1985). La
peroxydation des lipides membranaires peut aussi conduire 2 la destruction spécifique de
I'héme de certains cytochromes P-450 (Levin et al., 1973 ; Mori et al., 1991) et A la libération
de fer dans le milieu cellulaire. La peroxydation lipidique peut également jouer le rle de
catalyseur dans le métabolisme des HAP (oxydation des dihydrodiols en
dihydrodiolépoxydes, métabolites ultimes mutagenes et potentiellement carcinogénes ; Dix &
Marnett, 1984).

Les radicaux et les entités oxygénées sont capables d'attaquer les protéines et les
acides nucléiques pour former des adduits ou oxyder des bases. Les adduits aux protéines
conduisent 2 I'inactivation et la dégradation d'enzymes. L'altération de ' ADN provoque des
mutations (qui sont fixé&es si la réparation n'a pas lieu ou est inefficace) qui peuvent Etre 2
l'origine du développement de tumeurs (phase d'initiation). La toxicité des entités oxygénées
réactives fait intégralement partie de la toxicité induite par la TCDD (cytotoxicité liée aux
altérations des lipides, des protéines et de I'ADN, inactivation des enzymes antioxydantes,
augmentation de la protéolyse due 2 la perte de régulation du calcium et A l'activation des
protéases, mutagengse et activité promotrice de tumeur ; Stohs, 1990 ; Alsharif et al., 1994b).
Le traitement par la 2,3,7,8-TCDD de cellules exprimant le CYP1A1 conduit & la formation
d'adduits en position N8 de la guanosine (Park et al., 1996). In vitro, le paraquat induit des
aberrations chromosomiques et des échanges de chromatides soeurs sur des fibroblastes
(Nicotera et al., 1985). Les entités oxygénées en général, et le radical hydroxyle en
particulier, facilitent 1a formation d’adduits & I’ADN par de grosses molécules (Randerath et
al., 1991).

La présence de ces €léments réactifs en trop grande quantité ameéne un déficit en
molécules piégeuses (déficits en cofacteurs enzymatiques, en glutathion (GSH), en /aw ¥
vitamine C...). La consommation excessive d¢ NADPH par le syst®me de défense peut | 6>H
perturber le catabolisme de molécules endogenes (comme les stéroides) ou d'autres processus
physiologiques importants (revue par Miller et al., 1993).

Toutes ces altérations au niveau cellulaire conduisent au vieillissement des cellules
(Nohl, 1993 ; Yen et al., 1994). L'impact de ces réactions dépend des cibles atteintes, de
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l'intensité de l'effet toxique, et des capacités des cellules & réparer ou remplacer les molécules
affectées.

Malgré son intervention dans des processus toxiques, le peroxyde d’hydrogéne est
capable de limiter la formation de métabolites carcinogenes et la production d'entités
oxygénées réactives en inhibant la transcription des génes CYPIAI et CYPIA2 (revue par
Barker et al., 1994).

11.2.4. Le systéme de défense

Le syst®me de défense contre ces entités est composé d'activités enzymatiques et de
molécules qui protdgent les éléments vitaux contre les oxydants en pi¢geant les radicaux
libres.

I1.2.4.1. Composés piégeurs de radicaux libres

La solubilité des composés piégeurs de radicaux libres détermine leur champ d'action. Ainsi,
les composés liposolubles (vitamine E, provitamine A, B-carot2ne) protégeront les acides gras
de 1a peroxydation lipidique, et les composés hydrosolubles protégeront les protéines et
I'ADN de la formation d'adduits (glutathion, vitamine C). Les chélateurs du fer permettent de
lutter contre la production de radicaux hydroxyles (réaction 5). Le glutathion joue un role clef
dans la lutte contre le stress oxydant (figure 22) : en paralltle avec son rle dans le systtme
de détoxication (groupement de conjugaison) le GSH peut agir comme réducteur (il est
régénéré par la glutathion réductase).

I1.2.4.2. Activités enzymatiques

Activité catalase

La catalase est une enzyme principalement peroxysomale qui décompose le peroxyde
d'hydrogéne (H205) en eau et en oxygene (réaction 3). Surtout présente dans le foie et les
érythrocytes, cette enzyme tétramérique est liée au Fer™ d'un heme et 3 une molécule de
NADPH.

Activité glutathion peroxydase

Les glutathion peroxydases sont situées dans le cytosol et la matrice mitochondriale.
En association avec une glutathion réductase et en présence d'un sys®me régénérant de
NADPH, elle permettent la réduction des peroxydes (figure 22). L'activité glutathion
peroxydase peut étre catalysée par deux enzymes :

- Iactivité glutathion peroxydase séléno-dépendante (Se-GSH-Px) est capable de
catalyser la réduction des hydroperoxydes organiques et de I'hydroperoxyde d’hydrogene.
C'est un tétramere dont chaque unité est liée 3 un atome de sélénium (Stadman, 1983). Elle
est inhibée par le zinc et l'anion superoxyde.
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- I’activité glutathion peroxydase séléno-indépendante (GSH-Px) a pour substrats les
peroxydes d'acides nucléiques et lipidiques. Cette fonction de peroxydase est assurée par les
glutathion S-transférases.

Les glutathion peroxydases ont un rdle clef dans la lutte contre le stress oxydant car
elles agissent sur de faibles concentrations de substrat (Toussaint et al., 1993).

Activité superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui, en association avec le
NADH, dismute I'anion superoxyde en peroxyde d’hydrogéne selon la réaction (2) déja
décrite. 11 existe plusieurs formes de SOD :

- 1a SOD cytosolique est un dimere de 16 kD par unité, chacune contenant un atome de
zinc et un atome de cuivre (Cu-Zn-SOD). Elle peut étre inhibée par divers métaux (ou
cyanures) se liant au cuivre. Plusieurs formes de Cu-Zn-SOD coexistent dans le milieu
extracellulaire.

- 1a SOD mitochondriale (Mn-SOD) est dimérique ou tétramérique (selon l'espece), et
comprend un atome de mangangse par unité. Cette enzyme n'est pas inhibée par les cyanures,
mais elle est inductible par I'anion superoxyde et par des cytokines (chez les mammiféres). Le
caractere inductible de 1a SOD montre son importance dans la lutte antiradicalaire.

Bien que 1'on considere souvent la SOD et les GSH-Px comme des enzymes cytosoliques, et
la catalase comme cytosolique et peroxysomale, ces trois enzymes sont présentes (et actives)
dans les peroxysomes (Dhaunsi et al., 1993).

IL.3. Les systémes de défense contre la toxicité des métaux
I1.3.1. Métabolisme et stockage des métaux

La pénétration des métaux dans l'organisme, leur métabolisme et leur toxicité dépendent
essentiellement de leur spéciation et de la solubilité de leurs dérivés. Par exemple, 1'élément
mercure Hg® est absorbé 10 fois moins vite et se lie moins fortement aux protéines que le
mercure divalent Hg2+.

Le métabolisme modifie la spéciation et les organes de stockage sont sélectifs des
différentes formes du métal. La formation d'un complexe [métal—molécule organique]
facilite leur absorption, leur transport et leur excrétion (par exemple, €limination du
complexe biliaire du plomb) : le transport est facilité par la complexation avec une
métallothionéine, dont la biosynthese est induite par le métal lui-méme (notamment le
cadmium).

Cependant, si ces protéines permettent une forte accumulation de métal sous une
forme non toxique, le métal peut &tre libéré ultéricurement et exercer sa toxicité (par
exemple, libération de cadmium dans les tubules rénaux).
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11.3.2. Interactions avec les autres systemes de défense

La voie d’entrée principale des métaux est pulmonaire et, comme nous I’avons vu, le tractus
respiratoire est aussi la voie d’entrée de nombreux polluants métabolisés par le cytochrome
P-450 1A1 en métabolites carcinogenes. Une étude réalisée in vitro (les métaux sont mis en
présence de fractions microsomales de rats prétraités avec du 3-MC) a montré que le chlorure
de cadmium, le sulfate de zinc, le sulfate de cuivre et le sélénite de sodium sont des
inhibiteurs de I’activité (Asokan et al., 1985). Le cadmium a un effet inhibiteur synergique
avec celui des trois autres métaux. Le potentiel inhibiteur de ces métaux est li€ 2 leur affinité
pour le cytochrome P-450 (liaison au résidu cystéine, ligand du fer hémique). In vivo,
Pinhalation simultanée de HAP et des métaux cités précédemment augmente la concentration
des HAP dans la circulation sanguine, les capacités de métabolisation des HAP étant réduites
dans le poumon.

Le méthyl-mercure, le plomb et le cadmium sont générateurs de radicaux libres
(Bansal et al., 1992) et le chlorure de cadmium peut induire les activités enzymatiques
antioxydantes dans le poumon (Vincent et al., 1989). Le caractere thioloprive de ces métaux
provoque des déficits en glutathion et l'inhibition des enzymes dont le fonctionnement
dépend d'un atome de soufre (par exemple, la cystéine du site actif des cytochromes P-450).
Le plomb est un inhibiteur de la biosynth&se de I'h¢me et inhibe la formation des
hémoprotéines, dont font partie les cytochromes P-450 (Harada et al., 1990).

Les effets toxiques dus aux métaux sont le plus souvent observés dans des conditions
expérimentales, avec de fortes doses de sels de métaux administrés & des animaux de
laboratoire. Etant donné 1'importance de l'espece, de l'origine de la souche de 1'animal
(sauvage ou de laboratoire) et de la spéciation du métal, il parait difficile d'établir une
corrélation entre les effets observés dans ces conditions et les doses mesurées chez des
animaux exposés naturellement, d'autant plus que les métaux sont rarement & 1'état de sels
dans l'environnement.

IL4. Le systéme immunitaire

Le systtme immunitaire contribue au maintien de 1'intégrité physiologique de I'individu en
assurant 1'élimination des matériaux étrangers et des agents infectieux auxquels 1'organisme
~ est exposé. Deux processus assument cette fonction biologique : I'immunité non spécifique et
I'immunité spécifique. Ces deux types d'immunité font intervenir des cellules et des molécules
solubles dans les milieux biologiques.

L'immunité non spécifique (ou naturelle) est innée et ne présente aucune mémoire ou
adaptation aux nouveaux pathogenes. Elle constitue une premitre ligne de défense, capable
d'arréter la plupart des agents pathogénes avant que ne s'établisse une véritable infection. En
cas d'échec, I'immunité spécifique entre en jeu et déclenche une réaction dirigée
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spécifiquement contre 1'agent infectieux en cause. Lors d'un contact ultérieur avec ce méme
antigene, la réponse sera plus rapide grice 4 la mémoire de 'i'mmunité spécifique.

Le fonctionnement du syst®me immunitaire étant extrémement complexe, nous nous
contenterons d'en décrire les grandes lignes, afin que soient compréhensibles les différents
effets immunotoxiques que peuvent engendrer les polluants environnementaux. Cette
présentation n'est pas exhaustive et ne doit en aucun cas €tre considérée comme un résumé de
I'ensemble du syst¢me immunitaire et de son fonctionnement. Dans une deuxi¢me partie, nous
résumerons les différentes formes de toxicité pouvant étre la conséquence d'une exposition 2
des polluants.

I1.4.1. Le systéme immunitaire des mammiféres

En rdgle générale, toute cellule (ou ensemble de cellules) étrangére 2 1'organisme est
considérée comme faisant partie du "non-soi", car elle ne porte pas les récepteurs propres 2
I'individu. A l'inverse, les cellules fabriquées par 1'organisme sont reconnues comme faisant
partie du "soi". L'organisme peut également différencier une molécule endogéne d'une
molécule exogéne.

IL4.1.1. Origine des cellules de I'immunité et organes lymphoides

Toutes les cellules du syst®me immunitaire sont issues d'une cellule souche hématopoiétique,
située dans la moelle osseuse. Ces cellules souches pluripotentes peuvent donner naissance 3
deux lignées : la lignée myéloide et la lignée lymphoide (figure 23).

Les cellules provenant de la lignée myéloide sont réparties dans les tissus mous
(polynucléaires, mastocytes, macrophages) ou dans le sang (monocytes, polynucléaires). Leur
role est essentiellement 1i€ A 1a phagocytose des éléments étrangers. Le systéme lymphoide est
composé de lymphocytes, de cellules accessoires (macrophages, cellules présentatrices de
I'antigéne) et parfois de cellules épithéliales. L'ensemble de ces cellules est réparti dans des
organes encapsulés ou des tissus lymphoides diffus (figure 24). '

La différenciation des lymphocytes a pour finalité de donner & ces cellules les moyens
de reconnaitre des antigénes ou d'autres molécules grice a I'expression de récepteurs de
surface. Elles acquilrent aussi la capacité de distinguer les antigénes du "soi" de ceux du
"non-soi" (molécules du complexe majeur d'histocompatibilité, le CMH).

Les lymphocytes B se différencient dans le foie foetal, puis la moelle osseuse. IIs ont
pour marqueurs de surface des immunoglobulines (Ig). Différentes classes d'Ig peuvent étre
représentées sur la méme cellule (IgM et/ou IgD), mais leur partie variable (spécifique de
l'antigéne) est obligatoirement identique sur une méme cellule.

6 C'est de cette cellule souche que dérivent tous les éléments sanguins (érythrocytes, leucocytes,
plaquettes)
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La différenciation des lymphocytes T se produit dans le thymus et consiste 2
sélectionner des cellules spécifiques des ensembles [molécules du CMH-peptides
antigéniques]. Les lymphocytes T matures portent des récepteurs leur permettant de
reconnaitre les antigénes du CMH de classe I et II (respectivement CD8 et CD4). Les
lymphocytes T sont porteurs de nombreux autres récepteurs membranaires, que nous ne
détaillerons pas ici.

Les lymphocytes T et B n'atteignent le stade terminal de leur différenciation que s'ils
entrent en contact avec un antigéne (au niveau des organes et tissus lymphoides secondaires)
qui stimule la formation d'un clone spécifique.

I1.4.1.2, L'immunité non spécifique

Les acteurs de I'immunité naturelle sont variés : les défenses externes peuvent étre physiques
(peau) ou biochimiques (lysozymes, mucus, acidité...), les défenses internes sont cellulaires
(cellules phagocytaires) ou moléculaires (cytokines, systtme du complément).

Lorsque le revétement épithélial est franchi, I'antigéne (micro-organisme par exemple)
se trouve en présence de cellules phagocytaires (circulantes ou tissulaires) qui captent les
particules étranggres, les ingerent et les détruisent : c'est la phagocytose. Ces cellules agissent
sans spécificité, mais sont primordiales dans la coopération avec les cellules de 1'immunité
spécifique (rble dans la présentation de I'antigéne ; figure 25).

Les particules phagocytées sont englobées dans un phagosome qui peut fusionner avec
le lysosome, vacuole contenant des composants bactéricides et des enzymes. La destruction
des micro-organismes peut se faire par deux grands mécanismes : a) un syst®me moléculaire
indépendant de 'oxygene (acidification de la vacuole et lyse enzymatique de la membrane),
ou b) un syst¢me dépendant de l'oxygeéne (explosion respiratoire et formation d'entités
oxygénées réactives).

Certaines cellules phagocytaires (les cellules présentant l'antigéne, CPA) opérent des
changements structuraux et/ou conformationnels de I'antigene, générant des peptides qui sont
alors exprimés a leur surface en association avec des protéines de classe II du CMH. Leur rfle
est primordial dans l'activation des lymphocytes T, qui ne reconnaissent que des épitopes’
composés de quelques acides aminés.

Les cellules tueuses NK sont en majorité des grands lymphocytes granulaires qui,
activés par des cytokines et/ou des interférons lysent les cellules cancéreuses ou infectées par
un virus, reconnues par leurs altérations membranaires. La lyse des cellules cibles est facilitée
par le systéme du complément (opsonisation et attirance des phagocytes).

Les cytokines sont des glycoprotéines généralement produites en réponse & une
agression ou une stimulation cellulaire ; elles agissent comme médiateur cellulaire au sein du
systéme immunitaire et entre les composants de ce syst®me et d'autres organes. Produites par

7 Un épitope (ou déterminant antigénique) est un site de I'antigéne sur lequel peut se fixer un anticorps
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des leucocytes (macrophages, lymphocytes) et agissant préférenticllement sur des leucocytes,
elles seront plus spécifiquement appelées interleukines (IL). Les cytokines contrdlent un
grand nombre de processus biologiques tels que la croissance cellulaire ou l'inflammation et
jouent un rdle régulateur important, puisqu'elles interviennent lors de la sélection des
mécanismes effecteurs 4 I'occasion du premier contact avec le pathogéne

I1.4.1.3. L'immunité spécifique

Les lymphocytes T et B sont les cellules clefs de I'immunité spécifique. L'intervention des
cellules T nécessite une coopération cellulaire avec des cellules leur présentant l'antigéne en
association avec les molécules de classe II du CMH (figure 26), alors que les cellules B
peuvent reconnaitre I'antigéne sans nécessité de coopération cellulaire. Les lymphocytes T et
B peuvent interagir par contacts cellulaires ou par le biais de cytokines.

Certains lymphocytes (cellules mémoires 3 vie longue) sont capables de garder en
mémoire tout contact avec un antigéne, ce qui permet une réponse plus rapide et plus efficace
lors d'un contact ultérieur avec le méme antigene.

L'immunité a médiation cellulaire

Le lymphocyte activé prolifere et forme un clone spécifique de 1'antigéne, ce qui
améliorera la rapidité et l'efficacité de la réponse lors d'un contact ultérieur. Il peut se former
des clones de cellules effectrices (2 fonctions "helper” ou cytotoxique) ou de cellules
mémoires (figure 27). Les cytokines jouent un role trés important dans l'activation mutuelle
des deux types de cellules. Le contrdle de l'activation des cellules T est assuré par les
lymphocytes "suppresseurs” (Ts) et "helper” (Th). Les lymphocytes Th jouent plusieurs rles,
qu'ils assurent par des contacts cellulaires ou par la médiation de cytokines.

In vitro, des activateurs polyclonaux (lectines, esters de phorbol, anticorps, virus,
protéines...) peuvent également conduire 2 la multiplication des lymphocytes.

L'immunité a médiation humorale

Le contact de l'antigéne et les interactions moléculaires entre les cellules
(lymphokines) vont activer la prolifération d’un clone de lymphocytes B, dont les cellules
vont se différencier en plasmocytes, cellules hautement sécrétrices d'anticorps spécifiques de
I’antigéne activateur (figure 26). Les anticorps libérés rendront le systtme de lyse plus
efficace (meilleure opsonisation de I'antigéne).

Les immunoglobulines (ou anticorps) sont des glycoprotéines présentes dans le sérum
ou les fluides interstitiels, ou ancrées 2 la surface membranaire des lymphocytes B. Il existe
cing classes d'immunoglobulines (IgM, IgG, IgA, IgD, IgE) déterminées par la nature de la
chaine lourde. Toutes les Ig sont construites selon le méme modele : deux chaines lourdes (H)
identiques et deux chaines 1égeres (L) identiques, composées de domaines variables (V) et
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Dans une réponse primaire, I'apparition des IgG est précédée de celle des IgM. Au cours d'une
réponse immune typique, les anticorps qui apparaissent 3 1a suite d'une stimulation
antigénique secondaire a) augmentent plus rapidement en concentration et persistent plus
longtemps, b) atteignent des taux plus élevés et ¢) sont constitués essentiellement dlgG.



constants (C) sont liées entre elles par des ponts disulfures intracaténaires. La partie variable
de 1Tg est spécifique de l'antigéne.

La réponse anticorps

Lors d'une premitre stimulation antigénique (premier contact entre I'antigene et
l'organisme), on observe une phase de latence sans anticorps détectables. Puis le titre en
anticorps augmente de fagon exponentielle pour atteindre un plateau et redescendre
(catabolisme naturel des anticorps, fixation sur I'antigéne et €limination de la circulation). Au
deuxi®me contact (réponse secondaire), la phase de latence est plus courte, le taux maximum
d'anticorps est plus €levé (d'un facteur 100) et I'affinité pour l'antigene est meilleure.

Lors de la réponse primaire, les premiers anticorps synthétisés sont des IgM, suivis par
des IgG, qui présentent une meilleure affinité que les IgM. Dans le cadre d'une réponse
secondaire, les IgM apparaissent les premiers, mais ils sont rapidement remplacés par les IgG
(figure 28). Les IgM sont donc plutdt marqueurs d'une réponse primaire récente, voire d'un
début de réponse secondaire alors que les IgG qui gardent un taux élevé pendant une période
relativement longue sont marqueurs d'une réponse primaire ou secondaire "efficace” (ils
permettent de vérifier l'existence d'une immunisation vis-a-vis d'un antigéne particulier).

La réponse anticorps varie selon la nature de l'antigene : les antigénes T-dépendants®
provoquent une réponse plus intense que les Ag T-indépendants lors d'un premier contact ;
lors d'une réponse secondaire, les Ag T-indépendants n'induisent que la production dIgM,
alors que les Ag T-dépendants induisent la production dIgM puis d'IgG.

I1.4.1.4. Régulation de la réponse immunitaire

L'ensemble de la réponse immunitaire est soumis 3 plusieurs systtmes de contrdle, qui
peuvent &tre cellulaires, humoraux ou génétiques. La plupart des acteurs de la stimulation ou
de 1a réponse immunitaire sont impliqués dans les mécanismes de régulation : les anticorps,
les cytokines sécrétées par les lymphocytes Th et la tolérance des antigénes du "soi” limitent
les réactions immunitaires. Le syst®me nerveux, qui controle la production d'hormones, agit
sur les lymphocytes portant des récepteurs A ces hormones (par exemple, immunodépression
due 2 un stress, Pruett et al., 1993). Génétiquement, il existe des profils de sensibilité A des
infections particulidres : la résistance 2 certaines bactéries peut étre transmise de fagon
héréditaire. Les genes concernés peuvent tre, ou ne pas &tre, situés dans le complexe majeur
d'histocompatibilité.

8 Nécessitant l'intervention des lymphocytes T pour activer la synthese d'anticorps spécifiques.
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I1.4.2. Le systéme immunitaire en action

Immunité antibactérienne et antivirale

Toutes les bactéries n'ont pas le méme mécanisme pathogeéne : elles peuvent exercer
une action toxique scule, une invasion seule, ou associer les deux. La premitre barritre est
physique (peau, muqueuses...) puis entrent en jeu les effecteurs de 1'immunité naturelle. Au
deld, la réponse spécifique est sollicitée et les macrophages sont activés pour leur effet
bactéricide.

En cas d'infection virale, les interférons sont susceptibles d'éviter l'infection des
cellules hotes nécessaire 3 la multiplication des "parasites” que sont les virus (on entend par
parasite un élément dépendant de la machinerie cellulaire d'un hdte pour sa propre
multiplication). En cas d'échec, les lymphocytes T ont un rle antiviral majeur en provoquant
la synthese d'anticorps et l'activation de cellules cytotoxiques (lymphocytes T cytotoxiques
(Tc), cellules NK, cellules K). Les réponses antivirales peuvent étre néfastes 3 I'hbte par
formation de complexes immuns, mort des cellules infectées (nécroses) et déclenchement de
réactions auto-immunes.

Immunité antiparasitaire

Les macrophages, les polynucléaires et les plaquettes participent 2 la défense de I'hdte
contre les helminthes et les protozoaires ; les lymphocytes, les macrophages et les cytokines
sont des effecteurs importants. Les infections par des helminthes sont caractérisées par une
hyperéosinophilie et la synthése d'IgE. La plupart des parasites sont capables d'induire une
immunosuppression comme mécanisme d'échappement (surcharge antigénique par exemple).

Réactions d'hypersensibilité (HS)

Ce sont des réponses immunitaires inappropriées ou exagérées i l'origine de 1ésions
tissulaires. Il existe quatre types d'hypersensibilité qui peuvent étre dues & des anticorps ou 2
des cellules.

Le type I, ou HS immédiate, est liée 2 une réponse IgE contre des antigénes sans
toxicité propre. Les mastocytes sensibilisés par les IgE libérent des médiateurs qui
déclenchent une réaction aigué pathologique (allergie).

Le type II, caractérisé par une cytotoxicité dépendante des anticorps, s'observe
lorsqu'un anticorps se lie 3 un antigene cellulaire pour induire phagocytose, cytotoxicité de
type K ou lyse cellulaire par activation du complément.

L'hypersensibilité de type III ou 3 complexes immuns, est consécutive 2
l'accumulation de complexes immuns qui n'ont pas pu étre éliminés par le syst®me réticulo-
histiocytaire.

Enfin, I'hypersensibilité de type IV, ou HS retardée ou HS cellulaire, est provoquée par
1a non-destruction des antigénes phagocytés. Les lymphocytes T produisent des lymphokines

-65 -



qui entrainent une réaction inflammatoire. Les HS de type IV sont rencontrées dans les rejets
de greffe, les allergies de contact....

Les maladies auto-immunes

Le hasard des recombinaisons génétiques étant a I'origine de la variété des récepteurs
des lymphocytes T et B, le syst®me immunitaire doit apprendre 2 reconnaitre les antigénes du
"soi" au cours du développement (différenciation lymphocytaire).

Dans les cas de maladies auto-immunes (MAI), des anticorps ou des lymphocytes T
autoréactifs sont produits en grand nombre. L'origine peut &tre génétique (prédisposition
héréditaire A certaines MAI) ou pathogene : les réactions auto-immunes peuvent &tre elles-
mémes responsables de lésions caractéristiques de la maladie, mais la maladie peut aussi
provenir d'une autre cause, et les lésions tissulaires entrainent alors l'apparition
d'autoanticorps. Troisi¢éme cas : un méme facteur provoque 2 la fois lésions et manifestations
auto-immunes. La présentation d'un antigéne exogeéne peut stimuler une cellule T naive (qui
n'a pas encore rencontré d'antigéne) qui peut alors reconnaitre cet antigéne avec une forte
affinité ou, par une réaction croisée, reconnaitre un antigéne du soi qui, masqué, n'était pas
devenu immunoggne?.

Les déficits immunitaires

Les déficits immunitaires primitifs sont dus & des défauts intrinseques du systéme
immunitaire et sont pour la plupart d'origine génétique. Les déficits immunitaires secondaires
sont causés par des facteurs extrinséques tels que les médicaments, 1'irradiation, la
malnutrition ou l'infection. Les immunodéficiences peuvent porter A tous les niveaux du
systtme immunitaire, qu'il s'agisse des facteurs humoraux ou cellulaires, de la réponse

spécifique ou non spécifique.

Immunité de greffe

Les antigdnes d'histocompatibilité sont exprimés sur les tissus d'organismes
génétiquement différents et déterminent la compatibilité tissulaire. Codés par des genes
d'histocompatibilité, ils sont responsables d'un rejet plus ou moins rapide, les réactions les
plus vigoureuses étant induites par les alloantigénes codés par les génes du CMH. L'hote
réagit contre la greffe, mais le greffon peut aussi réagir contre I'hdte ("graft versus host" :
GVH). Dans les deux cas, les cellules T ont un réle primordial : les T helper (et leurs
cytokines) sont nécessaires et suffisants pour provoquer un rejet.

9 Pouvant induire une réponse immunitaire
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Immunité antitumorale
La lutte antitumorale est essentiellement cytotoxique (cellules NK). Elle est favorisée
par l'intervention des interférons.

I1.4.3. Le systtme immunitaire : cible de produits toxiques

Comme nous 'avons vu, I'efficacité du syst®me immunitaire est due 3 une énorme capacité de
prolifération cellulaire et & des interactions intercellulaires directes ou par le biais de
molécules solubles. Mais le syst¢me immunitaire est aussi une cible pour les agents toxiques :
les cas d'immunosuppression par des polluants chimiques ne sont pas rares en conditions
expérimentales et démontrent la vulnérabilité de ce systéme de défense (revue par Bhatia &
Kaur, 1993).

La toxicité du systtme immunitaire, ou immunotoxicité, est définie comme une
réponse défavorable du systtme & un xénobiotique se traduisant par une immunosuppression
(altération de la résistance de 1'hdte aux maladies infectieuses...), des maladies auto-immunes
ou des états d'hypersensibilit€ (allergies ; figure 29). L'immunotoxicologie est 1'étude de ces
effets défavorables. La cible du produit immunotoxique n'est pas obligatoirement une cellule
ou une molécule spécifique du systtme immunitaire : par exemple, le stress chimique
provoque une -augmentation des teneurs en glucocorticoides qui provoque des
immunosuppressions (Pruett et al., 1993) et des interactions directes entre le toxique et le
cerveau peuvent conduire 2 des phénomeénes d'immunosuppression (Fuchs & Sanders, 1994).
Etant donné I'ampleur du sujet, nous ne mettrons 1'accent que sur les immunosuppressions.

IL.4.3.1. Intérét en toxicologie de 1'environnement

Le syst2me immunitaire est un "organe cible" particulidrement sensible pour deux raisons : a)
les propriétés générales des xénobiotiques (caractire toxique li€ A leur réactivité avec des
macromolécules) et b) l'extréme complexité du syst®me en termes de constituants et de
mécanismes (coopérations cellulaires, molécules solubles, amplification, différenciation,
prolifération, régulation dépendante du systtme neuroendocrinien...). Les xénobiotiques
immunotoxiques augmentent la sensibilité des individus aux agents infecticux et au
développement de cellules tumorales. Ainsi, méme 3 des doses trds inférieures A celles
entrainant des effets toxiques observables cliniquement ou biochimiquement, certains
polluants provoquent une dépression du systtme immunitaire, dont l'intensité peut €tre
variable suivant les paramétres étudiés : une étude comparative des effets provoqués par
plusieurs isoméres des heptachlorodibenzofurannes sur la synthése d'anticorps spécifiques et
I'induction d'activités monooxygénases (EROD, AHH) chez des souris montre que la DEsg est
" 10 a 36 fois plus faible pour les parametres immunologiques (Dickerson et al., 1990) ; avec
certains HAP (3-MC et 1,2,5,6-dibenz(a)anthracéne), la DEsqg est 9 2 18 fois plus faible pour
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la suppression des cellules sécrétrices d'anticorps (PFC) que pour l'induction de l'activité
EROD (Dickerson et al., 1994).

La plupart des études expérientales ont été effectuées sur rongeurs (souris
essentiellement), mais plusieurs cas de contamination humaine accidentelle ont montré que
I'nomme réagit d'une fagon semblable (revues par Luster et al., 1988 ; Vos et al., 1989 ; Dean
et al., 1990). La sensibilité du systtme cible et les répercussions potentielles de son
dysfonctionnement font donc de I'immunotoxicologie un domaine particulitrement intéressant
en toxicologie environnementale (Kimber, 1991).

Les mécanismes par lesquels les xénobiotiques sont immunotoxiques sont assez bien
connus. Nous distinguerons ici trois catégories de polluants environnementaux : les HAP, les
HAPH et les métaux. A notre connaissance, les effets immunotoxiques chez les mammiferes
n'ont été observés que dans des conditions expérimentales, mais le développement de
maladies liées 2 une immunodépression a été mis en évidence chez des poissons vivant dans
une zone polluée (revue par Vos et al., 1989) et des rats musqués vivant dans une zone
contaminée par des HAP présentent davantage d’infections parasitaires que les rats musqués
vivant dans une zone non contaminée (Halbroock et al., 1993).

11.4.3.2. Immunotoxicité des HAP et des HAPH

Mécanismes

Les HAP et les HAPH sont ubiquistes dans 'environnement et ont un mécanisme de
toxicité commun : la plupart des molécules de ce type ont une conformation plane qui permet
A ces composés d'étre reconnus par le récepteur Ah. Les effets toxiques des HAP et des HAPH
étant liés A leur métabolisation par les monooxygénases 3 cytochrome P-450, il faut s'attendre
A ce que toutes les cellules pourvues de ce systtme de détoxication puissent €tre la cible de
ces toxiques (figure 30). Or, beaucoup de cellules autres que les hépatocytes posseédent ce
systtme et notamment les cellules du systtme immunitaire (lymphocytes, monocytes,
macrophages, cellules de I'épithélium thymique ; Lorr et al., 1992 ; De Heer et al., 1994 ;
D'Souza et al., 1994 ; Germolec et al., 1995).

Plusieurs auteurs ont mis en évidence le rSle central de I'activation métabolique dans
le développement de propriétés carcinogénes et immunotoxiques des métabolites : certaines
molécules sont carcinogénes et immunotoxiques (B(a)P), alors que d'autres molécules de
méme formule mais de configuration différente (B(e)P ; faible affinit€ pour le récepteur Ah)
ne sont ni carcinogdnes, ni immunotoxiques (revue par Ward et al, 1985 ; Hardin et al.,
1992 ; Luster et al., 1992a).

La liaison entre le récepteur Ah et les hydrocarbures aromatiques chlorés, responsable
de I'induction des génes CYP1A, dépend du degré de chloration et de la position des atomes
de chlore. La relation qui existe entre I'immunotoxicité et I'activation des CYP1A est bien
établie : une étude comparant l'activation de ces enzymes de métabolisation et la réponse
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humorale de souris exposées 2 différents isoméres d'heptachlorodibenzofurannes, montre que
les molécules tétrasubstituées en positions 2,3,7,8 sont plus "efficaces” que celles ayant
seulement 3 substitutions latérales (Dickerson et al., 1990). Cette conformation est celle qui a
la meilleure affinité pour le récepteur Ak et I'immunosuppression est dépendante de cette
étape. Un PCB de forte affinité pour le récepteur Ak est immunotoxique chez les souris
portant l'alléle Ahb, alors que dans les souris Ak, il perd son immunotoxicité (Silkworth et
al., 1984 ; Kerkvliet et al., 1990 ; Bandiera et al., 1982, cité par Tryphonas, 1994). Certains
HAP peuvent également perturber le fonctionnement du syst®me immunitaire par des
mécanismes épigénétiques en altérant la fonction de cellules tumoricides, ce qui facilite le
développement de cellules transformées (métastases ; Baldwin 1973, cité par Ward, 1985).
Chez certaines espéces de souris, les PCB augmentent le niveau de glucocorticoides, qui ont
un effet immunosuppresseur (revue par Pruett et al., 1993).

Effets immunotoxiques

La réponse humorale est la fonction du systtme immunitaire la plus sensible aux
HAPH chez les rongeurs et les primates (revue par Tryphonas, 1994). La technique 1a plus
employée pour mettre cette inhibition en évidence est la quantification des cellules
productrices d'anticorps (Plage Forming Cell : PFC) dirigés contre des globules rouges de
mouton (Sheep Red Blood Celis : SRBC).

La 2,3,7,8-TCDD, congénre le plus toxique des dioxines, est particulidrement active
dans les cellules épithéliales du thymus riches en récepteur Ah (rat et souris), dont elle
provoque l'atrophie et une déplétion lytnphocytaire (De Heer et al., 1994) ; la répartition des
sous-populations lymphocytaires est modifiée (Kerkvliet & Brauner, 1990) a trés faibles
doses (dose unique de 10 ng/kg ou exposition long terme 2 0,3 ng/kg ; Esser, 1994). L'action
de la 2,3,7,8-TCDD sur la réponse humorale varie selon l'espece utilisée : elle inhibe la
production d'anticorps anti-SBRC chez la souris (DEsp : 0,7 pg/kg), mais pas chez le rat,
méme 2 une dose de 30 pg/kg (Hanson & Smialowicz, 1994 ; Smialowicz et al., 1994). Le
thymus et la rate peuvent &tre atrophiés, mais ces effets sont variables suivant les especes
utilisées. La prolifération in vitro de certaines sous-populations de lymphocytes T est altérée.
L'activité macrophagique est réduite, la résistance aux virus est diminuée, et la sensibilité aux
endotoxines bactériennes est augmentée.

Les dibenzofurannes chlorés provoquent le méme type de perturbations avec une
intensité variable (selon la position et le nombre de substitutions ; Dickerson et al., 1990). Le
traitement combiné de souris par de 1a 2,3,7,8-TCDD (1 pg/kg) et des inducteurs de CYP1A
(B-naphtoflavone, 3-MC) conduit 2 I'additivité des effets immunotoxiques des deux composés
(PFC et prolifération in vitro par mitogenes) ; la coadministration de 2,3,7,8-TCDD et de
phénobarbital (inducteur de CYP2B) ne modifie pas les effets observés avec 1a TCDD seule.
Avec une dose unique de 1 pg/kg, la 2,3,7,8-TCDD n'inhibe pas l'activité NK (Vecchi et al.,
1986).
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Les PCB causent de séveéres suppressions de la réponse humorale (revue par
Tryphonas, 1994). Les congéngres coplanaires sont les plus toxiques (Davis & Safe, 1990) et
leur immunotoxicité augmente avec leur degré de chloration. Cependant, certains congénéres
ont des propriétés immunotoxiques, bien qu'ils ne soient pas des ligands du récepteur Ah. Ce
mécanisme pourrait &tre 1i€ 2 1a production des entités réactives lors du métabolisme des PCB
en formes quinoniques. La plupart des congénéres ont des effets immunotoxiques additifs
avec ceux de la 2,3,7,8-TCDD (3,7 nmol/kg), mais les congénres #108 et #159 (congénéres
mono-ortho-substitués, avec un seul chlore en position para) ont des effets antagonistes de la
TCDD, bien qu'ils diminuent le nombre de PFC (Davis & Safe, 1990). L'Aroclor 1254®
provoque une perte d'activité NK (Smialowicz et al., 1989). Des études menées sur des
primates ont montré que leur systéme immunitaire est sensible aux PCB, méme a de faibles
concentrations.

Les HAP sont eux aussi immunotoxiques apres leur métabolisation par les monooxygénases 2
cytochrome P-450. Le B(a)P, bien connu pour sa carcinogénicité, exerce une action
immunotoxique en inhibant la lymphopoise des lymphocytes B (Hardin et al., 1992), ce qui
entraine une suppression de la réponse anticorps. D'autres HAP, comme le 3-MC ou le
diméthylbenz(a)anthracéne sont également inhibiteurs de la réponse anticorps, mais ils
diminuent aussi les réactions de rejet de greffe et/ou les fonctions de cytotoxicité NK (revues
par Ward et al., 1985 ; Luster et al., 1987).

Les hydrocarbures aromatiques simples, comme le benzéne, ont un pouvoir
immunotoxique (sur les cellules mitotiques de la moelle osseuse et les lymphocytes) mais leur
métabolisation étant trés rapide (70 % d'une dose unique de 880 mg/kg disparaissent en 8
heures chez la souris), les effets disparaissent rapidement. Cet état de fait doit Etre pris en
compte si des biomarqueurs immunologiques (ou biochimiques) sont utilisés pour la mise en
évidence d'une exposition 2 du benzéne par exemple (McMurry et al., 1991).

11.4.3.3. Immunotoxicité des métaux lourds

Les métaux lourds, notamment le plomb, le mercure et le cadmium, sont toxiques pour le
systéme immunitaire : ils peuvent &tre immunosuppresseurs ou immunostimulateurs, selon la
dose, 1a voie, la durée d'exposition et 'espéce de l'individu exposé (revues par Luster et al.
1987 et Zelikoff et al., 1994).

Le plomb (sous forme de sels ou de composés organiques) est un immunosuppresseur
agissant sur les réponses humorales et cellulaires, diminuant la résistance de I'hdte contre les
agents infectieux et le développement de tumeurs. Le plomb inhibe la fonction de
présentation de l'antigéne par les macrophages, ce qui empéche l'activation des lymphocytes
T et la libération de leur cytokines. Il semblerait que cette inhibition soit liée & une
modification des molécules du CMH de classe II, indispensables pour qu'il existe une
coopération physique entre les deux types de cellules (revue par Exon et al., 1987).
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Le cadmium a une action cytotoxique sur les cellules spléniques, et inhibitrice de la
réponse humorale primaire (Krzystiniak et al., 1987). Ce métal inhibe la réponse cytotoxique
NK chez I'homme (Cifone et al., 1991). Dans l'environnement, I'exposition & des mélanges de
plomb et de cadmium est courante et il a 6t montré expérimentalement que ces deux métaux
agissent en synergie pour inhiber la production des macrophages de la moelle osscuse.

Le mercure a les mémes effets et serait en plus 2 l'origine de réactions auto-immunes
(Lawrence, 1985 cité par Zelikoff, 1994). Le plomb et le mercure sont capables d'augmenter
la réponse humorale (production d'anticorps) ou de diminuer l'immunité 2 médiation
cellulaire. Le chlorure de mercure diminue la prolifération des cellules T in vitro (Dicter et
al., 1983) et I'activité NK ; le méthyl mercure inhibe I'activité NK mais l'action de ce produit
sur la prolifération des lymphocytes est sujet & controverse (Nakatsuru et al. 1985 ; Ilbick,
1991).

Le nickel inhibe l'activité des cellules NK (Smialowicz et al., 1987) et peut étre,
comme le chrome, responsable d'allergies de contact ; le mercure, l'or et le lithium peuvent
provoquer des maladies auto-immunes.

I1.4.4. Stratégies et méthodes d'études en immunotoxicologie
I1.4.4.1. Stratégies de détection d'effets immunotoxiques

Le National Toxicology Program (NTP) a développé et validé une stratégie en deux étapes
appliquée 2 'étude immunotoxicologique de molécules chimiques chez la souris (tableau 8 ;
Luster et al., 1988 ; Luster et al., 1992a). Les tests retenus dans la batterie sont des tests qui se
sont montrés efficaces dans la mise en évidence de déficiences immunitaires primaires ou
secondaires, chez des animaux de laboratoire ou des humains. La validation de ces tests de tri
tient compte de leur sensibilité et de leur efficacité A détecter des altérations immunologiques
subtiles, susceptibles de donner lieu 3 des pathologies d'immunodéficience secondaire.

La premilre étape regroupe un nombre limité de tests fonctionnels simples qui
explorent toutes les voies de I'immunité : immunité 3 médiations cellulaire et humorale,
immunopathologie et immunité non spécifique. Ces tests fournissent peu d'informations sur le
mécanisme de 1'action immunotoxique, mais permettent de déceler toute altération provoquée
par un produit chimique et d'orienter le choix des modeles d'infection dans la deuxieme étape
(Luster et al., 1988).

La deuxi®me étape est effectuée si des altérations fonctionnelles ont ét€ mises en
évidence lors des tests de la premidre étape, avec des doses n'entrainant pas d'effet toxique
apparent (diminution du poids corporel par exemple). Les investigations concernent la CMI,
I'HMI, l'immunité non spécifique et la résistance de I'hdte 2 diverses infections et au
développement de tumeurs ; elles fournissent des informations sur le mécanisme
immunotoxique et aident a caractériser la nature de 'effet.
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Tableau 8 : Batterie de tests pour Ia détection d'altérations immunitaires consécutives a
I'exposition de rongeurs? 3 des produits chimiques industriels ou & des médicaments (d'aprés

Luster et al., 1988 et 1992a).

Parameétre Procédure

Premidre étape

Immunopathologie Hématologie : numération et formule sanguine
Pesée : corps, rate, thymus, rein, foie
Cellularité : rate, moelle osseuse
Histologie des organes lymphoides

Immunité & médiation humorale Numération des cellules formant plages (PFC) 4 IgM anti
antigéne T-dépendant (SRBC)
Blastogenése des lymphocytes B induite par le
lipopolysaccharide (LPS)

Immunité @ médiation cellulaire Blastogen2se des lymphocytes T :

- lectines : PHA, ConA
- leucocytes allogéniques (MLR)

Immunité non spécifique Activité des cellules NK

Deuxidme étape

Immunopathologie Quantification des lymphocytes T et B spléniques (marqueurs de
surface)

Immunité & médiation humorale Numération des PFC 2 IgG anti-SRBC?

Immunité & médiation cellulaire Cytolyse par des lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
Réponse d'hypersensibilité retardée (DHR)

Immunité non spécifique Fonction macrophagique, quantification des cellules péritonéales
résidentes, activité phagocytaire®

Modeles de résistance de I'hdted Cellules tumorales syngéniques

Sarcome PYBG6 (incidence de tumeur)
Mélanome B16F10 (quantité de nodules pulmonaires)
Modeles bactériens
Listeria monocytogenes (morbidit€)
Streptococcus (morbidit€)
ModRle viral
Influenza (morbidité)
Modele parasitaire
Plasmodium yoelii (parasitémic)
a Cette batterie de tests a été développée sur des souris BGC3F1
b Ce test n'est pas toujours effectué

¢ Test retiré de la batterie en 1992
d Seuls un ou denx modRles sont testés pour chaque produit chimique

La baisse de la résistance de 1'h6te aux infections implique de nombreux mécanismes
cellulaires et subcellulaires : communication entre cellules, altération de 'expression de
molécules constitutives, apparition de néoantigénes, modulation du signal de transduction
et/ou altération de facteurs de transcription. La réponse cellulaire dépend principalement des
macrophages et des lymphocytes T helper (Th1), producteurs dTL2. Si la production de ces
cellules est bloquée, la réponse sera trds fortement ralentie, puisque la coopération
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macrophage-lymphocyte sera trés faible. Il n'est pas utile d'utiliser tous les modeles de
résistance de 'hdte 2 l'infection : généralement, deux modeles sont choisis en fonction des
informations fournies par les tests fonctionnels de la premiére étape. Par exemple, si les
produits testés provoquent une altération de la fonction des lymphocytes T, le modele
bactérien Listeria monocytogenes (bactérie intracellulaire) ou le modele tumoral PYB6 sera
choisi ; si le produit a des effets lorsqu'il est administré par voie pulmonaire, les modeles
Influenza (viral) ou B16F10 (développement de tumeurs pulmonaires) seront préconisés.

En Europe, un syst®me semblable a ét¢ mis en place par le NIPHEP (National Institute
of Public Health and Environmental Protection, Pays-Bas). Les tests sélectionnés et leur
répartition dans les deux étapes ne sont pas rigoureusement identiques au modgle préconisé
par le NTP mais le principe d'une méthodologie en deux étapes est conservé (Vos et al.,
1989 ; Vos & Van Loveren, 1994).

I1.4.4.2. Tests recommandés par le NTP

Etape de tri

Les investigations immunopathologiques faisant partie de la premitre étape de tri sont
des parametres généraux des organes lymphoides et du syst®me sanguin qui permettent de
déceler une anomalie cellulaire (déplétion par exemple). L'histologie du thymus, de la rate et
des ganglions lymphoides, le poids de la rate et du thymus, la numération et la formule
sanguine et la cellularité de la rate et de la moelle osseuse sont des tests qui peuvent étre
incorporés en histopathologie de routine. L'histopathologie des organes lymphoides, en
association avec une modification du poids de la rate et/ou du thymus, ou de la cellularité de
la rate, permet de détecter un effet immunomodulateur (Schuurman ez al., 1994). Une étude
approfondie permet de déterminer les divisions structurales de la rate, et d'évaluer la
répartition des cellules T et B (colorations spécifiques, marquage immunologique, cytométrie
de flux).

La capacité de réponse humorale peut &tre étudiée par deux types de tests : la mesure
de la réponse anticorps et la capacité des lymphocytes B 2 proliférer in vitro : la réponse
anticorps primaire aux globules rouges de mouton est trés sensibles & de nombreux produits
chimiques et la technique des PFC est couramment utilisée. La réponse 2 cet antigéne T-
dépendant nécessite une coopération entre macrophages, lymphocytes T et lymphocytes B. Ce
test peut donc détecter les altérations fonctionnelles 2 tous les niveaux (activation,
différenciation, prolifération...).

La prolifération des lymphocytes B est une des étapes clefs du développement d'une
réponse immunitaire humorale qui peut &tre suivie in vitro par l'incorporation de thymidine
tritiée dans I'ADN de lymphocytes B stimulés par du LPS (lipopolysaccharide bactérien).
Cependant, les résultats de ce test ne sont pas toujours corrélés 2 la réponse anticorps, car la
mitogendse au LPS n'explore qu'une partie de la maturation cellulaire (les étapes plus
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précoces ou plus tardives de la différenciation en cellules sécrétrices d'anticorps ne sont pas
prises en compte).

Deux tests sont préconisés pour mettre en évidence une modification de I'immunité 3
médiation cellulaire dans 1'étape de tri : la prolifération des cellules T sous 1'action d'une
lectine mitogene, la concanavaline A (ConA) et/ou la phytohémagglutinine (PHA). Le
principe de la mesure est le méme que pour les lymphoproliférations au LPS (incorporation
de [3H] thymidine) ; la sensibilité de détection dépend de la concentration du mitogéne, qui
devra donc toujours &tre optimale.

La réponse lymphocytaire mixte (MLR : "Mixed Lymphocyte Response") qui est un
test particulitrement sensible aux immunosuppressions chimiques. Il consiste & mesurer la
prolifération des lymphocytes spléniques lors d'un contact avec des cellules allogéniques
(d'un individu de méme espéce), par incorporation de thymidine tritiée. Il est préférable
d'effectuer des réactions unidirectionnelles, en inactivant la prolifération des cellules
stimulatrices (mitomycine C). Sur le plan clinique, la MLR correspond aux réactions de rejet
de greffe. Ces deux tests de prolifération in vitro ne sont pas tres sensibles, mais ils ont
I'avantage de se pratiquer dans des conditions semblables a celles du test de prolifération des
lymphocytes B, et ne représentent pas une surcharge de travail importante par rapport & ce
test.

L'immunité non spécifique peut étre explorée en mesurant l'activité des cellules NK
qui ont une activité cytotoxique naturelle contre les cellules tumorales (inhibition de la
croissance et de 1a dissémination métastasique) et certains agents infectieux. Leur activité NK
est évaluée en mesurant la quantité de 5!Cr relarguée par des cellules cibles (lymphome murin
YAC-1, par exemple). L'activité des cellules NK est indépendante des voies de 1'immunité
spécifique et ces cellules sont les cibles spécifiques d'un certain nombre de produits
chimiques (Luster et al., 1987).

Etape de compréhension et d'évaluation de la résistance de U'hite

La quantification des sous-populations spléniques de lymphocytes T et B renseigne sur
la spécificité du mode d'action du produit testé au niveau d'une modulation fonctionnelle ou
d'une déplétion cellulaire. Les marqueurs Lyt2, L3T4 (souris), CD4 et CD8 peuvent étre
recherchés ; le rapport CD4:CD8 est un paramétre souvent utilisé.

La capacité de réponse humorale secondaire peut &tre évaluée par un test de plages de
lyse 2 IgG, mais ce test n'est pas réalisé systématiquement. Les tests portant sur 1'immunité
cellulaire renseignent sur la fonction cellulaire effectrice atteinte. L'interaction de
lymphocytes T avec des cellules tumorales ou allogéniques induit la synthese d'TL2 et de ses
récepteurs, ce qui provoque le développement de lymphocytes Tc. La genése des lymphocytes
Tc est mesurée in vitro A l'aide d'une lignée de cellules tumorales cibles. La réponse 2
médiation cellulaire peut &tre estimée in vivo, grice la réaction d'hypersensibilité retardée
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Figure 32 : Concordance des tests immunologiques individuels ou appariés pour établir la
prédiction de modifications de la résistance de I'héte. Les valeurs représentant le pourcentage de
concordance (somme des valeurs de spécificité) des test individuels sont situées sur la diagonale, les
valeurs correspondant aux combinaisons de tests sont situées sous la diagonale. Le nombre de produits
chimiques testés est indiqué entre parentheses (selon Luster et al., 1994b).



("Delayed Hypersensivity Response” : DHR) & 1a KLH!9, qui dépend de toutes les étapes de
la CMI : reconnaissance et digestion de 1'antigéne, blastogendse et prolifération, migration des
cellules T mémoires sur le site de 1'inflammation, production et libération de médiateurs
inflammatoires et de lymphokines. Ce test est plus sensible chez 'homme que chez la souris.

La numération et la capacité fonctionnelle des macrophages péritonéaux résidents
(immunité non spécifique) sont assez peu sensibles et ont été supprimés de la batterie de tests
de deuxiéme étape en 1992.

La diminution de la résistance de 1'h6te 3 des agents infectieux ou 3 des cellules
tumorales permet d'évaluer in vivo les effets immunotoxiques réels du produit testé. L'agent
infectieux ou les cellules tumorales sont administrés une premiére fois aux souris 2 des doses
faible (DL10-30 ou DT10-30!! respectivement). Une seconde administration & doses plus
élevées (DLgo-g80 ou DTe0-80) permet de définir si le traitement des animaux avait permis leur
immunisation vis-3-vis de l'agent pathogene. Les modeles utilisés sont bactériens, tumoraux,
parasitaires ou viraux (tableau 8).

Sensibilité et performance des tests

Une cinquantaine de produits ont été testés suivant ces protocoles et les données
obtenues ont &té traitées dans le but de déterminer quels sont les tests les plus sensibles et
donnant la meilleure concordance!? (Luster et al., 1993 ; Luster et al., 1994a). Si 'on
considere les tests individuellement, seulement deux tests sont prédictifs d'effets
immunotoxiques!? : la réponse anticorps primaire aux globules rouges de mouton et les sous-
populations lymphocytaires (respectivement, 78 et 83% de concordance ; la combinaison de
deux tests améliore 1a concordance. L'association des tests PFC et CTL permet d'obtenir une
prédiction des effets immunotoxiques de 100% ; les tests associés  1a quantification des PFC,
i 1a DHR ou aux marqueurs de surface donnent les meilleurs degrés de concordance (figure
31 ; Luster et al., 1992a). Les auteurs ont également établi que 81% des composés
immunotoxiques testés sont carcinogénes (p = 0,019).

Une altération importante d'un seul composant du syst®me immunitaire ou
I'accumulation d'altérations de moindre importance sur plusieurs composants peut conduire 2
1a baisse de résistance de I'hdte : la concordance des tests avec la résistance de 'hdte aux
infections a également été évaluée : quelques tests peuvent prédire une susceptibilité accrue
aux infections avec une concordance supéricure 3 70% (PFC, DHR, marqueurs de surface,
cellularité de la rate...), alors que d'autres sont d'assez mauvais indicateurs (réponse au LPS,
numération des lymphocytes ; figure 32 ; Luster et al., 1992b). La combinaison des différents

10K eyhole from Limpet Hemocyanin (Ag T-dépendant)

11 Dose tumorigéne

12 Combinaison de la spécificité et de la sensibilité de chaque test (sensibilité : le test est positif etil y a
un effet immunotoxique (+/+) ; spécificité : le test est négatif et il n'y a pas d'effet immunotoxique(-/-)).
13 Une réponse immunotoxique positive est définie par Luster ef al. (1992b) comme une relation dose-

réponse (les deux plus fortes doses doivent provoquer des modifications significatives, p<0,05) dans au
moins un des tests on I'altération significative (p<0,05) du résultat de au moins deux tests différents.
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tests avec les PFC, les marqueurs de surface ou la DHR permet d'obtenir une concordance
nettement supérieure  la combinaison d'autres test, 4 'exception de la combinaison cellules
NK-CTL (83%).

En conclusion :

- il existe une bonne corrélation entre les effets immunotoxiques et I'altération de la
résistance de 1'hdte : la résistance n'est jamais altérée sans qu'un test immunotoxique soit
positif, mais il est possible que des effets immunotoxiques soient observés sans que la
résistance de I'hdte soit altérée,

- aucun test individuel ne suffit 3 prédire une altération de la résistance, mais de
nombreux tests sont de bons indicateurs et leur combinaison améliore fortement leur aptitude
de prédiction,

- si l'on considere que la population humaine est constamment soumise 4 un certain
nombre d'infections, il est probable qu'une altération de la fonction immunitaire par un
produit immunotoxique affecte Ia capacité de résistance des individus 2 ces infections. Cela a
été démontré expérimentalement, mais une démonstration clinique s'avere difficile,

- la majorité des relations entre les fonctions immunitaires et la résistance de I'hote
sont corrélées de fagon linéaire (avec de faibles doses de cyclophosphamide ; Luster et al.,
1994b).

Application au rat

Pendant de nombreuses années, l'espéce de choix en immunotoxicologie a ét€ la
souris. Aujourd'hui, le rat est considéré comme un mod2le d'autant plus intéressant qu'il est
utilisé pour les études toxicologiques de routine et de nombreux produits spécifiques du rat
(cytokines, anticorps) sont maintenant disponibles sur le marché. La plupart des tests validés
sur les souris ont donc été adaptés sur les rats par les laboratoires américains et européens
(Exon et al., 1990 ; Lang et al., 1993 ; Vos & Van Loveren, 1994 ; Yang et al., 1994).

McMurry et al. (1991, 1995) ont montré que différents biomarqueurs
d'immunotoxicité &taient applicables 2 des rats sauvages (Sigmodon hispidus) pi€gés in situ
ou élevés en laboratoire et préconisent leur emploi dans la surveillance de 'environnement.

Application a I'homme

L'évaluation de 1'immunotoxicité est relativement aisée chez les animaux, mais il est
difficile d'extrapoler ces résultats 3 1'homme. L'évaluation des effets immunotoxiques chez
I'homme est délicate, du fait que les techniques invasives et les infections provoquées ne
peuvent &tre employées. Vos & Van Loveren (1995) ont développ¢ une batterie de tests
réalisables chez I'homme, basée sur des parametres non invasifs (dosage d'Ig sériques,
numération et formule sanguine, sous-populations lymphocytaires, réaction d'hypersensibilité
de contact, mesure de marqueurs de l'inflammation, dosage d’autoanticorps...). Les résultats
obtenus sur I'homme et I'animal peuvent se compléter (la similarité ou la différence de
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certains résultats peuvent renseigner sur d’éventuels effets sur la résistance de 1'hote, par
exemple). Le développement de techniques non invasives pourrait profiter A certaines espéces
de mammiferes particuliérement précicuses.

III. SURVEILLANCE BIOLOGIQUE DE L'ENVIRONNEMENT : ANIMAUX
SENTINELLES, BIOMARQUEURS ET BIOESSAIS

L'étude de la pollution environnementale est compliquée du fait a) des interactions qui
existent entre le milieu et le polluant et b) de la multiplicité des pollutions. Il est rarement
possible de faire 1'analyse de tous les polluants présents dans le sol, I'eau, les sédiments ou
I'atmosphére mais la connaissance du niveau de contamination des écosysttmes est
nécessaire, bien qu'il ne suffise pas 3 évaluer 1'impact d'un polluant sur l'environnement. En
effet, rien ne prouve que les teneurs en polluants détectées dans le milieu soient suffisantes
pour provoquer un dysfonctionnement biologique décelable. D'autre part, la toxicité du ou des
polluants présents dépend de leur biodisponibilité et des interactions antagonistes ou
synergiques qui existent entre eux. De plus, les aspects physiologiques, génétiques et
comportementaux des individus doivent étre pris en considération pour évaluer I'impact d'une
pollution en situation réelle (McBee & Bickham, 1990).

La surveillance biologique de l'environnement par des indicateurs biologiques
animaux est destinée A compléter les informations obtenues par des techniques analytiques.
Elle est basée sur 1'usage de deux outils : les indicateurs biologiques de bioaccumulation et les
indicateurs biologiques d'effets. Par des criteres différents, ces organismes informent sur les
milieux dans lesquels ils vivent (O’Brien et al., 1993) :

- 1a capacité des especes bioaccumulatrices A pouvoir concentrer des polluants présents
a de trds faibles concentrations dans le milieu permet de suivre le niveau de pollution de leur
environnement. Dans le milieu aquatique, certains mollusques (moules), invertébrés et
poissons sont utilisés A cette fin. En milieu terrestre les invertébrés sont les plus utilisés, mais
les oiseaux ou les mammiferes peuvent également concentrer certains polluants dans leurs
phan@res (métaux lourds dans le plumage, les bois de Cervidés, les dents ou les os) ou d'autres
tissus.

- les indicateurs d'effet biologique peuvent €tre séparés en deux catégories : les
indicateurs d'effets écologiques et les indicateurs d'effets toxiques. Un indicateur écologique
est une population ou un ensemble de populations qui, par ses caractéristiques qualitatives
et/ou quantitatives, témoigne de 1'état d'un écosyst®me et qui, par des variations de ses
caractéristiques, permet de détecter d'éventuelles modifications de ce systtme. De tels
indicateurs permettent la mise en évidence de l'impact d'une pollution sur les différentes
populations formant la biocénose (taille, structure, répartition des populations). Les
indicateurs toxicologiques font appel A différentes méthodes d'investigations, telles que

-77-



biologie, biochimie, physiologie, cytologie.... Ils sont liés & des biomarqueurs d'exposition
ou d'effets toxiques au niveau de l'individu et peuvent étre utilisés comme systemes d'alarme
précoces d'une contamination dont les effets peuvent encore €tre réversibles (systémes
d'animaux sentinelles). La mise en évidence de tels effets n'est qu'une présomption d'effets
défavorables, mais 1'impact sur les populations sera ressenti si les effets se propagent dans les
niveaux supérieurs.

IIL.1. Les systémes d'animaux sentinelles
H1.1.1. Définitions

Un systdme d'animaux sentinelles est défini comme "un dispositif destiné 3 collecter,
systématiquement et régulierement, des données sur des animaux exposés 2 la pollution
environnementale, ces données étant ensuite analysées pour identifier les dangers potentiels
pour la santé de I'homme et de l'environnement” (National Research Council, 1991). Les
notions de prévision (d'une maladie, d'un désordre physiologique, voire d'une mortalité) et de
signal d'alarme completent cette définition (McBee & Bickham, 1990 ; Rothwell et al., 1991).

Un syst®me d'animaux sentinelles au sens strict concerne des données obtenues sur
une population vivant dans des conditions naturelles sur le site pollué. Cependant, des
variantes expérimentales portant sur le traitement des animaux collectés peuvent &tre
envisagées : prélévements ou mesures de parameétres non invasifs et reldichement des
animaux, ou sacrifice dans un délai plus ou moins long apres la capture. Ce type d'étude est
donc davantage de nature épidémiologique qu'expérimentale, mais il est possible de se placer
entre ces deux extrémes en jouant sur le caractére plus ou moins "sauvage" de l'espéce
animale ou plus ou moins "pur” du produit (Riviere, 1993). Ainsi, 1'exposition d'animaux
encagés in situ peut étre pratiquée dans le milieu terrestre (encagement de campagnols, Maly,
1984 ; Dickerson et al., 1994) méme si cette méthode est surtout pratiquée en milieu
aquatique. Les animaux peuvent &tre exposés 2 des échantillons provenant du site pollué :
ajout d'effluents A I'eau de l'aquarium (poisson, daphnies), ingestion de petites quantités de
matériaux bruts par des rats (sol, cendres, lixiviats ou extraits organiques), mélange des
matériaux bruts 2 la lititre (ver de terre, rats) ; on parlera alors de bioessai.

IT1.1.2. Critéres de sélection d'une espéce appropriée

Les animaux sentinelles peuvent appartenir & plusieurs groupes zoologiques : invertébrés
terrestres ou aquatiques, oiseaux, poissons, animaux domestiques et petits mammiferes ont
déja été utilisés 2 cette fin. Sur le plan évolutif, les mammiferes sont les plus proches de
I'hnomme et sont de bons candidats a la surveillance des écosystémes.terrestres. Une bonne
espece sentinelle doit remplir plusieurs conditions (National Research Council, 1991) :

-78 -



- présence de l'esp&ce dans la zone polluée,

- possibilité de capture facile : les campagnes de capture doivent étre bréves, mais les
effectifs doivent étre suffisants pour permettre une exploitation statistique des résultats,

- densité de population suffisante pour permetire des prélévements ne perturbant pas la
structure des populations,

- aire de dispersion connue : pour les zones polluées de faible importance, il est
préférable d'utiliser des animaux ayant une dispersion réduite,

- la taille des individus doit permettre les examens biologiques et biochimiques
nécessaires, notamment lorsque ceux-ci sont effectués sur des organes,

- les voies d'exposition déterminées par I'habitat et la position dans la chaine trophique
doivent étre connues,

- possibilité de disposer d'animaux témoins. Les animaux témoins sont un élément
fondamental du dispositif ; ils ne doivent pas Etre exposés a une pollution, ou tout au moins
présenter un niveau de contamination suffisamment bas pour &tre considéré comme
négligeable. L'utilisation d'animaux de la méme espece, maintenus dans des conditions semi-
naturelles au laboratoire peut étre envisagée, mais la semi-captivité peut influencer des
variables physiologiques.

IIL.1.3. Avantages et limites des dispositifs d'animaux sentinelles

Les études basées sur des systémes d'animaux sentinelles complétent les résultats analytiques,
les essais d'écotoxicité classiques, les études épidémiologiques humaines ou les études éco-
épidémiologiques (Kendall et al., 1990). Par rapport aux tests classiques de toxicité, ces
études présentent I'avantage d'étre pratiquées dans des conditions réalistes en termes de mode
d'exposiﬁon et de dose, ce qui leur permet de renseigner sur les voies d'exposition pour les
différentes espces, dont 'homme. Les animaux sentinelles sont de bons syst®mes d'alarme
d'une perturbation de leur environnement. Ils permettent aussi d'évaluer l'efficacité d'une
mesure de dépollution, de suivre I'évolution de la pollution et d'établir des corrélations entre
les effets toxiques observés et des variables physiologiques ou des variables temporelles 2
court terme (variations diurnes, saisonnires...) ; un suivi a long terme pourra €lucider les
tendances et les évolutions de la réponse au cours du temps (Ma et Harris, 1985 ; National
Research Council, 1991). La comparaison de plusieurs modeles in situ basés sur 1'étude de
sites pollués et non pollués permet d'établir des niveaux de base correspondant aux deux types
de sites (McBee & Bickham, 1990).

La courte espérance de vie de certains animaux comparée 3 celle de 'homme (les
petits mammiferes notamment) permet de considérer les effets toxiques sur le cycle de vie
complet ou sur plusieurs générations (effets sur la reproduction, carcinogenése). Les
exigences éthiques moins strictes pour 1'animal que pour I'homme permettent de mener des
études plus approfondies que dans les études épidémiologiques humaines, ce qui enrichit les
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informations en cas d'extrapolation A I'homme. Enfin, le fait de travailler sur des populations
non sélectionnées permet de prendre en compte toutes les variations individuelles d'une
population sauvage (dge, sexe, terrain...). Cette variabilité complique les interprétations, mais
permet de pratiquer des estimations beaucoup plus proches de la réalité.

II1.1.4. Quelgues exemples

L'animal sentinelle le plus connu est certainement le canari : cet oiseau plus sensible que
I'homme au monoxyde de carbone était utilisé par les mineurs pour détecter la présence
anormale de ce gaz dans les galeries. En Angleterre, au XIX¢me siécle, la mort d'animaux de
bétail a &t€ associée 4 une émission intense de fumées industrielles, qui ont ensuite provoqué
une augmentation de la morbidité et de la mortalité des populations humaines (National
Research Council, 1991). Ainsi, I'exposition d'animaux dans le méme environnement que
I'homme permet d'obtenir des informations sur l'identification du danger et 1'évaluation du
risque : les animaux sont, comme les hommes, exposés aux contaminants de 1'air, du sol, de
I'eau, de la nourriture et peuvent souffrir d'intoxications chroniques ou aigu&s. Dans certaines
circonstances, les syst2mes d'animaux sentinelles procurent des résultats plus rapidement, 2
moindre prix et dans des conditions plus réalistes que les expérimentations en laboratoire.

Deux types d'informations peuvent &tre recherchés sur les animaux sentinelles : la
présence de polluants dans les tissus qui renseigne directement sur la qualité du milieu et sur
la biodisponibilité des polluants et la présence de signes de toxicité qui renseignent sur le
danger d'une exposition 2 ce milieu. Ces différents types de biomarqueurs seront développés
plus loin, et nous ne citerons ici que quelques études ayant utilisé des populations animales
pour surveiller I'état de leur environnement. '

Le "Mussel Watch" est la plus grande opération de surveillance du milieu aquatique
qui ait &6 mise en place. Ce programme, débuté aux Etats-Unis en 1973 sous la tutelle de
I'EPA (Environmental Protection Agency), est toujours en place aux Etats-Unis (sous I'égide
de 1a National Oceanic and Atmospheric Administration) et en Europe. Ce programme est
basé sur 1'étude des bivalves (moules ou huitres) vivant sur les cOtes américaines et
européennes. Ces animaux, capables de bioconcentrer 100 & 100.000 fois de nombreux
composés présentent entre autres avantages celui d'étre sédentaires et cosmopolites. Des
parametres physiologiques et biochimiques sont suivis sur ces animaux.

Avec les especes terrestres, les études entreprises sont de moins grande envergure que
le "Mussel Watch", mais plusieurs &tudes in situ ont &té réalisées (essentiellement aux Etats-
Unis) le plus souvent avec des petits mammiferes (revue par McBee & Bickham, 1990). Les
parametres suivis sont variés : certaines études sont limitées A la mesure de la dose interne
(Beardsley et al., 1978), d'autres associent la dose interne ou d'autres paramétres entre eux
(modifications physiomorphologiques, histologiques, biochimiques, génétiques, troubles de la
reproduction... ; Rowley et al., 1983 ; Batty et al., 1990 ; McBee & Bickham, 1990 ; Owen &
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McBee, 1990 ; revue par Talmage & Walton, 1991). Quelques études portent uniquement sur
des critres écologiques (Flickinger & Nichols, 1990).

I11.1.5. Le surmulot, animal sentinelle de la pollution des sols

Les petits mammifres, les rongeurs en particulier, répondent particuliérement bien aux
exigences nécessaires : ubiquistes, ayant une aire de dispersion limitée (inférieure 3 3
hectares, Talmage & Walton, 1991), retrouvés 2 la fois en zone rurale, urbaine et suburbaine,
ils ont une durée de vie assez longue et peuvent &tre présents en abondance. Les surmulots,
qui sont les plus grosses espéces commensales de 'homme, sont omnivores ; les décharges,
les égouts, les fermes (proximité d'élevages) sont leurs lieux de prédilection. Le surmulot
appartient 2 l'espéce Rattus norvegicus (famille des Muridae). Il peut peser jusqu'a 600
grammes et mesurer jusqu'a 26 cm de longueur de corps et 21 cm de longueur de queue. Le
surmulot a déja été utilisé comme biomoniteur en zone urbaine, mais le principal avantage de
cet animal est qu'il a fait l'objet d'un trés grand nombre d'études toxicologiques
expérimentales, puisque les rats de laboratoire sont une souche albinos de cette espece.
D'autre part, le fait qu'il soit considéré comme un animal nuisible limite les problémes
éthiques liés 2 leur sacrifice.

I11.2. Les biomarqueurs
IIL2.1. Définitions

Un biomarqueur est un "indicateur de toute altération morphologique, structurale ou
physiologique au niveau moléculaire, cellulaire ou tissulaire d'un systtme biologique, induite
par un xénobiotique présent dans I'environnement de l'individu exposé€” (National Research
Council, 1989). 1 en existe trois catégories (figure 33) : les biomarqueurs d'exposition, qui
indiquent la présence dans l'organisme d'un ou plusieurs polluants, les biomarqueurs d'effets
qui renseignent sur les risques d'effets toxiques et les biomarqueurs de sensibilité individuelle
qui indiquent l'existence d'une sensibilité différente 2 certains toxiques dans une partie de la
population (capacité métabolique, capacité de réparation de ' ADN, mutations dans des génes
suppresseurs, ...).

De trds nombreux paramdtres biologiques ou biochimiques liés plus ou moins
directement au mode d'action des polluants et & la genese de pathologies peuvent servir de
base pour développer et valider des biomarqueurs. Les tests usuels de biologie ou de
biochimie clinique (formule sanguine, teneurs plasmatiques, activités enzymatiques...)
peuvent donner des informations sur I'état de santé de 'organisme. Par exemple, un taux €levé
de cholestérol sanguin est indicateur d'un risque accru de maladies cardio-vasculaires.
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IIL.2.2. Intérét des biomarqueurs

La pollution environnementale est soupgonnée d'étre la cause d'une dégradation insidieuse de
la santé. Des processus pathogénes 2 long terme comme le vieillissement cellulaire, le
développement de cancers, l'abaissement des défenses immunitaires, les troubles de la
reproduction ou du développement réduiraient l'espérance de vie d'une génération ou
compromettraient les chances de la génération suivante. L'écotoxicologie se doit donc de
mettre en évidence les effets de la contamination prolongée par de faible doses de polluants
dans la gendse de tels effets. Le biomarqueur est alors considéré comme un signal d'alarme,
précoce et sensible du risque de développement d'effets 2 long terme : on comprend tout
I'intérét de tels indicateurs pour déceler des maladies chez I'homme ou des signes d'altérations
organiques ou fonctionnelles chez des animaux sentinelles avant que des dommages
irréversibles soient arrivés 2 1'individu ou 2 I'écosystéme.

Chez 'homme, la recherche de biomarqueurs d'exposition 3 des produits chimiques
considérés comme présentant un risque toxique élevé (benzene, trichloroéthyléne, acrylamide,
plomb...) ou 2 des classes de produits tels que PCB ou dioxines est actuellement une priorité
(recommandée par 1'EPA). Les méthodes utilisant des biomarqueurs humains doivent étre non
invasives : les biomarqueurs sont généralement des mesures d'activités enzymatiques (par
exemple, mesure de l'activité cholinestérase plasmatique chez des travailleurs de l'industrie
phytosanitaire et les applicateurs de pesticides), des dosages de polluants ou de leurs
métabolites dans le sang, les urines, les phaneres...). En terme d'effets, il s'agira de rechercher
des biomarqueurs de cancer, de neurotoxicité, d'immunotoxicité, de toxicité pulmonaire et des
biomarqueurs des troubles de la reproduction ou du développement (Fowle & Sexton, 1992).

Les biomarqueurs ont donc un intérét potentiel considérable pour prédire les effets de
la pollution environnementale pour I'homme et d'autres espéces animales a risque, comme les
poissons ou les esp2ces placées au sommet des chaines alimentaires (rapaces, oiseaux
piscivores ou petits mammiferes carnassiers). Les biomarqueurs pourront étre recherchés dans
des populations d'animaux sentinelles, avec l'avantage que les examens biochimiques et les
explorations fonctionnelles peuvent &tre beaucoup plus poussées que chez 'homme.

II1.2.3. Exemples de biomarqueurs utilisés dans 1'étude de pollutions
environnementales

Plusieurs esp&ces animales (oiseau, mammiferes (bétail ou rongeurs...), vers de terre...) ont
été utilisées conjointement avec divers biomarqueurs dans le but de mettre en évidence
I'exposition ou les effets d'une pollution. Un certain nombre de biomarqueurs actuellement
trds utilisés chez les animaux n'ont pu &tre développés chez 'nomme, car ils nécessitent des
techniques invasives (préldvement d'organes par exemples). Le tableau 9 résume les grandes
classes de biomarqueurs utilisés pour la mise en évidence d'une exposition 3 des contaminants
biodisponibles.
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Tableau 9 : Marqueurs biologiques d'exposition & des polluants environnementaux (d'aprés
Shugart et al, 1989).

Polluant environnemental Marqueur biologique Type d'information

Métaux toxiques Intégrité de I'ADN a

Cu, Hg, Ag, Zn, Cd, Pb Métalloprotéines ab
Biosynth&se des porphyrines ab,c
Réponse immunitaire a
Métabolisme des xénobiotiques a

Composés organiques

HAP Adduits 2 I'ADN ou 2 I'hémoglobine a,b,c
Métabolisme des xénobiotiques ab
Réponse immunitaire a
Intégrité de 'ADN a

PCB et dioxines Métabolisme des xénobiotiques a
Profil des porphyrines a
Réponse immunitaire a
Intégrité de 'ADN a
Adduits 2 'ADN ou A 'hémoglobine ab

a: Signal d'un probléme potentiel
b : Indicateur d'une classe ou d'un type de polluant
¢ : Indicateur prédictif d'un effet néfaste 4 long terme

Les petits mammiferes sont particuliérement bien adaptés 2 I'étude de sites pollués par des
mélanges de polluants. Collectés in situ, ils ont ét6 utilisés pour I’évaluation de plusieurs
types de contamination (composés organiques, métaux, radioéléments), l'exemple le plus
typique étant le site de Love Canal (Etats-Unis) étudié par de nombreuses équipes (McBee et
al., 1987 ; Thompson et al., 1988 ; Batty et al., 1990 ; Rattner et al., 1993). Le choix des
biomarqueurs et des organes est guidé par le type de pollution : d'une mani2re générale, le
rein est un organe permettant la détection d'une exposition 3 un grand nombre de
contaminants inorganiques, mais la moelle osseuse est particulitrement intéressante pour les
expositions au plomb ou au fluor.. Pour les contaminants organiques, les points finaux sont
nombreux et dépendent de la classe du contaminant : dose interne, activités enzymatiques,
histologie des organes cibles, génotoxicité... (revue par Talmage & Walton, 1991).

IIL2.3.1. Biomarqueurs d'exposition

L'exposition d'un organisme 3 un polluant biodisponible peut étre mise en évidence de
plusieurs fagons : soit par la recherche du polluant ou de ses métabolites dans I'organisme,
soit par la recherche de biomarqueurs d’exposition.

Plusicurs études ont mis en évidence I'accumulation de plomb, de cadmium ou de
mercure dans les organes vitaux de petits mammiferes vivant dans des zones urbaines ou
industrielles (Bull et al., 1977 ; Way & Schroder, 1982 ; Kisseberth et al., 1984 ; Ma et al.,
1991) ou consécutivement 2 des épandages de boues de STEP (Anderson et al., 1982). Le
dosage de composés lipophiles (PCB, dioxines, HAP) dans le tissu adipeux renseigne sur leur
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bioaccumulation et sur la biomagnification qui en résulte. Le lait est une sécrétion tres utilisée
pour la mise en évidence d'une exposition humaine & ce type de composés. La mesure de
métaux et de radioéléments dans I’organisme d’animaux sauvages est en relation avec les
dépdts sur le sol et le régime alimentaire des individus (herbivores, insectivores, vers de terre,
Mascanzoni et al., 1990 ; Talmage & Walton, 1991 ; Van Brummelen et al., 1996). La
présence du plomb dans I'organisme peut aussi étre mise en évidence par des indicateurs
biochimiques, en raison de ses capacités d'inhibition de la biosynthése de 'héme (Simmonds
et al., 1995).

La nature des polluants A rechercher n'étant pas toujours connue, la recherche de
marqueurs biologiques d’exposition spécifiques d'une classe de polluants montre 13 son
intérét. Ces biomarqueurs présentent l'avantage de tenir compte de la sensibilité de l'individu
et des interactions entre les différents polluants. L'induction des cytochromes P-450 est
actuellement un des biomarqueurs d'exposition les plus fréquemment utilisés en toxicologie
expérimentale ; il est sensible et spécifique de certaines classes de polluants organiques.
Plusieurs activités enzymatiques permettent de suivre l'induction en utilisant des substrats
modgles, spécifiques des différentes isoformes de cytochrome P-450 inductibles par les
polluants environnementaux (CYP1A, CYP2B essentiellement). Par exemple, la mesure de
I'activité EROD hépatique (spécifique du CYP1A1) chez les poissons préconisée par Payne
(Payne, 1984 ; Payne et al., 1987) pour le suivi biologique des milieux aquatiques est
maintenant systématiquement utilisée dans la surveillance du milieu aquatique comme
indicateur de la qualité de I'eau. Les activités enzymatiques du systtme de détoxication sont
également applicables aux oiseaux (Sanderson et al., 1994) et aux mammiferes (Rattner et al.,
1989) mais le caractire invasif nécessaire 2 la mesure de ces activités explique que cet
excellent biomarqueur ne soit pas couramment utilisé chez 'homme. La mesure de 1a durée de
sommeil provoqué par un traitement au phénobarbital peut-&tre une fagon indirecte de mesure
des activités des CYP2B (Halbrook et al., 1993).

L'exposition de petits mammif¢res & des polluants inducteurs de CYP1A (dioxines,
HAP, PCB) présents dans le sol a ét€ mise en évidence par l'induction des activités EROD et
AHH hépatiques mesurées sur ces animaux capturés in situ (Schrenk et al., 1991 ; Lubet et
al., 1992 ; Fouchécourt & Rivitre, 1995). Une exposition 2 des polluants type PCB (inducteur
mixte de CYP1A et CYP2B) peut &tre mise en évidence par la réponse de ces deux marqueurs
et/ou par I'augmentation de l'activité pentoxyrésorufine O-dépentylase (PROD) ou de l'activité
benzoxyrésorufine O-débenzylase (BROD), spécifiques de la forme 2B (Lubet et al., 1985 et
1990 ; Simmons & McKee, 1992 ; Nerurkar et al., 1993). Ces biomarqueurs sont
suffisamment sensibles pour répondre A des expositions & des doses environnementales, c'est-
a-dire beaucoup moins élevées que celles utilisées dans les études de toxicologie
expérimentale. En complément 2 ces activités, certains auteurs préconisent le dosage du
cytochromes P-450 total dans les microsomes hépatiques (Hénninen et al., 1985) mais on
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observe rarement des modifications significatives lors d'expositions environnementales
(Elangbam et al., 1991a et b ; Fouchécourt & Riviere, 1995).

Au niveau des activités enzymatiques, l'induction des CYP1A et/ou de 1'époxyde
hydrolase pourrait &tre considérée comme un biomarqueur d'effets, puisqu'elle est corrélée a
la formation de métabolites réactifs souvent précurseurs de cancer et A des modulations de la
défense immunitaire (Silkworth et al., 1984 ; Kizer et al., 1985 ; Vecchi et al., 1986 ; Davis &
Safe, 1990 ; Kerkvliet et al., 1990 ; Hardin et al., 1992). Seules des études expérimentales en
laboratoire ont pu mettre en évidence l'action significative de polluants environnementaux tels
que dioxines, paraquat, organochlorés ou métaux sur l'activité des enzymes de défense contre
le stress oxydant (Nicotera et al., 1985 ; Vincent et al., 1989 ; Stohs, 1990 ; Bagchi & Stohs,
1993).

I11.2.3.2. Biomarqueurs d’effets

L’étude des impacts d’une contamination peut se faire 2 plusieurs niveaux. L'étude écologique
des populations n'apporte pas suffisamment d'informations pour étre utilisée seule, tout au
moins chez les petits mammiferes (Flickinger & Nichols, 1990 ; Talmage & Walton, 1991)
mais la recherche de biomarqueurs d'effets toxiques, associée ou non 2 une étude
démographique, est souvent trés intéressante.

Les variations physiomorphologiques figurent parmi les effets les moins spécifiques :
1a taille, le poids et I’histologie des organes de petits mammiferes peuvent servir d’indicateurs
(Rowley et al., 1983 ; Batty et al., 1990 ; Halbrook et al., 1993) mais ceci est contesté par
d’autres auteurs (Flickinger & Nichols, 1990 ; Rattner et al., 1993) qui estiment les résultats
trés dépendants du mode d’échantillonnage, des variations climatiques, de 1’espéce ou du type
de site étudi€. Elangbam et al. (1991a) ont mis en évidence 1'intérét de parametres tels que
l'ultrastructure, le poids et le volume du foie et les activités enzymatiques. Des troubles du
comportement peuvent aussi &tre utilisés comme biomarqueurs, mais cela nécessite une étude
de terrain assez lourde. Les effets sur la reproduction et la mortalité sont des points finaux
surtout utilisés pour les populations d'oiseaux (revue par Kendall et al., 1990).

L'altération de I'ADN par attaque de ses centres nucléophiles par des éléments
électrophiles (issus de la métabolisation par le CYP1A1 ou especes oxygénées réactives) peut
conduire 2 la gendse d'effets génotoxiques au niveau de I'ADN, des génes ou des
chromosomes. Les adduits sont des altérations réversibles (c'est un biomarqueur intermédiaire
d'exposition et d'effets), mais la cassure d'un brin d'ADN, les altérations géniques et
chromosomiques sont irréversibles. De nombreux polluants environnementaux peuvent étre 3
l'origine de tels effets, comme 1'ont montré plusieurs équipes lors d'études in situ (Nayak et
Petras, 1985 ; McBee et al., 1987 ; McBee & Bickham, 1988 ; Thompson et al., 1988 ;
McBee, 1991 ; Shaw et al., 1995). La recherche des adduits & 'ADN par post-marquage au
32p, 1a mesure du contenu cellulaire en ADN ou les altérations chromosomiques telles que les
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échanges de chromatides soeurs sont des paraméetres utilisés en toxicologie environnementale,
utilisables sur I'homme (sur des lymphocytes par exemple ; Schoket et al., 1988 ; Perera,
1993), mais la détection d'adduits &2 'ADN pulmonaire serait un biomarqueur plus sensible
que les échanges de chromatides soeurs ou la recherche de micronoyaux (Whong et al.,
1994). Les malformations congénitales sont également des biomarqueurs de génotoxicité
(Geschwind et al., 1992). Une étude menée par Shaw-Allen & McBee (1993) précise que les
études génotoxiques in situ donnent des résultats comparables aux études effectuées en
laboratoire.

Expérimentalement, les HAP et les HAPH sont immunotoxiques
immunosuppression, immunoactivation, allergie, auto-immunité, altération de la résistance de
1'hdte sont des effets potentiellement induits par les polluants environnementaux. Les effets
immunotoxiques sont donc préconisés comme biomarqueur d'exposition ou d'effets pour les
contaminations aux métaux ou aux composés organiques (HAP, PCB, TCDD, organochlorés,
organophosphorés, carbamates..., Shugart et al., 1989 ; Smialowicz et al., 1989 ; Sullivan,
1989 ; Kimber, 1991) mais il n'y a pas encore eu, A notre connaissance, d'études
immunotoxicologiques menées in situ en milieu terrestre. Les tests nécessitant une
immunisation seraient difficiles 2 réaliser, d'autant plus que les polluants sont susceptibles
d'étre métabolisés entre le moment de la capture et la mesure d'effets immunotoxiques, mais
les autres tests devraient étre applicables aux animaux sauvages (McMurry et al., 1991).
Aussi, les résultats risquent d'étre difficilement interprétables du fait de la variabilité
individuelle souvent importante dans les populations sauvages.

La diversité des travaux cités montre 1’étendue des méthodes qui peuvent €tre
utilisées. Hormis le choix de I’animal, il faudra déterminer quel type de biomarqueur il
convient de rechercher en fonction de la pollution 2 étudier et des moyens engagés.

I11.3. Intérét des bioessais dans l'étude de sites pollués:

méthodologies et orientations actuelles

L'évaluation du risque d'un site pollué peut étre effectuée de deux manitres : soit & partir des
analyses chimiques associées au résultat d'essais d'écotoxicité normalisés pour chaque
contaminant identifi€, soit & partir de bioessais effectués sur des lixiviats ou des extraits
aqueux ou organiques du sol, ou sur le sol lui-méme. Dans le meilleur des cas, l'analyse
chimique sera associée & une approche écotoxicologique. Ces deux méthodologies sont
complémentaires : 'analyse chimique caractérise 1a nature et le niveau de pollution d'un sol,
les bioessais informent sur la présence de substances toxiques biodisponibles pour
l'organisme testé et ils ont en commun la phase d'échantillonnage, le transport, le stockage et
la préparation de I'échantillon.
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L'échantillonnage doit étre effectué par un personnel qualifi€, dans des conditions de sécurité
adaptées et selon des protocoles établis (Anonyme, 1995).

- les échantillons doivent &tre représentatifs de l'ensemble du site. La stratégie
d’échantillonnage dépend du sol et doit &tre choisie au cas par cas selon la nature du site (sols
excavés, sols agricoles et sites urbains contaminés) ; les stratégies seront différentes selon que
la contamination sera homogene ou hétérogéne en surface ou en profondeur... Le
prélévement des échantillons peut &tre effectué par différentes techniques (carottage, fosse),

- les échantillons ne doivent pas subir de dégradation entre le moment de leur
prélévement et la réalisation des tests ou des analyses,

- les végétaux, les animaux de grosse taille, les racines et les pierres sont €liminés
avant d'effectuer un tamisage (5 mm généralement). Le délai de réalisation des bioessais varie
selon le bioessai, mais ne doit pas dépasser trois mois.

I1L.3.1. Intérét des bioessais dans 1'évaluation du danger et du risque d'un
sol pollué

Il n'est pas nécessaire de mettre en oeuvre des bioessais pour 1'étude de tous les sites ou sols
pollués. La DECHEMA (Deutsche Gesellschaft fiir Chemisches Apparatewesen, société
allemande pour les appareillages chimiques, la technique chimique et la biotechnologie) les
préconise dans un certain nombre de cas (Anonyme, 1995) :

- nécessité d'informations écotoxicologiques pour évaluer le risque d'un sol contaminé,

- évaluation de l'extractabilité de contaminants ayant un effet biologique, lorsque la
contamination peut affecter la nappe phréatique,

- évaluation d'un sol ou d'une surface occupée faiblement contaminée, qui peut rester
sans traitement,

- évaluation écotoxicologique de sols destinés 3 un usage agricole ou horticole,

- mise en évidence des substances biologiquement actives qui ne sont pas détectées ou
caractérisées par l'analyse chimique,

- contrdle de l'efficacité d'un traitement biologique de dépollution,

- contrdle de la qualité des sols traités "on site” ou "off site" qui doivent &tre remis 2 1a
surface du site. Dans ce cas, l'utilisation future du site conditionne les tests 2 effectuer : si les
critres chimiques permettent 'utilisation du site sans restriction, des essais d'écotoxicité
doivent confirmer que le sol est de suffisamment bonne qualité ; si le sol traité doit &tre limité
au niveau de ses usages (contamination résiduelle sans danger pour I'homme) les bioessais ne
seront nécessaires que si 1a couche de sol déposée en surface dépasse une profondeur de 1
metre (risque potentiel pour la nappe phréatique).
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Le choix des bioessais est dicté par I'utilisation actuelle et future du sol et les éléments a
protéger :

- les sols situés sous une zone recouverte ne nécessitent pas d'investigation
écotoxicologique si le contact avec la nappe phréatique est exclu,

- les sols situés sous une zone non couverte, 4 usage commercial ou industriel, ne
doivent pas contenir de contaminants mobilisables par voie aqueuse (bioessai basé sur des
extraits aqueux du sol),

- les sols utilisés pour recouvrir les décharges étant soumis 2 des lixiviations ou des
ruissellements, 1'étude de leurs extraits doit étre effectuée. Les tests qualitatifs sont suffisants
(croissance des plantes, par exemple),

- pour les espaces verts, les parcs et les aires de loisirs, les extraits de sol doivent étre
testés. Des investigations supplémentaires concernant le role du sol comme habitat doivent
étre menées. Dans les foréts, on s'intéressera aussi 2 la production de biomasse et pour les
aires de loisirs, la potentialité toxique pour 'homme sera évaluée.

- en plus des tests déja cités, les sols agricoles ou horticoles doivent &tre fertiles.
L'évaluation de l'activité biologique et des effets dangereux pour les organismes du sol est
nécessaire ; en cas de contamination ou de présence de métabolites biocumulatifs, la fixation
dans le sol de contaminants toxiques pour l'homme dans la biomasse devra étre évaluée.

L'évaluation du risque 2 partir des scules analyses et données toxicologiques présente de
nombreux inconvénients li€s 2 1'analyse elle-méme :

- les sites 2 pollutions multiples renferment plusieurs centaines, voire plusieurs milliers
de composés différents,

- ces composés ne sont pas toujours identifiables (pas d'étalon),

- les limites de détection ne correspondent pas aux seuils biologiques d'effets toxiques
(par exemple, non détection de composés présents A 1'état de traces ayant une activité
mutagene en bioessai),

- 1a complexité du mélange peut empécher la détection de certaines substances,

- les extractions mobilisent la quasi-totalité des composés présents dans I'échantillon,
sans tenir compte de leur biodisponibilité réelle.

L'exploitation de données toxicologiques pose aussi de nombreux problémes :

- les données toxicologiques sont des DLsg, des NOEL,... obtenues 2 partir de produits
chimiques purs dans des conditions souvent peu réalistes (une seule voie d'exposition, pas
d'interactions avec d'autres parameétres...),

- ces données doivent étre extrapolées pour caractériser la toxicité correspondant 2 la
concentration de la substance mesurée dans 1'échantillon, ce qui nécessite la connaissance de
la relation dose-toxicité et pas sculement d'une valeur unique,
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- les interactions entre polluants et la biodisponibilité des polluants pour l'organisme
ne sont pas prises en compte.
Lors d'une évaluation basée sur des essais écotoxicologiques, on pallie un certain nombre des
inconvénients cités : les effets toxiques observés sont provoqués par les contaminants
biodisponibles présents & des doses environnementales et tiennent compte des possibles
interactions. Cependant, ces avantages ne sont réels que sous certaines conditions. Ainsi,
I'utilisation d'extraits de sol peut étre responsable de la perte de polluants, ou au contraire, de
la libération de polluants qui ne seraient pas biodisponibles sans extraction ; la filtration des
échantillons (lixiviats, effluents) recommandée par les normes n'est pas techniquement
nécessaire et risque d'éliminer des substances toxiques. L'évaluation du risque de sols pollués
(ou de déchets) par l'utilisation de bioessais serait fortement améliorée par 1'adaptation des
tests existants et la mise en oeuvre de nouveaux tests pour lesquels les échantillons subiraient
le moins de transformations possibles afin de simuler au mieux les interactions sol-
organismes qui se produisent en conditions réelles.

II1.3.2. Exemples de bioessais

Les essais d'écotoxicité sont des tests in vitro (cultures cellulaires) ou in vivo, mettant en
oeuvre des micro-organismes, des plantes, des algues, des invertébrés, des crustacés ou des
poissons. Si 1'échantillon est liquide, il est directement placé dans le milieu (eau, sol, milieu
de culture) mais les bioessais en milieu liquide appliqués & un échantillon solide (déchet, sol)
nécessitent 1'emploi de techniques d'extraction aqueuse ou organique. Quelques équipes
américaines ont réalisé¢ avec succes des tests de génotoxicité A partir d'échantillons bruts
(revue par Houk, 1992) mais tous les déchets bruts ne peuvent pas Etre directement utilis€s
dans les bioessais, soit parce qu'ils sont trop toxiques, soit parce que leur structure ne le
permet pas (émulsions, huiles, boues...). En France, un programme de recherches concertées
concernant I'écotoxicité des sols et des déchets a débuté en 1995 (Savanne, 1995) : I'objectif
est de mettre au point des bioessais modifiant 1'échantillon le moins possible (extraction,
filtration...), soit en adaptant des tests déjd existants (Ames, micronoyau, ver de terre,
collembolles), soit en mettant au point de nouveaux tests (phytogénotoxicité (adduits 2
I'ADN), phytotoxicité suivie par des biomarqueurs biochimique, toxicité des métaux chez les
escargots, mesure de différents biomarqueurs d’exposition chez des rongeurs exposés aux
sols...). L'intérét est d'obtenir une évaluation globale de la biodisponibilité et de la toxicité
des polluants en tenant compic des interactions entre tous les produits toxiques présents et
entre ces produits et leur environnement (le sol par exemple). Des expérimentations de ce
type sont courantes en ce qui concerne les effluents, mais commencent seulement a se
développer pour les sols et les déchets solides (boues, cendres).

Nous ne citerons ici que quelques tests, notamment ceux qui sont préconisés par la
DECHEMA pour I'évaluation de la toxicité des sols (Anonyme, 1995).

-89-



I1.3.2.1. Toxicité des extraits aqueux

Ces essais sont effectués dans le but de déterminer la toxicité des fractions du sol mobilisables
par la voie aqueuse. Les contaminants du sol sont rendus en plus en plus hydrophiles par
diverses biotransformations ; la biodisponibilité des composés hydrosolubles est trés
supérieure 2 celle des molécules adsorbées sur ou liées au sol et ils sont potentiellement
toxiques pour les plantes et la faune du sol.

A priori, tout test applicable a des fractions hydrosolubles peut €tre applicable a des
fractions aqueuses de sol. Trois tests normalisés ont été retenus par la DECHEMA : le test
bactérien d'inhibition de luminescence de Phosphobacterium phosphoreum parfois associé a
l'inhibition de leur croissance, le test d'inhibition de croissance de 1'algue Scenedesmus
subspicatus , et le test d'immobilisation des daphnies (Daphnia magna).

IIL3.2.2. Tests sur plantes

Les racines de plantes représentent, aprés les micro-organismes, la plus grande surface
biologique en contact avec le sol. Les tests sur plantes permettent d'évaluer la biodisponibilité
et les effets phytotoxiques des polluants présents dans le sol en mesurant le changement de
biomasse de la plante. Ils ne renseignent pas sur la bioaccumulation des polluants dans les
plantes, leur métabolisation ou les effets sur les herbivores et ne sont pas destinés a évaluer la
fertilité d'un sol.

Le choix du sol témoin doit tenir compte des caractéristiques du sol 2 tester, la
compacité et le volume des pores déterminant le contact entre 1a plante et le sol. Différentes
variétés de plantes peuvent &tre retenues, comme le haricot (Phaseolus aureus), 1'avoine
(Avena sativa), le cresson (Lepidium sativum) ou le navet (Brassica rapa). Le test normalisé
ISO/DIS 11269 est adapté en utilisant directement le sol 2 tester, sans dilution, avec un
éventuel apport nutritif. Wang & Freemark (1995) ont dress€ une revue assez complete des
tests plantes et algues.

II1.3.2.3. Tests sur espéces animales et peuplements

Ces tests sont réalisés sur des organismes normalement présents dans le sol, comme les
bactéries ou les vers de terre. La microflore qui constitue 80% de la biomasse totale du sol et
la faune du sol sont responsables de la dégradation des substances organiques complexes. La
faune a des fonctions écologiques variées et joue un role important dans les chaines
trophiques.

Les tests bactériens consistent A déterminer la densité de population bactérienne
présente dans le sol soit directement, soit par la mesure de l'activité respiratoire (avec un
apport de glucose) ou l'activité de nitrification (apport d'ammonium). Le test de mortalité des



vers de terre Eisenia sp. est le plus connu des tests effectués sur la faune du sol ; il est
directement utilisable avec le sol pollué (Belfroid et al., 1995).

I11.3.2.4. Tests de génotoxicité

Durant les 25 dernires années, plus de 200 tests a court terme ont été développés afin d'aider
a l'identification d'agents responsables de troubles génotoxiques chez I'homme (revue par
Houk, 1992). Ces bioessais qui utilisent des micro-organismes, des plantes, des insectes ou
des cellules animales en culture, peuvent étre divisés en deux grandes catégories : les
bioessais sur procaryotes, détectant des agents mutagénes et des 1ésions primaires de I'ADN et
les bioessais sur eucaryotes, a spectre plus large (mutations, altération et réparation de 'ADN,
altération chromosomique et aneuploidie). Ces bioessais présentent l'avantage d'étre rapides
(comparés A des études de cancérogenese 2 long terme chez les rongeurs), peu cofiteux,
simples, sensibles et relativement réalistes étant donné 1'universalité de 'ADN. Nous nous
contenterons ici de citer les tests les plus couramment utilisés en toxicologie
environnementale. _

Le plus connu est le test d'Ames, qui consiste 2 mesurer le nombre de Salmonella
typhimurium révertantes (2 nouveau capables de biosynthétiser I'histidine) 2 la suite d'une
exposition au toxique. Différentes souches mutantes ont été mises au point qui permettent de
caractériser le type de mutation nécessaire pour que les bactéries réversent (décalage du cadre
de lecture, substitution...). Les procaryotes n'étant pas munis des enzymes métaboliques des
eucaryotes, des ajouts de fraction S9 provenant de foie de rongeur (prétraité par un inducteur)
pallient ce manque et permettent de simuler les transformations métaboliques catalysées par
les monooxygénases & cytochrome P-450 se produisant chez les mammiferes. Des bactéries
luminescentes peuvent également étre utilisées (Vibrio fischeri, test Mutatox®),

Les effets clastogéniques ou aneuploides d'un toxique peuvent étre détectés par la mise
en évidence de micronoyaux, d'aberrations chromosomiques (translocations, délétions
importantes ...) ou d'échange de chromatides soeurs (échange d'ADN 2 des loci homologues).
Ces effets sont le plus souvent mis en évidence in vitro sur des cellules en culture ou in vivo
sur des amphibiens ou des plantes.

Pour les tests in vivo, 'effluent ou l'extrait est administré & I'animal et ses tissus ou ses
fluides biologiques sont récupérés. La génotoxicité du produit est mise en évidence 2 I'aide de
biomarqueurs, comme les adduits 3 'ADN, la détection de micronoyaux ou des métabolites
urinaires. Ces techniques sont plus cofiteuses et plus laborieuses que les bioessais in vitro. Sur
le terrain, les effets in vivo peuvent étre utilisés comme biomarqueurs d'exposition & des
polluants génotoxiques chez 'homme ou d'autres mammiferes (bovins ; Parada & Jaszczak,
1993). Harper et al. (1989) ont développé une combinaison de tests applicables sur un méme
individu exposé 2 des gaz paf inhalation. Ces tests concernent plusieurs organes (foie,
poumon, rate, moelle, testicules), le sang et l'urine, ce qui permet d'avoir une vision
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d'ensemble des altérations génotoxiques dues aux polluants (test d'Ames sur les urines,
aberrations chromosomiques sur les cellules de la rate, de la moelle et les lymphocytes,
micronoyau sur les cellules de la moelle et les érythrocytes sanguins...).

I11.3.2.5. Evaluation de I'efficacité des traitements de remédiation

Le processus de décontamination d'un sol est souvent suivi par le test Microtox et l'utilisation
future du sol est déterminée en fonction des résultats des bioessais, qui doivent concorder
avec les résultats analytiques. Cependant, le fait de se baser uniquement sur un test bactérien
ne donne pas toujours une réponse pertinente quant 3 la toxicité du sol pour les
mammmiferes. En effet, les bactéries ne sont sensibles et ne métabolisent que les HAP de
petite taille (inféricure ou égale 2 quatre cycles benzeniques) alors que les mammiferes sont
essentiellement sensibles aux HAP comportant au moins cing cycles (Roos et al., 1996).

IV. CONCLUSION

Les polluants organiques majeurs sont ubiquistes et persistants dans ’environnement ; les
métaux sont surtout présents dans les zones industrielles, mais leur dispersion est accrue par
I’épandage de boues de STEP, le trafic routier et le transport atmosphérique. Les polluants
sont suffisamment biodisponibles pour contaminer végétaux et animaux et leurs
caractéristiques physico-chimiques conduisent 2 leur bioaccumulation dans les organismes et
2 leur biomagnification dans la chaine alimentaire. L’homme, dernier mailllon de la chaine,
est donc particuliérement exposé.

Plusieurs processus physiologiques liés & la métabolisation des polluants ou 2 leurs
effets biologiques peuvent &tre utilisés comme biomarqueurs d’exposition (activités
cytochromes P-450 dépendantes par exemple) ou comme biomarqueurs d’effets (altérations
génotoxiques par exemple). La mesure de tels biomarqueurs chez des animaux sauvages
permet de mettre en évidence I’existence d’une pollution de leur habitat et des bioessais basés
sur ce cbncept peuvent &tre développés.
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ETUDE IN SITU :
Capture de surmulots
sur le site

ETUDE EN LABORATOIRE :

Exposition de rats

a des prélévements de sol

SITE TEMOIN

SITE POLLUE |

Exposition de
rats sauvages

Exposition de rats
de laboratoire

Figure 34 : Stratégie d'étude du site pollué de Replonges




INTRODUCTION

Dans un premier temps, ce travail a porté sur I'étude du site pollué de Replonges, contaminé
par des HAP, des PCB et des métaux. Deux approches ont ét€ utilisées (figure 34) :

- 1a capture de surmulots in situ

- le prélevement d'échantillons de sol sur lesquels des surmulots et des rats de
laboratoire ont &té exposés.

La premidre approche — déja décrite dans la littérature — présente plusicurs
inconvénients, notamment l'absence de contrdle de nombreux paramétres li€s a I'exposition.
La deuxiéme approche, consiste 2 mettre des rats sauvages ou des rats de laboratoire en
contact direct avec le sol et 2 les alimenter normalement. Dans ces conditions, les polluants
pénetrent par la voie cutanée, la voie pulmonaire et la voie intestinale. Le protocole a été
d'abord mis au point avec le sol contaminé prélevé sur le site de Replonges (Repl.III) pour
établir 1a durée d'exposition nécessaire 3 une réponse optimale des activités cytochrome P-450
dépendantes dans le foie et le poumon. Cette méthodologie permet aussi de pratiquer des
dilutions des sols pollués et d'établir une relation dose-réponse des biomarqueurs.

Dans un deuxi®me temps, d'autres échantillons de sols contaminés ont été testés. 11 s'agit
d'échantillons utilisés par les différents laboratoires travaillant sur le programme Ademe de
recherches concertées sur I'écotoxicité des sols et des déchets. Nous avons testé six sols
différents, en y exposant des rats de laboratoire dans les conditions précédentes :
- Ie sol SO, non contaminé,
- quatre sols artificiellement contaminés 3 partir du sol SO :
SI, contaminé par des métaux,
SII, contaminé par du phénanthréne et des chlorophénols,
SII', contaminé par du B(a)P,
SII", contaminé par du phénanthréne,
- les sols SIII et SIV prélevés sur des sites pollués essentiellement contaminés par des
PCB et des métaux (SIII) ou des HAP et des métaux (SIV).

La biodisponibilité et les effets des polluants ont € mis en évidence par la mesure de
différents biomarqueurs :

- les activités EROD, PROD, BROD et 4-nitrophénol hydroxylase!4 sur les fractions
microsomales hépatiques et pulmonaires de tous les rats,

14 Cente activité n'a 6t& mesurée que sur les surmulots capturés sur le site et sur quelques rats exposés au
sol ReplLIII

-94 -



- l'activité des enzymes antioxydantes (catalase, superoxyde dismutase et glutathion
peroxydases) uniquement sur les rats exposés au sol RepL.IIT (dans les fractions cytosoliques
de foie et de poumon et les hémolysats),

- les doses internes de PCB sur les homogénats de foie et de poumon de rats exposés
au sol SIII,

- les doses internes de métaux (plomb, cadmium, zinc) sur des homogénats de foic de
rats exposés aux sol SI, SIIT et SIV,

- la recherche d'adduits A I'ADN sur des homogénats de foie et de poumon de rats
exposés aux sols RepLIII et STV, '

- enfin, nous avons essayé d'adapter notre protocole d'exposition au laboratoire pour
réaliser la mesure de biomarqueurs d'immunotoxicité.
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MATERIELS ET METHODES

I. CARACTERISTIQUES DU SITE ET DES SOLS ETUDILS
L1. Le site pollué de Replonges

L'ancien dépotoir 3 vidanges situé au lieu-dit “Les Fougéres” sur la commune de Replonges
(Ain) est un site contaminé orphelin. Ce site fait partie des 669 sites pollués recensés en 1994
par le Ministere de I'Environnement. La réhabilitation de ce site est prise en charge par
I'ADEME depuis le 5 juillet 1993, suite & un arrété préfectoral. Les renseignements suivants
nous ont ét¢ aimablement fournis par I’ ADEME Rhone-Alpes (BURGEAP, 1993).

L1.1. Historique

Le 19 mai 1937, un arrété préfectoral autorise 1’utilisation du site comme dépotoir & vidanges.
L'exploitation est utilisée comme dépdt de déchets organiques jusqu'd une date indéterminée,
antérieure 3 1954. A partir de cette date, des produits hydrocarburés (vidanges de fonds de
cuves, vieilles huiles minérales) et des fiits contenant des résidus de peinture et de fuel sont
déversés sans autorisation dans une vaste dépression de 1.000 m2 profonde de 5 4 6 métres et
formant une flaque. Ces dépdts sont effectués jusqu’en 1977 mais I’activité la plus intense se
situe entre 1960 et 1970. En 1978, la dépression est remblayée comme le demandait
I’administration puis le terrain n’aurait servi qu’a quelques dépdts clandestins. La pollution
serait de I’ordre de 10.000 m3 de produits.

L.1.2. Géographie et géologie du site

Cet ancien dépotoir est situé dans une zone inondable de la plaine alluviale de la Sabne. La
géologie locale peut se résumer par la présence d'une couche d'argiles plastiques et de sables
argileux d'épaisseur variable (2 & 5 m) qui reposent sur des alluvions grossitres sablo-
argileuses (rOle d'aquifere). Les eaux souterraines de la nappe alluviale sont utilisées pour
I'alimentation en eau potable et les activités agricoles et industrielles. Situé a I'extrémité de la
zone artisanale de Replonges, le site est contigu & une friche, une décharge municipale et un
dépot de ferrailles (potentiellement polluants).

L1.3. Analyses de terrain
La recherche d'anomalies de conductivité et 'analyse d'échantillons de sol et d'eau prélevés a

différentes profondeurs (sondages de 5 4 6 m, fosses de 2,6 2 4,5 m, ou piézometres de 6 2 10
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Photo 2 : Remontée d'hydrocarbures en surface dans la zone II du site de Replonges.



m) ont permis de déterminer trois zones de degrés de pollution différents. Quelques uns de
ces résultats, extraits du rapport BURGEAP (1993), sont résumés ici ou présentés en Annexe II.

La pollution de ce site est complexe : d'un point de vue qualitatif, de nombreux
composés organiques ont été détectés ; d'un point de vue quantitatif, trois zones de niveau de
pollution différent ont été déterminées (Annexe II). La zone I, faiblement polluée, montre des
concentrations en HAP, hydrocarbures légers et hydrocarbures lourds trés inférieures au seuil
C de la norme hollandaise!’ ; la zone II dépasse le seuil C pour les hydrocarbures lourds et
légers (Anomalie 10), mais les HAP ne sont présents qu'en trés faible quantité (< 25 pg/kg).
Par contre, la zone IIT est riche en HAP (teneurs supérieures 3 la norme C, anomalie de
conductivité du sous-sol n°19) et accuse des teneurs en hydrocarbures lourds et légers
(benzene) supérieures 2 la norme. Comme dans les autres zones, aucun PCB n'a ét€ détecté
(résultats des analyses de terrain en Annexe IId). Les photos 1 et 2 montrent une vue globale
de la zone III et une des nombreuses remontées d'hydrocarbures que l'on observe
essentiellement dans la zone II.

La pollution a peu migré en profondeur (teneurs assez faibles en équivalents huile et
tras faibles en HAP,  plus de 3,5 m de profondeur). La pollution de la nappe sous le site est
limitée 3 des produits dissous (hydrocarbures légers et phénols) ; la norme C pour les
hydrocarbures 1égers est dépassée, mais il n'y a pas eu de migration massive de polluants.
Aucun indice de pollution n'a ét€ mis en évidence dans les prélévements d'eau effectués en
périphérie du site.

L1.4. Prélévements d'échantillons de sol pour les bioessais

Des prél2vements ont été effectués par nos soins en juin 1994 sur le site de Replonges dans la
zone III, fortement polluée ("sol Repl.III") et & proximité du site, dans une zone dite témoin
("sol témoin" de mémes caractéristiques géologiques, exempt de pollution massive aux
hydrocarbures et de traitements phytosanitaires). Pour cela, une dizaine de litres de terre ont
été prélevés "manuellement” sur dix emplacements faisant partiec de chaque zone, A une
profondeur de 10 & 50 cm, puis les échantillons ont été triés afin d'éliminer les pierres et
autres gros déchets, les mottes de terre ont été fragmentées et la terre séchée A 1'air libre
durant une semaine. Aprés tamisage (1 cm) et homogénéisation de chaque lot, les échantillons
ont ét€ congelés par aliquots, 2 -20°C.

L.1.5. Analyse des échantillons prélevés

Les teneurs en polluants mesurées dans les échantillons sol témoin et sol RepL.III par le
Laboratoire Départemental d'Analyses de la Drome (Valence) sont présentées dans le
tableau 10 en parallkle avec les valeurs du seuil C de la norme hollandaise et les teneurs
mesurées sur un échantillon prélevé dans la zone II1, 2 3 m de profondeur (anomalie 19).

15 Seuil au dela duquel des mesures de décontamination doivent &tre prises
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Tableau 10 : Récapitulatif des analyses en polluants de trois échantillons de sol prélevés a
Replonges (Témoin et Repl.III en surface ; anomalie 19 & 3 m de profondeur)

e

Tolugne <30 750 30 130 000
Xylene 80 200 30 25000
Ethylbenz2ne <30 200 30 50000
Triméthylbenz2nes < seuil < seuil 100
Dichlorobenzenes < seuil < seuil 100 30000H
Aliphatiques légers < seuil < seuil 1000

Acénaphténe
Anthractne

Chrys2ne

Fluoranth2ne

Benzo(b + k)fluoranthtne
Pyréne

Benzo(a)pyréne
Indéno(1,2,3,c,d)pyrene
Benzo(g,h,i)peryléne
Naphtal2ne
Diméthylnaphtaltne
Phenanthréne

10
10
530
740

390
< seuil

186
723
22704
12 631
16 794
13 152
4412
5483
4 853

8611
2438
398

88 681 ¢

Lrhathhuauhhnhhuhna it

< 40 000

Equivalents gas-oil

#28 (triCB) a < seuil < seuil 0.5 ND
#52 (tétraCB) a 0,7 8,0 0,5 ND
#101 (pentaCB) a 13 31,0 0.5 ND
#118 (pentaCB) 14 120 0,5 ND
#138 (hexaCB) a 1,6 450 05 ND
#153 (hexaCB) a 1,1 39,0 0,5 ND
#180 (heptaCB) a 0.6 450 05 ND
#209 (decaCB) < seuil 40 0,5 ND
Total (équivalent Aroclor 1254) 62 1450 1000a ND

Zinc
Cuivre
Plomb

72
16,5
49,6

843 ¢

4830¢

421 c

0,05
0,05
0,05

720
190
210

233
28,5
13,6

ND : non déterminé

a : somme des 7 PCB signal€s par a

b : somme des chlorobenz2nes
¢ : teneur supérieure A la norme C hollandaise
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Cette anomalie a été choisie car elle est située en plein coeur de la zone III, ot nous avons
effectué nos prélévements (Annexe Ia).

Le sol témoin est légérement contaminé par des HAP (2,5 ppm), les autres polluants
sont présents 2 des teneurs faibles. Le sol Repl.III est fortement contaminé par des HAP (88
ppm), des PCB (1,4 ppm), du benzene (2,4 ppm) et des métaux ; ces polluants sont présents A
des teneurs supérieures A la norme C hollandaise. Les teneurs en HAP (304 ppm) mesurées
dans I’échantillon “anomalie 19” sont supérieures 2 celles mesurées dans le sol Repl.IIL

L.2. Les sols fournis par I'RH

Dans le cadre du programme de recherches concertées de ' ADEME sur I'écotoxicité des sols
et des déchets, 1'Institut de Recherches Hydrologiques (IRH, Vandocuvre-l¢s-Nancy) nous a
fourni différentes matrices de référence ainsi que leurs caractéristiques physico-chimiques
(présentées en Annexe II) :

- le sol SO : matrice non contaminée. Le sol agricole limono-argileux de la Bouzule a
été prélevé dans une ferme expérimentale (ENSAIA de Nancy).

- quatre sols SO contaminés artificiellement : le sol ST contaminé par du zinc
(2.000 mg/kg), du chrome (800 mg/kg), du plomb (800 mg/kg) et du cadmium (50 mg/kg), le
sol SII contaminé par du phénanthréne (800 mg/kg), du 2,4,6-trichlorophénol (80 mg/kg) et
du pentachlorophénol (80 mg/kg), le sol SII' contaminé par du B(a)P (250 mg/kg) et le sol
SII" contaminé par du phénanthréne (800 mg/kg).

- le sol pollué SIII, prélevé par excavation sur un site industriel. Ce sol souillé par des
solvants organiques et des culots de distillation de régénération de solvants est principalement
contaminé par des PCB (204 mg/kg Aroclor 1254®) et des métaux. On note la présence
d'HAP (2,65 mg/kg).

- le sol pollué SIV, prélevé dans d'anciennes cuves de rétention de cokeries comblées
par des matériaux, est fortement contaminé par des HAP (238 mg/kg). On note la présence
d'hydrocarbures aromati(jues chlorés (environ 400 pg/kg), de métaux lourds et 1'absence de
PCB.

Les sols nous ont été envoyés par 1'TRH a notre demande, quelques jours avant chaque série
d'exposition. Lorsque des séries ont été dupliquées (SIV) ou tripliquées (SIII), les échantillons
de sol SIV étaient donc différents.



I1. ETUDE DU SITE POLLUE DE REPLONGES
I1.1. Etude in situ
I1.1.1. Capture de surmulots sur le site

Des surmulots méles et femelles ont été capturés vivants dans la zone II du site contaminé de
Replonges, en mars 1994, a l'aide de pidges & trappe pour capture simple, en fil d'acier, de
dimensions 15 x 15 x 50 cm (Ets. Combrichon, Trévoux, France).

Plusieurs appéts ont été testés : lors d'une premire approche, afin de localiser les rats
et de déterminer I'appit le plus efficace, nous avons disposé simultanément des giteaux secs
et du blé a différents endroits. Les sorties de terriers, mares et lieux éventuels de passage
(haies, poutres offrant une protection vis-2-vis des prédateurs) ont &té privilégiés, mais nous
avons aussi appaté & des endroits découverts du site. Aprés deux jours, il s'est avéré que tous
les ghteaux avaient €té consommés, alors que le blé était délaissé. Il est certain que la
disparition des appits ne pouvait €tre attribuée aux rats seuls, des souris et des oiseaux ayant
pu également en profiter. Les pidges ont ensuite été disposés aux endroits nous semblant les
plus propices (terrier et licux de passage situés entre le site et le dépdt de ferrailles) avec des
giteaux secs pour appits.

Les pitges ont été relevés chaque matin. Les animaux de petite taille pouvant
s'échapper, nous avons recueilli 8 rats adultes (5 méles et 3 femelles) en 15 nuits de pitgeage.
Les rats capturés ont €té sacrifiés des le retour au laboratoire. Les pidgeages réalisés 3 coté du
site pollué (zone de prélévement du sol témoin) ont été sans succes.

IL1.2. Capture de surmulots élevés en semi-liberté

Des rats sauvages sont élevés depuis plusieurs années 2 1'Ecole Vétérinaire de Lyon, dans un
terrarium extérieur couvert et entouré de grillage. Ils sont nourris d'aliments commerciaux
(A04, UAR, France) et d'eau du robinet. Les animaux ont été capturés par piégeage : les
pi¢ges ont été disposés avant la tombée de la nuit entre la mangeoire et la lititre occupée par
les rats, de fagon 2 forcer au maximum leur passage dans les trappes. Ils pi¢ges ont été relevés
le matin et les animaux ont été immédiatement sacrifiés afin d'étre dans les mémes conditions
de stress que les surmulots capturés sur le site pollué. La campagne de captures effectuée en
février 1994 (4 nuits) nous a permis d'obtenir 11 rats (6 miles et 5 femelles).
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Figure 35 : Représentation schématique des protocoles d'exposition des rats 2 des litidres de sol
pollué.



I1.1.3. Rats de iaboratoire

Les rats de laboratoire (souche OFA, Sprague-Dawley) ont été fournis par IFFA-CREDO
(L'Arbresle, France) et acclimatés au laboratoire pendant deux 2 trois jours avant d'étre
utilisés pour les bioessais.

IL.2. Mise au point d'un protocole d'exposition en laboratoire
IL.2.1. Elevage de surmulots au laboratoire

Des surmulots méles et femelles ont été capturés en juin 1994, dans une friche non agricole et
non polluée (dans l'enceinte de I'Ecole Vétérinaire). Les animaux, en bonne santé apparente,
ont été placés en animalerie dans des cages métalliques (en gros grillage) de 50 x 35 x 30 cm,
spécialement adaptées 2 leur élevage : une petite niche de métal communique avec la cage par
un trou circulaire qui peut &tre fermé par une trappe. Ce systtme permet l'isolement des rats et
facilite leur manipulation. Le fond de la cage est constitué d'une grille qui permet le passage
des excréments et de l'urine récupérés dans un plateau amovible. A 1a suite des croisements,
22 males et 9 femelles de premilre génération ont été obtenus et utilisés pour des bioessais en
février 1995 (ils étaient alors 4gés de 6 2 7 mois).

I1.2.2. Exposition des rats & différents types de liti¢res

Les rats ont été exposés 2 différents types de litieres dans des bacs en polycarbonate fermés
par un couvercle en grille d'acier inoxydable. Chaque bac (29 x 42 x 17 cm) contenait 3 ou 4
rats de laboratoire mais pour des raisons de sécurité, les rats sauvages ont été exposés
individuellement dans des cages en polycarbonate plus petites (22 x 42 x 16 cm). Ils ont été
nourris ad libitum avec des aliments commerciaux (A04, UAR, France) et de 'eau du robinet.
Les expositions ont été pratiquées dans une piece climatisée (22 + 2°C), exclusivement
réservée A cet usage, éclairée par des tubes néons (300 lux) avec une photopériode de 12
heures. La figure 35 résume les diverses études utilisant ce mode d'exposition.

I1.2.2.1. Exposition a des liti¢res non polluées

Les activités de base ont été mesurées sur des rats maintenus sur une lititre de sciure, en
I'absence de tout contaminant. Les rats de laboratoire SD (méiles et femelles, 180-200 g) ont
été exposés 2 raison de quatre animaux par cage. En parallele, les mémes activités ont été
mesurées sur les rats sauvages capturés dans le terrarium.
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I1.2.2.2. Exposition & des litiéres de sol provenant du site de
Replonges

Recherche de la durée d'exposition optimale

Des lots de quatre rats blancs SD mailes (180-200 g) ont été exposés 2 une litidre
composée de deux litres de sol témoin (prélevé 2 Replonges) ou de sol Repl.II pendant 1, 2,
3, 7, 14, 30 et 60 jours. La litiere a ét€ changée tous les 14 jours.

Comparaison de la réponse des rats sauvages et des rats de laboratoire

Des lots de 5, 9 et 8 rats sauvages méles élevés au laboratoire ont été exposés
individuellement durant 88 * 2 heures,  une liti¢re respectivement composée de 2 litres de
sciure, de sol témoin ou de sol RepLIIl. Le méme protocole a été suivi pour les femelles
(respectivement, n = 2, 4 et 5). Les rats sauvages ont ét¢ anesthésiés en plagant directement
leur cage dans une enceinte saturée d’éther (grand aquarium).

Recherche d'une relation dose-réponse des activités monooxygénases

L'établissement d'une relation dose-réponse nécessite de diluer un sol pollué avec un
sol non pollué. Dans un premier temps, le sol témoin prélevé & Replonges a servi de matrice
de dilution au sol ReplL.IIl. Nous avons ensuite choisi d'effectuer les dilutions avec le sol
artificiel ISO, qui a I'avantage d'étre "standardisé” (ce qualificatif est un mal adapté du fait de
la composition non contrdlée de la tourbe) :

a) Dilutions avec le sol témoin prélevé a Replonges : le sol RepL.IIl a été dilué au 1/2
avec le sol témoin. Des lots de quatre rats de laboratoire méles (180-200 g) ont été exposés a
deux litres de cette lititre pendant 3, 7 et 14 jours. Les activités mesurées ont ét€ comparées 2
celles mesurées sur des rats exposés dans les mémes conditions aux sols témoin et ReplLIIL

b) Dilutions avec le sol artificiel ISO : le sol artificiel standard ISO est composé de
10% de tourbe blonde de sphaigne, 20% de kaolin (Prolabo) et 70% de sable de
Fontainebleau 150-210 um (Prolabo). Du carbonate de calcium est ajouté 2 raison de 0,5%
afin que le pH ne soit pas trop bas (pH 6,0 £ 0,5). Ces proportions sont poids/poids. Le
mélange obtenu est homogénéisé A la main ; il ne subit pas de traitement ultérieur. Le sol ISO
a été utilisé comme matrice témoin non contaminée (lot témoin) et comme matrice de dilution
de sol pollué.

Pour des raisons pratiques, les lititres (préparées par pesée) ont été utilisées & raison
de 1 kg par cage. Les dilutions des sols pollués ont été effectuées en progression géométrique
de raison 2. La composition des litidres de sol pollué dilué est présentée dans le tableau 11.
Pour le sol Repl.III, 1a gamme de dilution va jusque 1/32. Les dilutions ont été directement
effectuées dans le bac d'élevage : le sol contaminé a été ajouté (gsp 1 kg) au sol de dilution
préalablement homogénéisé. Des lots de quatre rats de laboratoire SD méles (200-220 g) ont
&6 exposés durant 88 + 2 heures (3 jours complets et une nuit) 2 1 kg de litiére composée de
sol RepL.III pur ou dilué avec le sol ISO.
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Tableau 11 : Composition des lititres diluées avec le sol ISO, selon une progression géométrique
de raison 2.

Dilution 8ol ISO (en g) sol contaminé (en g)
Tourbe Kaolin Sable CaCO3

0 0 0 0 0 1000

12 50 100 350 2,5 500

1/4 75 150 525 3,75 250

1/8 87,5 175 612,5 4,37 125

1/16 94 187,5 656 4,69 62,5

1/32 97 194 678 4,385 31

1/64 98 197 689 492 16

1/128 99 198 694 4,96 8

ISO 100 200 700 50

IL3. Recherche d’adduits 2 PADN et d'altérations du systéme immunitaire chez
des rats exposés au sol RepL.III au laboratoire

I13.1. Recherche d'adduits & I'ADN

Deux lots de deux rats de laboratoire SD méles ont été exposés durant trois jours 2 une lititre
de sol ISO ou une lititre de sol RepLIIL. Les animaux ont été mis 2 jeun la veille de leur
sacrifice.

I1.3.2. Recherche d'altérations du systéme immunitaire

Les effets immunotoxiques étant plus longs A se manifester que les modifications d'activités
enzymatiques, les expositions ont été réalisées durant deux 2 cinq semaines. Deux séries
d'exposition ont été mises en oeuvres car il n'était pas possible d'effectuer tous les tests sur un
méme animal. Les protocoles de mesure sont décrits plus loin.

Altération de la réponse anticorps primaire

Six lots de 3 rats méles SD (100-120 g) par bac de polycarbonate ont été exposés
durant deux semaines 2 une lititre de sciure (3 lots témoin) ou de sol RepL.III (3 lots). Les
lititres ont été changées toutes les semaines. Au 158™e jour, les rats ont regu une injection
intra-péritonéale de KLH et ont été réexposés sur leurs liti¢res respectives pendant 7 jours
(période durant laquelle des prélévements de sang ont été effectués).
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Altérations thymique et activité NK des splénocytes
Trois lots de quatre rats males (100-120 g) ont ét€ exposés A une lititre de sciure et
trois lots & une litiére de sol ReplL.IIl, durant 24, 35 et 42 jours.

II1. EXPOSITION DE RATS DE LABORATOIRE A DIVERS SOLS POLLUES

Les sols SO, SI, SII, SIT', SII", SIII et SIV fournis par 1'TRH ont été testés selon le protocole
d'exposition en laboratoire mis au point avec le sol Repl.III.

IIL.1. Mesure d'activités enzymatiques, relations dose-réponse et
mesure de doses internes chez des rats exposés a différents sols

I11.1.1. Exposition aux sols artificiellement contaminés

Cinq lots de quatre rats males SD ont été exposés 2 1 kg de sol SI, SII, SII’ ou SII” pendant
88 £ 2 heures. Le sol SO a été utilisé comme sol témoin.

I11.1.2. Exposition aux sols SIII et SIV dilués avec le sol ISO

Tous les bioessais mettant en ocuvre des sols pollués non dilués ou dilués avec du sol ISO ont
été réalisés avec des lots de quatre rats de laboratoire SD maéles (200-220 g) exposés dans les
conditions définies précédemment. La lititre non contaminée de référence était du sol ISO.
Trois séries d'exposition au sol SIII ont été réalisées, la gamme de dilution la plus étendue
allant jusque 1/64. Deux séries d'exposition ont été réalisées avec le sol SIV, la plus forte
dilution utilisée étant le 1/128%me,

II1.1.3. Exposition aux sols SIII et SIV dilués avec d'autres matrices

IIL1.3.1. Influence de la mati¢re organique sur la biodisponibilité
des polluants

Compte tenu des résultats obtenus aprés dilution du sol SIV avec du sol ISO, trois autres
matrices ont été testées : sable, sable et tourbe (90:10) et sable et kaolin (80:20). Une seule
dilution de sol pollué a été utilisée (au 1/2), car ces essais se bornaient 2 déterminer 1'influence
de chague composant du sol ISO sur la biodisponibilité des polluants du sol SIV (tableau 12).
Pour le sol SIII, nous avons senlement comparé une dilution avec le sol ISO et une dilution
avec le sable.
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Tabieau 12 : Composition des litidres de sol pollué dilué au 1/2 avec un ou deux composants du
sol ISO.

Dilution sol de dilution (en g) sol contaminé (en g)
Tourbe Kaolin Sable

0 0 0 1000

12 sable 0 500 500

12 sable + tourbe 50 450 500

12 sable + kaolin 0 100 400 500

II1.1.3.2. Dilution du sol SIV avec du sable

Etant donné l'influence de certains composants du sol ISO sur la biodisponibilité des
polluants présents dans le sol SIV, ce dernier a été dilué avec du sable de Fontainebleau selon
une progression géométrique de raison 3, allant du sol SIV non dilué au sol dilué au 1/243¢me
(tableau 13).

Tableau 13 : Composition des litidres de sol SIV dilué avec du sable de Fontainebleau selon une
progression géométrique de raison 3.

Dilution Sable de Fontainebleau (en g) Sol contaminé SIV (en g)
0 0 1000

13 667 333

10 889 111

127 963 37

1/81 988

1243 996 4

I11.2. Recherche d'adduits & I'ADN chez des rats exposés au sol SIV

Des rats de laboratoire méles SD (200-220 g) ont été exposés pendant trois jours au sol SIV
dilué avec du sable de Fontainebleau, selon une progression géométrique de raison 2. Cette
série (3 rats par lot) va du sol SIV non dilué au sol SIV dilu€ au 1/16%me (lot témoin = sable).
Les animaux ont ét¢ mis 2 jefiner la veille de leur sacrifice.
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I11.3. Exposition de rats aux sols SIII et SIV sans contact direct

Afin de déterminer I'importance de I'inhalation des composés volatils, nous avons exposé des
rats de laboratoire SD méles au dessus du sol ISO (lot t€émoin) ou des sols pollués SIII ou SIV
en utilisant les cages pour rats sauvages : le sol est placé dans le platcau amovible et les rats
sont dans la cage 2 environ 1 cm du sol dont ils sont séparés par un grillage. Les animaux ne
pouvant entrer en contact avec le sol, la mise en suspension de poussi¢res est négligeable et
I’on peut considérer que seuls des composés suffisamment volatils peuvent entrer en contact
avec les rats.

IV. SACRIFICE DES ANIMAUX ET PREPARATION DES FRACTIONS
SUBCELLULAIRES

IV.1. Anesthésie et sacrifice

L'usage de 1'éther étant contesté pour les modifications qu'il entraine sur certaines activités
enzymatiques (Liu et al., 1993a et b), nous avons testé I'effet de deux anesthésiques sur les
activités des monooxygénases et des enzymes antioxydantes mesurées sur 9 rats de
laboratoire SD maéles (3 lots de 3 rats) de 400 & 500 grammes, maintenus sur une litiére de
sciure. Un lot de rats a été sacrifié par décapitation sans anesthésie, les deux autres lots ont
d'abord été anesthésiés par un court séjour dans une enceinte saturée par de I'éther ou du CO,.
11 ont ensuite été sacrifiés de la méme fagon que les animaux témoins.

Une breve anesthésie des rats SD méles par de I'éther ou du CO; ne modifie ni la
teneur en cytochrome P-450 hépatique, ni les activités monooxygénases hépatiques ou
pulmonaires spécifiques des isozymes CYP1Al, CYP2B1/2 ou CYP2EL. Les activités
enzymatiques de défense contre le stress oxydant ne sont pas davantage modifiées par
I'anesthésie, 2 l'exception de l'activité GSH-Px érythrocytaire qui est significativement
augmentée par l'anesthésie  1'éther. Par la suite, tous les rats ont ét€ anesthésiés A I'éther avant
d'étre sacrifiés, 2 I'exception des animaux destinés 2 la recherche d‘altérations du syst®me
immunitaire (anesthési€s au CO»).

IV.2. Préparation des organes et tissus destinés a la mesure d'activités

enzymatiques et au dosage de PCB ou de métaux.

Du préldévement 2 la congélation, toutes les manipulations sont effectuées 3 +4°C, afin de
minimiser la dégradation des activités enzymatiques.
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IV.2.1. Matériels et réactifs

- tampon phosphate-KCl : tampon phosphate 0,05 M, pH 7,4 + 1,15 % de KCl,

- milieu de reprise des microsomes : tampon phosphate 0,1 M pH 7,4, EDTA 1mM, glycérol
20 %,

- Ultra-Turrax® ; broyeur de type Potter,

- centrifugation 9.000 g : Beckman® L8-55, rotor 70 Ti, 11.000 tr/min ; centrifugation
105.000 g : Beckman® L8-55, rotor 50 Ti, 40.000 tr/min,

IV.2.2. Le foie

Rincé 2 'eau claire, il est rapidement placé dans du tampon phosphate-KCl froid. Il est pesé
apres avoir ét€ rincé et égoutté, puis dilué dans trois fois son poids de tampon phosphate-KCl.
Le foie est alors découpé en morceaux, puis homogénéisé A I'Ultra-Turrax®. L'homogénat 2
25% obtenu est centrifugé 3 +4°C durant 20 min 2 9.000 g. L'excédent dhomogénat peut étre
congelé pour le dosage ultérieur de PCB ou de métaux. Huit ml du surnageant obtenu sont
centrifugés (105.000 g) pendant une heure, A +4°C. Le surnageant (cytosol) est congelé A
-80°C par aliquots de 0,5 ml. Le culot de microsomes est repris dans 2 ml de milieu de reprise
froid, homogénéisé et congelé a -80°C par aliquots de 0,5 ml.

IV.2.3. Le poumon

Perfusé avec du tampon phosphate-KCl, rincé, égoutté, pesé, le poumon est dilué dans sept
fois son volume de ce méme tampon ; il est ensuite homogénéisé au Potter (homogénat 2
12,5%) puis subit les mémes traitements que 'homogénat de foie. Une partie de I'hnomogénat
peut également étre congelée pour le dosage ultérieur de PCB. Le surnageant (cytosol) est
congelé 2 -80°C par aliquots de 0,5 ml. Le culot de microsomes est repris par 1 ml de milieu
de reprise, homogénéisé et congelé A -80°C par aliquots de 0,2 mL

IV.2.4. Le sang

Recueilli dans des tubes citratés, il est centrifugé 10 min a 3.000 t/min. Le plasma et la
couche de leucocytes sont éliminés par aspiration 2 la pipette Pasteur ; le culot de globules
rouges est homogénéisé, dilué an demi dans de I'eau distillée, aliquoté par 0,5 ml et congelé 2
-80°C.

IV.3. Traitement des organes destinés a la recherche d'adduits a
I'ADN

Etant donné le faible poids du poumon (1,5 g en moyenne), les organes sont regroupés en
pool, chaque pool correspondant & un lot d'exposition. Une partie de ces pools est destinée 2
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la recherche d'adduits, I'autre partie 3 la mesure des activités EROD, PROD et BROD. Dans
un souci d'homogénéité, les foies sont également poolés.

IV.3.1. Matériels et réactifs

- tampon phosphate-KCI-EDTA : tampon phosphate 0,05 M pH 7,4 + KClI 1,15% + EDTA
10 mM,

- tampon phosphate-KCI-EDTA-SDS : tampon phosphate 0,05 M pH 7,4 + KC1 1,15% +
EDTA 160 mM + SDS 5,6%.

IV.3.2. Le foie

Avant d'étre prélevé, le foie est perfusé par la veine cave inférieure, avec 50 ml de tampon
phosphate-KCI-EDTA froid, puis mis dans un bécher contenant ce tampon, dans la glace.
Lorsque les foies constituant un pool sont prélevés, ils sont homogénéisés 2 I'Ultra-Turrax®,
avec du tampon phosphate-KCI-EDTA, 2 raison de 1 vol de foie pour 2 vol de tampon. Apres
préldvement et congélation de ce qui est nécessaire 2 la préparation des microsomes (12 ml),
du tampon phosphate-KCI-EDTA-SDS est ajouté & raison de 1 vol pour 3 vol d'homogénat.
On obtient un homogénat de foie (2 25%) dans du tampon phosphate 0,05 M + KCl 1,15% +
EDTA 50 mM + SDS 1,4%.

IV.33. Le poumon

Les poumons sont prélevés, perfusés avec 10 ml de tampon phosphate-KCI-EDTA, puis mis
dans un bécher contenant ce tampon, dans la glace. Lorsque les poumons constituant un pool
sont prélevés, ils sont homogénéisés au Potter, avec ce méme tampon, A raison de 1 vol de
poumon pour 5 vol de tampon. Apres prélévement et congélation de ce qui est nécessaire 2 la
préparation des microsomes (10 ml), du tampon phosphate-KCI-EDTA-SDS est ajouté 2
raison de 1 vol pour 3 vol d'homogénat. On obtient un homogénat de poumon (2 12,5%) dans
du tampon phosphate 0,05 M + KCl 1,15% + EDTA 50 mM + SDS 1,4%.

Les échantillons sont immédiatement congelés & -80°C, pour €tre ultéricurement envoyés
dans de la carboglace® au Laboratoire de Biologie Végétale Appliquée de 'Strasbourg, ol le
Professeur Benoit Rether et son équipe effectuent les dosages d'adduits par post-marquage au
Y[32P]-ATP.

Pour des raisons pratiques, les homogénats ont été congelés 2 -80°C lors de la
préparation des fractions nécessaires 2 la recherche d'adduits 3 I'ADN. Les proportions de foie
et de poumon dans ces homogénats sont respectivement de 1/3 et 1/6. Pour les ramener 3 25%
et 12,5%, il suffit de rajouter 1 vol de tampon phosphate-KCl pour 3 vol dhomogénat.

- 108 -



Y. MESURE DES BIOMARQUEURS
V.1. Activités cytochrome P-450 dépendantes
V.1.1. Activités alkoxyrésorufine O-désalkylases

La désalkylation des alkoxyrésorufines (7-éthoxy-, 7-benzoxy- et 7-pentoxy-résorufines) par
les monooxygénases 3 cytochromes P-450 conduit 2 la formation de résorufine, produit
fluorescent quantifié par spectrofluorimétrie (selon Rifkind & Muschick, 1983).

peeeie ool

7- éthoxyrésorufine résorufine
' (fluorescente)

Matériels et réactifs

- milieu d'incubation : systtme régénérant de NADPH composé de glucose 6-
phosphate 5 mM, NADP 0,5 mM (réactifs fournis par Boehringer-Manheim, France) dans un
tampon phosphate 0,2 M pH 7,4 et glucose 6-phosphate déshydrogénase 1 unité (ajoutée
extemporanément),

- substrats : en solution dans du DMSQO, ils sont conservés en aliquots & -20°C. Quatre
solutions sont utilisées : 7-éthoxyrésorufine (7-ER) : 0,1 mM, 7-pentoxyrésorufine (7-PR) :
0,1 et 0,125 mM et 7-benzoxyrésorufine (7-BR) : 0,1 mM,

- acétone,

- solution de référence : Rhodamine B (50 ng/ml),

- spectrofluorimetre (Jobin-Yvon SY 3 D).

Méthode de mesure

Les activités alkoxyrésorufine O-désalkylases sont mesurées sur des fractions
microsomales de foie ou de poumon. La réaction est effectuée 3 +37°C. A 0,5 ml de milieu
d'incubation sont ajoutés 10 pul de substrat et de 1'eau distillée gsp 1 ml (volume final). La
réaction est démarrée par I’ajout des microsomes ; elle est stoppée par 'ajout de 2 ml
d'acétone, apres un temps d’incubation 3 +37°C de quelques minutes (voir ci-dessous). Les
tubes sont alors centrifugés 3 +4°C 3 3.000 t/min pendant 5 minutes.

La fluorescence du surnageant est déterminée au spectrofluorimétre 2 une longueur
d’onde d’excitation de 537 nm et une émission 2 583 nm. Elle est comparée 2 la fluorescence
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d'une solution de référence (Rhodamine B) lue dans les mémes conditions. L’activité est
exprimée en pmol par mg de protéines par minute.

Conditions de linéarité

- Activité 7-éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) : la concentration du substrat (7-
ER) est de 100 uM. Les temps d'incubation pour le foie et le poumon sont respectivement de
2 et 5 min, le volume de microsomes est de 50 ul dans les deux cas.

- Activité 7-benzoxyrésorufine O-débenzylase (BROD) : la concentration du substrat
(7-BR) est de 100 uM, le temps d'incubation est de 5 min. Le volume de microsomes de
poumon est de 20 pl contre SO pl pour le foie.

- Activité 7-pentoxyrésorufine O-dépentylase (PROD) : la concentration en 7-PR est
de 100 uM (foie) et 125 pM (poumon). Les temps d'incubation pour le foie et le poumon sont,
respectivement de 2 et 5 min avec 50 pl de microsomes.

Lors de fortes inductions, il est parfois nécessaire de diminuer les prises d'essai. A titre
indicatif, les teneurs en protéines dans les microsomes de foie et de poumon sont
respectivement de 1’ordre de 20 et 6 mg/ml.

V.1.2, Activité 4-nitrophénol hydroxylase

Le cytochrome P-450 2E1 métabolise le 4-nitrophénol en 4-nitrocatéchol qui est mesuré par
spectrophotométrie 3 546 nm (Reinke & Moyer, 1985).

Le milieu d'incubation est le méme que pour les activités alkoxyrésorufine O-
désalkylases. A 1 ml de ce milieu sont ajoutés 50 ul de microsomes et de l'eau distillée gsp 2
ml de volume final. La réaction est démarrée par ajout de 20 ul de substrat (4-nitrophénol &
20 mM dans du méthoxyéthanol). Apres 10 (foie) ou 20 min (poumon) d'incubation & +37°C,
la réaction est arrétée par 0,5 ml d'HCIO4 (0,6 N). Aprés centrifugation (5 min 3 3.000
tr/min), 2 ml de surnageant sont prélevés et additionnés de 0,2 ml d'une solution de soude (10
N). L'absorbance est lue & 546 nm (Ecatechol = 10,28 mM-1.cm-1).

La réaction est linéaire pendant au moins 15 min avec 0,4 A 1,4 mg de protéines
microsomales (foie).

V.1.3. Dosage du cytochrome P-450 total

La teneur en cytochromes P-450 des fractions microsomales est déterminée selon la méthode
spectrophotométrique de Matsubara et al. (1976). A I'état réduit et en présence de monoxyde
de carbone, le cytochrome P-450 absorbe entre 400 et 500 nm, avec un pic & 450 nm. Ce
dosage global ne permet pas de différencier les formes de cytochromes P-450.

Les microsomes, dilués 15 fois dans du tampon phosphate 0,05 M, pH 7,4 additionné
de 1,15% de KCI, sont soumis 2 un bullage de CO pendant 1 min, puis la suspension est
répartie dans deux cuves. Apres tragage d'une ligne de base entre 400 et 500 nm, une pointe
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de spatule de dithionite (réducteur) est ajoutée dans I'une des cuves. Un spectre différentiel est
alors tracé entre 400 et 500 nm. La teneur en cytochrome P-450, déterminée a partir de la
hauteur du pic et en prenant un coefficient d'extinction molaire de 104 mM-l.cm-! (Matsubara
et al., 1976), est exprimée en nmol/mg de protéines microsomales.

V.2. Activités enzymatiques de défense contre le stress oxydant
V.2.1. Catalase

La catalase permet la décomposition du peroxyde d'hydrogene (H,0,) en eau et en oxygene.
Le peroxyde d'hydrogéne absorbant & 240 nm, sa disparition permet de mesurer directement
l'activité catalasique par lecture en continu au spectrophotométre (Beers & Sizer, 1952).

Les &chantillons (fractions cytosoliques de foie et de poumon, hémolysat) sont dilués
dans du tampon phosphate 0,05 M, pH 7 (respectivement 8.000, 100 et 5.000 fois). Le milieu
réactionnel est composé de 2 ml d'échantillon dilué et de 1 ml d’une solution aqueuse de
peroxyde d'hydrogene (10 mM). L'activité catalasique est mesurée 3 +25°C par la diminution
de I'absorbance 2 240 nm correspondant 2 disparition du peroxyde d'hydrogene. La réaction
est linéaire pour une prise d'essai contenant 5 pug de protéines (au moins) pour le foie, 0,2 mg
de protéines pour le poumon et 60 mg d'hémoglobine (Hb) pour I'hémolysat. Les activités
sont exprimées en mmoles ou pmoles d'H;0; consommées par minutes par mg de protéines
(fractions cytosoliques) ou par g d'Hb (hémolysats).

V.2.2. Glutathion peroxydases

La glutathion peroxydase catalyse la réduction des hydroperoxydes (ROOH) par oxydation du
glutathion réduit (GSH), en présence d'un systtme régénérant de NADP. La réduction des
hydroperoxydes provoque l'oxydation d¢ NADPH en NADP : la disparition du NADPH,
suivie 2 340 nm (e = 6,22.uM-1.cm-1), permet de mesurer l'activité glutathion peroxydase
(Paglia & Valentine, 1967).

ROOH Y— 2GsH Y NADP

Glutathion peroxydase Glutathion réductase

B % GSSG -/\ NADPH
H20
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Deux substrats sont utilisés : I'hydroperoxyde de cuméne permet la mesure de 1'activité
glutathion peroxydase totale, alors que le peroxyde d’hydrogene assure la détermination de
I'activité Se-GSH-Px seule (Lawrence & Burk, 1976).

Les échantillons (fractions cytosoliques de foie et de poumon, hémolysat) sont dilués
dans de I'eau distillée, respectivement 10, 4 et 10 fois. L'hémoglobine pouvant interférer dans
les dosages (Cross et al., 1979), elle est éliminée par deux techniques : la glutathion
peroxydase des fractions cytosoliques (5 volumes de I'échantillon dilué) est extraite par de
I'éthanol (2 volumes), alors que I'hémoglobine est précipitée par du chloroforme (2 volumes)
et les deux fractions sont séparées par centrifugation (10 min 3 9.000 g) ; les hémolysats sont
incubés 30 min 2 température ambiante avec un volume égal de réactif de Drabkin
doublement concentré (KCN 1,6 mM, NaHCO; 23,8 mM, K3Fe(CN)g 1,2 mM en solution
aqueuse), ce qui permet de transformer toute I'hémoglobine en cyanméthémoglobine.

Le milieu réactionnel (volume final 1 ml) est constitué de tampon phosphate (0,05 M
pH 7, 800 ul) additionné de 1,29 mM d'EDTA et 1,29 mM d'azoture de sodium. Ces deux
additifs permettent de bloquer l'activité catalasique apportée par les échantillons, qui pourrait
interférer lors de la mesure de la Se-GSH-Px. Les éléments essentiels au fonctionnement de
I'enzyme sont présents dans le milieu, 3 savoir du glutathion réduit (0,5 mM) dont la
concentration est maintenue constante par la présence de glutathion réductase (0,05 U/ml) et
de NADPH (0,075 mM). Tous ces éléments sont apportés a raison de 50 pl chacun. Les
concentrations indiquées correspondent a la concentration finale dans le milieu réactionnel.
L'échantillon (10 3 50 ul d'extrait éthanolique) est incubé deux minutes 2 +37°C dans ce
milieu et la réaction est démarrée par ajout de SO pl de substrat (0,75 mM). La réaction est
linéaire pour une prise d'essai contenant 20 A 70 g de protéines (fractions hépatiques), 100 a
180 pg de protéines (fractions pulmonaires) et moins de 75 pg d'Hb pour les hémolysats.

Une unité d'activité enzymatique de glutathion peroxydase correspond 4 l'oxydation de
1 umole de glutathion, soit la disparition de 0,5 umole de NADPH par minute par
milligramme de protéine ou par gramme d'Hb.

V.2.3. Superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase a pour fonction de détruire I'anion superoxyde par dismutation. Son
activité a ét€ mesurée par inhibition de l'auto-oxydation du pyrogallol selon la méthode de
Marklund & Marklund (1974). En présence de 1'anion superoxyde, le pyrogallol (1,2,3-
trihydroxybenz2ne) s'auto-oxyde en pyrogalline ; la SOD est capable d'inhiber cette réaction
(2 97,5%) en dismutant 1'anion superoxyde.

Les échantillons a doser (fractions cytosoliques de foie ou de poumon, hémolysat) sont
dilués dans de 1'eau distillée (respectivement 10, 2 et 5 fois) puis subissent une extraction
éthanolique afin d'éliminer 'Hb. Le milieu réactionnel est constitué de tampon Tris-acide
cacodylique (50 mM) additionné d'acide diéthyleénetriamine pentaacétique (1 mM). 11 est
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primordial que le pH de ce tampon soit ajusté 2 8,22 +0,02 (2 +25°C) avec une solution
concentrée d'acide cacodylique (3,62 M). A 1,9 ml de ce tampon sont ajoutés 10 pl de
catalase bovine (30 uM) et un volume de pyrogallol (10 pM) 2 déterminer (40 a 50 ul) afin
d'obtenir une variation d'absorbance maximale de 0,020 unités par minute. La mesure de
l'activité des fractions testées est effectuée de 1a méme fagon, avec une prise d'essai de 50 pl.
L'inhibition de l'auto-oxydation par la SOD est linéaire jusque 65 % d'inhibition selon une
gamme étalon effectuée avec de la SOD bovine (60,8 U/ml). La réaction est linéaire pour une
prise d'essai contenant 7 3 75 g de protéines (fractions hépatiques), 90 & 180 pg de protéines
(fractions pulmonaires) ou 0,07 2 0,25 mg d'Hb pour les hémolysats. Cela revient, en général,
2 ne pas dépasser un taux d'inhibition de 40%. Une unité d'activit¢ enzymatique de SOD est
définie comme la quantité d'enzyme capable d'inhiber de 50 % l'oxydation du pyrogallol dans
les conditions du dosage.

V.3. Dosage des protéines et de I'némoglobine

Les protéines sont dosées selon la méthode de Lowry, modifiée par Hartree (Hartree, 1972).
Trois solutions sont nécessaires a ce dosage :

- solution A : tartrate de sodium et potassium 7,1 mM, NapCO3 anhydre 0,95 M, NaOH 0,5 N
- solution B : tartrate de sodium et potassium 70 mM, CuSO4 40 mM, NaOH 0,1 N

- solution C : réactif de Folin-Ciocalteu (Carlo-Erba) dilué 16 fois dans l'eau

Les fractions a doser sont diluées dans de I'eau distillée. Un ml de dilution est mélangé & 1 ml
de solution A. Aprés 10 min 3 +50°C et refroidissement, on ajoute 0,1 ml de solution B. Le
mélange est alors incubé 10 min 3 température ambiante, puis 3 ml de solution C sont ajoutés.
La lecture se fait 3 650 nm aprds incubation 10 min 2 +50 °C. L'étalonnage est effectué avec
une solution d'albumine bovine sérique (0,01 - 0,1 mg/ml).

L'hémoglobine est oxydée en ferricyanure de potassium et transformée en
cyanméthémoglobine sous 1'action du réactif de Drabkin (Drabkin & Austin 1935). Le dosage
est effectué sur des hémolysats dilués 40 fois dans l'eau distillée. Douze il sont mélangés a 3
ml de solution de Drabkin (réactif de Drabkin (1 flacon) + 0,5 ml de solution de Brij (Sigma),
eau gsp 1 litre). L'absorbance est mesurée 2 540 nm apres 30 min d'incubation 2 température
ambiante 2 1'abri de la lumitre. La droite d'étalonnage est effectuée avec un standard d'Hb
(Sigma). Les teneurs en Hb sont exprimées en grammes pour 100 ml.

V.4. Recherche d'adduits a I'ADN hépatique et pulmonaire

La recherche des adduits 2 I'ADN a été réalisée au Laboratoire de Biologie Végétale
Appliquée de Strasbourg, par M. le Professeur Benoit Rether et son équipe. Les
manipulations n'ayant pas été effectuées par nos soins, nous n'entrerons pas dans les détails de
la manipulation.
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V.4.1. Extraction et purification de ' ADN

Les échantillons sont des homogénats de foie et de poumon, dans du tampon phosphate 0,05
M + KC1 1,15% + EDTA 50 mM + SDS 1,4%. Ces homogénats contiennent respectivement
25% et 12,5% d'organe frais (poids/poids).

La méthode de post-marquage des adduits au y{32P]-ATP mise au point par Randerath
et al. (1981), s'effectue in vitro, aprés extraction et purification de I'ADN des tissus 2
analyser. Les acides nucléiques sont extraits par passage sur une colonne de DEAE-cellulose
(échangeuse d'anions). L'ARN et les protéines sont respectivement éliminés par I'action de
RNAses (RNAse A et RNAse T1) et d’une protéase (protéinase K). L'ADN purifié, extrait par
extraction phénolique, est remis en solution aqueuse et quantifi€ en sachant qu'une unité de
DO 2 260 nm correspond 3 50 pg d'ADN par ml.

V.4.2. Hydrolyse de I'ADN et enrichissement par la nucléase P1

Une quantité connue d'ADN (environ 10 pg) est hydrolysée en désoxyribonucléosides-3'-
monophosphate (dNp) par action d'une endo- et d'une exonucléase (respectivement, nucléase
micrococcale et phophodiestérase de rate). Initialement, la méthode de Randerath ez al. (1981)
préconisait alors de pratiquer le marquage, mais il est préférable de procéder & un
enrichissement des nucléotides modifiés (Reddy & Randerath, 1986) : la nucléase P1
déphosphoryle les dNp non modifiés en désoxyribonucléosides, alors que les dNp modifiés
(porteurs d'un adduit) ne sont pas atteints (figure 36). Cette étape permet d'améliorer la
sensibilité de 1a méthode d'un facteur 100 a 1.000.

V.4.3. Marquage au {{32P]-ATP

Les adduits sont marqués par transfert d'un groupement phosphate marqué au 32P (situé en
position vy de I'ATP) sur le groupement hydroxyle en 5' des dNp modifiés, sous l'action
catalytique de la polynucléotide kinase T4. Les désoxyribonucléosides obtenus apres action
de la nucléase P1 ne sont pas substrats de cette enzyme. Les étapes d’hydrolyse et de
marquage sont représentées sur la figure 36.

Apres ces différents traitements, les échantillons contiennent finalement : les enzymes
utilisées, les nucléosides dérivant des nucléotides normaux et les nucléosides-3',5'-
diphosphate modifiés, marqués au 32P en position 5'. Les nucléosides-3',5'-diphosphate
modifiés vont é&tre purifiés et séparés par chromatographie échangeuse d'ions sur couche
mince.

V.4.4. Séparation des adduits par chromatographie bidimensionnelle

Les adduits marqués sont séparés par 4 chromatographies successives sur plaque de
polyéthyleneimine-cellulose (PEI-cellulose). Ces chromatographies sont notées D1, D2, D3 et
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D4. Les désoxyribonucléosides-3',5'-diphosphate modifi€s sont plus hydrophobes que les
autres constituants du milieu, du fait de la fixation du xénobiotique. Une chromatographie
échangeuse d'anions permet d'entrainer les éléments hydrophiles du milieu réactionnel,
(tampon d'élution : sodium-phosphate), les adduits restant a l'origine de la plaque (migration
D1, durée minimum 16 heures). Aprés migration, les dépots sont localisés par
autoradiographie et les rectangles contenant les dépdts sont découpés et appliqués sur de
nouvelles plaques de PEI-cellulose. La migration D2 se fait dans un solvant de force ionique
élevée (tampon lithium-formiate 4,8 M, urée 7,7 M, pH 3,5, durée 5 heures), ce qui permet de
séparer un certain nombre d'adduits. Les plaques sont ensuite lavées, séchées, et le front de
migration est éliminé. La troisi®éme migration s'effectue perpendiculairement 2 la précédente,
afin d'obtenir une chromatographie bidimensionnelle : aprés une prémigration (effectuée dans
du tampon Na;HPO, 0,06 M, pH 6,4), la migration D3 s'effectue avec du tampon Na;HPO4
0,06 M, urée 6 M, pH 6,4 (environ 2 heures). La migration terminée, les plaques sont lavées,
séchées, subissent une prémigration dans l'eau, puis une migration dans du tampon Na;HPO4
1,7M, pH 6,0 (D4, une nuit). Cette derniére migration s'effectue dans le méme sens que la
migration D3. L'existence d'une radioactivité résiduelle liée  la fixation aspécifique de 32p
étant inévitable, cette dernidre migration permet d'éliminer la radioactivité provenant de
produits non hydrophobes.

Les adduits sont révélés par exposition de films radiographiques, en présence d'un
écran intensificateur, pendant 24 heures 2 -70°C. Le développement des films montre les
taches correspondant aux différents adduits marqués au 32P. Le nombre, la localisation et
l'intensité de ces taches sont caractéristiques de 1'échantillon. Apres repérage et codification
des taches, la PEI-cellulose peut étre grattée de son support plastique et récupérée dans un
tube Eppendorf (un tube par tache). La radioactivité résiduelle sera mesurée 2 partir d'une
zone sans adduits par comptage Cerenkov dans un compteur 2 scintillation. L'activité
spécifique de I'ATP permet de calculer le nombre de fmoles d'adduits par mg d'ADN : sachant
que 1 fmol d'adduits par mg d'ADN équivaut 0,33 adduits pour 10° nucléotides (Nt), il est
alors possible de déduire le nombre d'adduits pour 10° Nt. Le seuil de détection de cette
méthode est de 1 adduit pour 10° Nt, soit moins de 1 adduit par génome pour une cellule
(humaine).

V.5. Recherche d'aitérations du systéme immunitaire
V.5.1. Réponse anticorps primaire : immunisation par la KLH

Le but de cette expérience est de mettre en évidence une modification de la réponse anticorps
primaire vis-2-vis d'un antig¢ne T-dépendant (premier contact). Une suspension de I'antigéne
(KLH) est injectée par voie intrapéritonéale 2 des rats préalablement exposés au sol pollué
Repl.II ou 2 une litidre de sciure. Apres quelques jours nécessaires 2 la synthese des premiers
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anticorps spécifiques (IgM) de l'antigéne injecté, les IgM sont dosés sur des échantillons de
sang.

V.5.1.1. Immunisation des rats

Des suspensions de KLH sont effectuées dans du PBS pH 7,4 stérile 2 partir de KLH soluble
(Sigma) et mélangées avec un égal volume avec d'alun (Sigma). Trois doses de KLH (A : 50
pg, B : 100 pg et C : 200 pg par rat) ont été testées sur un lot témoin (T) et un lot "Repl.IIT"
afin de déterminer quelle dose donne la meilleure réponse. Les injections i.p. se font sous un
volume de 200 pl par rat.

V.5.1.2. Prélevement du sang

Du sang a été prélevé a l'oeil sur des rats anesthésiés au CO; 2 I'aide d'une pipette Pasteur au
4tme 5tme gt 7®me jour aprds 'immunisation (respectivement, J4,Js etJ7). Le sérum obtenu
apres centrifugation du sang 2 3.000 tr/min pendant 10 minutes a ét€ congelé a -20°C.

V.5.1.3. Dosage des IgM anti-KLH

Matériels et réactifs

- tampon PBS : tampon phosphate 0,01 M pH 7,4 + NaCl 120 mM + KC1 2,7 mM,

- solution de lavage : tampon PBS + Tween 20 0,05%,

- tampon de saturation : tampon PBS + Tween 20 0,05% + sérum albumine
bovine 3%,

- anticorps de chévre anti IgM de rat, marqués 2 la peroxydase (Pierce 31476),

- KLH : "Keyhole from Limpet Hemocyanin" (Sigma H7017),

- systéme de révélation de la peroxydase (Kirkegaard & Perry Laboratories),

- H3POy4, 1M,

- plaques 96 puits, IMMULON III (Dynatech),

- lecteur de plaques.

Méthode de mesure

11 s'agit d'un dosage ELISA ("Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay”) indirect. Le
principe de ce dosage est décrit sur la figure 37. Dans une premitre étape, I'antigéne (KLH 1
mg/ml dans du PBS, 200 pl) est fix€ 2 la surface plastique des puits de la plaque de dosage
pendant une nuit & +4°C (phase de "coating"). Apres 3 lavages, 200 pl de tampon de
saturation sont distribués dans tous les puits, afin d'éviter les fixations non spécifiques de
l'anticorps (1 heure 3 température ambiante). Dans une deuxiéme étape (apres 3 lavages), les
anticorps anti-KLH (sérum de rat dilué au 1/10 ou au 1/100 dans du tampon de saturation)
sont ajoutés (la dilution du sérum doit permettre d'étre en exces de sites antigénes). Un
contact de deux heures 2 +37°C permet la fixation spécifique des anticorps anti-KLH sur les
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molécules de KLH attachées A la paroi. Aprés 3 lavages, 200 pul d'anticorps de chévre anti-
IgM de rat (dilués au 1/200 dans du PBS) marqués par la peroxydase sont ajoutés. Aprés une
heure de fixation A +37°C et 3 lavages, l'activité enzymatique est révélée : les deux réactifs du
kit de révélation sont mélangés extemporanément (volume a volume). Deux cent pl de ce
mélange sont déposés dans les puits. Aprés 10 min d'incubation 3 +37°C, la réaction est
arrétée par 50 pl d'acide phosphorique 1 M. L'activité enzymatique est lue sur un lecteur de
plaques (A = 450 nm). L'absorbance est directement proportionnelle 3 la quantité d'anti-IgM
retenus, donc 2 la quantité d'IgM de rat présents.

Les résultats sont exprimés en unités arbitraires, puisque nous n'avons pas pu réaliser
de courbe étalon (il n'existe pas d'IgM anti-KLH commercialisés). Les puits témoins sont
traités de la méme fagon que les autres puits, mais le sérum de rat est remplacé par du
tampon.

V.5.2. Altération thymique et activité NK des splénocytes
V.5.2.1. Réponse cellulaire au niveau du thymus

Les rats ont été asphyxiés au CO,. Leur thymus a été prélevé rapidement et immédiatement
plongé dans un bain de fixateur histologique (formol 10% dans de l'eau physiologique)
pendant au moins 24 heures. La rate a été prélevée dans des conditions aseptiques pour la
mesure de 'activité NK.

Les thymus fixés sont inclus dans de la paraffine, coupés en fines lamelles (4 pm) et
disposés sur des lames. Une coloration topographique classique (hémalun-phloxine ou éosine)
permet de différencier le noyau du cytoplasme. L’ensemble de ces opérations a été effectué
par Mme Cottin, au sein du service d’Histologie de I’Ecole Vétérinaire. Les coupes sont
observées au microscope optique, avec un grossissement x 40. Cela permet d'avoir une vue
d'ensemble de la densité cellulaire du cortex et de la médullaire thymiques.

V.5.2.2. Mesure de I'activité NK

Les rats dont le thymus a été prélevé ont également &€ utilisés pour la mesure de l'activité
Natural Killer de leurs splénocytes. La mesure de cette activité nécessite 1'utilisation d'une
lignée cellulaire (Y AC-1) qui doit incorporer du chrome radioactif (°1Cr). Pour des raisons de
réglementation et de sécurité, ces expériences ont été effectuées par mes soins dans le
laboratoire du Professeur Marie Favrot, & 1'hdpital Léon Bérard, Lyon. Le contact entre les
cellules NK et les cellules cibles marquées provoque la lyse de ces cellules et 1a libération du
51Cr qu'elles contiennent. Des problémes techniques (contamination de la lignée de cellules
cibles par des mycoplasmes) nous ont empéchés de mener 2 bien ces manipulations. Nous ne
développerons donc pas davantage la technique.
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V.6. Dosage des polychlorobiphényles

Le dosage des PCB a été gracieusement effectué par M. Philippe Berny, au Laboratoire de
Toxicologie Vétérinaire (Ecole Vétérinaire de Lyon).

Les dosages ont été réalisés A partir des homogénats préparés lors du broyage des
organes destinés 2 la mesure des activités enzymatiques microsomales. Les homogénats de
foie et de poumon sont, respectivement, & 25% et 12,5% dans du tampon phosphate 0,05 M,
pH 7.4 + KCl 1,15%. Les PCB ont également été dosés sur le sol SIII.

V.6.1. Extraction

Un 2 1,5 ml de I'échantillon est mélangé 3 5 ml de mélange hexane/acétone (75/25). Aprds
une centrifugation de 5 min 3 3.000 tr/min, le surnageant est filtré sur filre 1 PS (retenant
I'eau) dans un ballon. Aprés évaporation, le résidu sec est repris par S ml du mélange
hexane/acétone et extrait une seconde fois. Le résidu sec est ensuite repris par 10 ml d'hexane.

V.6.2. Purifications

Les échantillons ont subi deux purifications : une hydrolyse acide et une hydrolyse alcaline.
Deux ml d'H;SO4 2 7% sont ajoutés aux 10 ml d'extrait, dans un tube vissé. Le tube est agité
au vortex puis centrifugé au moins 10 min 2 3.000 tr/min. Le surnageant (phase hexanique)
est récupéré, évaporé et le résidu sec est repris dans 1 ml d’hexane (I'échantillon est concentré
dix fois). Cette hydrolyse permet d'éliminer des molécules organiques (acides gras).

L'extrait obtenu aprés I'hydrolyse acide (1 ml) est mélangé avec 1 ml de potasse
éthanolique & 2%. Le tube est immédiatement revissé et agité pendant 1/2 beure dans un bain-
marie 3 +50°C. Apres refroidissement du tube, 2 ml d'eau ultra-pure sont ajoutés. Le tube est
agité vigourecusement pendant 2 min, puis centrifugé 10 minutes a 3.000 tr/min. Le surnageant
(phase hexanique) est transvas€ dans un autre tube vissé et cet extrait est purifi€ avec 1 ml
d'HaSO4 A 7%. Le tube est agité au vortex puis centrifugé 10 minutes a 3.000 tr/min. Le
surnageant transvasé dans un tube vissé est prét pour I'analyse en chromatographie gazeuse.
Ces hydrolyses détruisent les acides gras et les organochlorés,  1'exception des PCB, de la
DDE, de I'hexachlorobenzéne, du béta HCB, de 1'heptachlore et du lindane.

V.6.3. Chromatographie en phase gazeuse

Les analyses ont été effectuées sur un chromatographe Hewlett-Packard 5890 II GC (ECD),
équipé d'un détecteur 2 capture d'électrons BNi. La colonne capillaire utilisée mesure 60 m de
long, pour un diameétre intérieur de 0,25 mm et une épaisseur de film de 0,25 pm (Restek
RTX 5% diphényle - 95% diméthylpolysiloxane). L'azote est utilisé comme gaz vecteur. Le
four est porté A une température de 75°C pendant 2 minutes ; la température augmente de
15°C par minute jusqu'd 150°C, puis de 1,2°C par minute jusque +300°C (soit une durée
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totale de 132 minutes). La température de I'injecteur et du détecteur est de +250°C et +300°C
respectivement. Un & 2 pl de I'échantillon sont injectés en mode "splitless”.

Les congéneres les plus fortement représentés dans le foie, le poumon ou le sol SIII
sont identifiés et quantifiés & 'aide de standards de référence (Ets Cluzeau, Ste Foy la Grande,
France) : congénéres #28, #52, #77, #101, #105, #118, #126, #128, #138, #153, #169, #180,
Aroclor 1254® et Aroclor 1260®. Un extrait d'huile de foie de morue de composition
certifiée est également analysé. Tous les congéneres mesurés sont dans l'intervalle
d'acceptabilité du BCR.

V.6.4. Expression des résultats

La concentration en PCB dans les échantillons de foie ou de poumon est exprimée en ng/g
d’organe frais (ppb) ; les concentrations dans le sol SIII sont exprimées en Lig/g de sol (ppm).
L'expression de nos résultats en Aroclor® est basée sur les pics majoritaires faisant partie de
chaque Aroclor®. La technique étant validée, une simple régle suffit 2 calculer les
concentrations en équivalent Arcolor® présentes dans I'échantillon. Le calcul de la
concentration en PCB en équivalent Aroclor 1254® est effectué indépendamment du calcul
en Aroclor 1260®. Par conséquent, les concentrations de chaque congéngre et de chaque
Aroclor® ne sont pas additives (contrairement aux résultats fournis par ITRH).

V.7. Dosage des métaux lourds

Le plomb, le zinc et le cadmium ont été gracieusement dosés au Laboratoire de Toxicologie
Vétérinaire sur les homogénats de foie et sur les sols SIIT et SIV.

Quatre ml d'homogénat de foie sont pesés dans une barquette en aluminium.
L'échantillon est alors placé dans une étuve 2 +100°C pendant 48 heures, ce qui permet
ensuite de déterminer le pourcentage d’humidité. Le prélévement sec est écrasé avec un pilon,
jusqu'd obtention d'une poudre fine. Un gramme de poudre est placé dans une capsule de
porcelaine pour &tre minéralisé au four 3 +650°C (pendant 12 heures). Cinq ml d'acide
nitrique concentré (exempt de plomb) sont ajoutés aux cendres. Apres évaporation 3 sec sur
une plaque chauffante, le résidu est repris par 2 ml d'eau distillée et filtré dans une fiole de
10 ml sur un filtre 42 sans cendres. La capsule est rincée avec de I'eau, le tout est refiltré et la
fiole ajustée avec de l'eau.

Le plomb, le zinc et le cuivre sont dosés selon une méthode photométrique, a I'aide de
kits commercialisés (respectivement 14833, 14566 et 14834, Merck). Toutes les teneurs en
métaux mesurées sont dans l'intervalle d'acceptabilité du BCR. Les teneurs en plomb, zinc ou
cuivre sont exprimées en g par gramme de matiere séche.
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VI. TRAITEMENTS STATISTIQUES

Chagque valeur est la moyenne de deux essais indépendants. L'homogénéité des variances a été
vérifiée par le test de Hartley (n identiques) ou de Bartlett (z inégaux), 2 partir de variables
transformées si nécessaire. Le test F de Snedecor a été effectué, afin de vérifier que
I'exposition aux sols pollués avait un effet sur les lots exposés, les tests ANOVA de Dunnett
(n égaux) ou de Bonferronni (n inégaux) ont été réalisés. Afin de mieux préciser le niveau de
significativité de la différence entre deux lots, le test ¢ de Student a parfois ét€ utilisé.

Lors du regroupement de résultats obtenus par différentes séries d'expérimentation, les
droites de régression ont été établies 2 partir des valeurs individuelles, modifiées de fagon a ce
que les différentes séries de mesures effectuées sur un méme sol, mais menées
indépendamment, puissent étre traitées conjointement : la différence entre I'activité de base
moyenne de chaque série et I'activité de base moyenne de toutes les séries se rapportant au
méme sol a été retranchée des activités individuelles de la série correspondante. Les analyses
de régression ont été établies entre le logarithme du pourcentage de sol pollué dans la litire et
le logarithme des activités individuelles ainsi recalculées, la transformation logarithmique
permettant de rendre les variances additives. La régression a été testée avec le coefficient de
régression r, A 1'aide d'une table des coefficients de régression.
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Figure 38 : Activités EROD, PROD, BROD et 4-NP hydroxylase hépatiques (A) et pulmonaires
(B) mesurées chez des rats de laboratoire ([3J) et des rats sauvages capturés dans un terrarium (§§)
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RESULTATS ET DISCUSSION

I. MESURE DE BIOMARQUEURS ENZYMATIQUES CHEZ DES SURMULOTS
CAPTURES SUR LE SITE DE REPLONGES

Cinq surmulots méles et trois femelles ont €t€ capturés dans la zone II du site pollué de
Replonges. Les activités monooxygénases et les activités enzymatiques de défense contre le
stress oxydant ont été mesurées chez ces animaux et comparées aux mémes activités mesurées
sur des surmulots élevés en semi-liberté capturés a 1a méme période (figures 38 et 39). Les
teneurs en cytochromes P-450 sont présentées dans le tableau 14. Les activités mesurées sur
des rats de laboratoire sont présentées en parallele.

L.1. Résultats
L1.1. Activités monooxygénases et teneurs en cytochrome P-450
L1.1.1. Activités monooxygénases

Les profils d'expression des activités monooxygénases dans le foie et le poumon du rat de
laboratoire sont différents : l'activité EROD est plus fortement exprimée dans le foie (entre 20
et 40 pmol/min/mg prot.) que dans le poumon (de I'ordre de 1 pmol/min/mg prot.). Par contre,
les activités PROD et BROD sont plus fortement exprimées dans le poumon que dans le foie.
L'activité 4-NP hydroxylase hépatique est 1égérement plus forte que l'activité pulmonaire.

Les activités monooxygénases hépatiques sont présentées sur la figure 38A. Les
activités PROD et 4-NP hydroxylase mesurées chez les rats de laboratoire méles sont
supérieures 2 celles des surmulots élevés en semi-liberté. Chez les femelles, les quatre
activités monooxygénases sont plus fortes chez les rats de laboratoire que chez les rats
sauvages provenant du terrarium. Pour les deux sexes, les activités EROD, PROD et BROD
sont significativement plus élevées chez les rats capturés sur le site pollué que chez les rats
sauvages élevés en terrarium : ces activités sont respectivement induites 2, 3 et 2 fois chez les
miles et 3,5, 8 et 4,5 fois chez les femelles. On n'observe pas de différence d'activité 4-NP
hydroxylase entre les deux groupes de rats sauvages, miles ou femelles.

Pour les deux sexes, les activités EROD pulmonaires (figure 38B) mesurées chez les
rats de laboratoire ou les rats sauvages capturés au terrarium ne sont pas différentes entre
elles. Par contre, les activités PROD et BROD sont beaucoup plus élevées chez les rats de
laboratoire méles (respectivement 3,5 et 5 fois) et femelles (respectivement 9 et 11,6 fois).
Ces activités, mesurées chez les rats provenant du site de Replonges, sont 3,5 2 5 fois
supérieures 2 celles des rats du terrarium, mais sont plus faibles que celles des rats de
laboratoire. L'activité 4-NP hydroxylase est plus élevée chez les rats de laboratoire femelles
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-Figure 39 : Activités catalase, superoxyde dismutase (SOD), glutathion peroxydase (GSH-Px) et

glutathion peroxydase séléno-dépendante (Se-GSH-Px) hépatiques (A),

pulmonaires (B) et

érythrocytaires (C) mesurées chez des rats de laboratoire ([7]) et des rats sauvages capturés dans

un terrarium (§Y) ou sur le site pollué de Replonges (EZ). Moyenne + erreur type. Les astériques *, **
et *** représentent les différences significatives par rapport aux valeurs obtenues sur les rats du

terrarium, avec p<0,05, p<0,01 et p<0,001, respectivement (test de ¢ de Student). Les effectifs sont

indiqués sur les histogrammes.



que chez les rats du terrarium, mais aucune modification significative n'est observée chez les
rats provenant du site pollué. Chez les miles, rats de laboratoire et rats du site pollué ne
présentent pas de différence d'activité 4-NP hydroxylase par rapport aux rats du terrarium.

L1.1.2. Teneurs en cytochrome P-450 total

Il n'existe pas de différences significatives entre les trois groupes de rats de sexe méle (tableau
14) mais chez les femelles, la teneur en cytochrome P-450 hépatique des rats de laboratoire et
des rats provenant du site pollué est supérieure 2 celle des rats du terrarium.

Tableau 14 : Teneurs en cytochrome P-450 mesurées sur les fractions microsomales hépatiques
de rats de laboratoire SD et de rats sauvages capturés en terrarium ou sur le site de Replonges.

Sexe Origine des rats n P-450

Miles Terrarium 6 0,72 £ 0,19
Laboratoire 4 096 + 0,13
Site de Replonges 5 095 + 021

Femelles Tetrarium 5 046 £ 0,12
Laboratoire 4 075 £ 009 a
Site de Replonges 3 088 + 005 a

Moyenne 1 écart type exprimée en nmol/mg de protéines.
a valeur significativement différente de celle obtenue avec le lot terrarium, test de Bonferronni, p<0,05.

En résumé, les activités monooxygénases EROD, PROD et BROD hépatiques et pulmonaires
sont augmentées de 2 A 3 fois chez les surmulots méles et de 3,5 a 8 fois chez les femelles
capturés sur le site, si on les compare aux activités mesurées chez des surmulots de référence
élevés en semi-liberté et non exposés A des polluants. L'activité 4-NP hydroxylase n'est pas
modifiée par l'exposition au sol pollué de Replonges. La teneur en cytochrome P-450
hépatique mesurée chez les miles n'est pas différente de celle mesurée sur les surmulots de
référence ; chez les femelles, la teneur en cytochrome P-450 des rats de référence est
particulirement faible, ce qui explique qu'elle soit différente des teneurs mesurées chez des
rats de laboratoire ou chez les surmulots capturés sur le site.

L1.2, Activités des enzymes de défense contre le stress oxydant

Les activités de plusieurs enzymes antioxydantes sont présentées sur la figure 39. Ces
activités ne présentent pas de profil caractéristique d'induction ou d'inhibition. Quelques
différences significatives existent entre les rats de laboratoire et les rats sauvages du
terrarium : les activités catalase hépatique (figure 39A) et superoxyde dismutase pulmonaire
(figure 39B) sont plus fortes chez les rats de laboratoire des deux sexes. Les activités Se-
GSH-Px hépatique (figure 39A) et érythrocytaire, les activités GSH-Px et SOD
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érythrocytaires (figure 39C) sont plus faibles chez les rats de laboratoire males que chez les
rats du terrarium. Les activités SOD et catalase érythrocytaires sont plus faibles chez les rats
de laboratoire femelles que chez les rats du terrarium du méme sexe. L'activité catalase
hépatique mesurée chez les rats provenant du site est 1,5 et 3 fois plus élevée que chez les rats
du terrarium (respectivement méles et femelles) ; l'activité catalase érythrocytaire des méles
est plus faible d'environ 30%. L'activité¢ GSH-Px est augmentée d'un facteur 1,1 & 2 dans tous
les organes pour les deux sexes, & l'exception de l'activité hépatique des méles qui n'est pas
modifiée. L'activité Se-GSH-Px hépatique est augmentée chez les femelles et 1'activité
pulmonaire est augmentée chez les deux sexes (1,5 a 2,2 fois).

Les activités des enzymes antioxydantes ne suivent donc pas de profil d'induction ou
d'inhibition net chez les rats capturés sur le site. Seules 1'activité catalase hépatique et les
activités glutathion peroxydases pulmonaires sont significativement augmentées chez les
madles et les femelles.

1.2. Discussion

Il nous a été impossible de capturer des surmulots sur un site de référence présentant des
caractéristiques voisines du site pollué et nous avons di pallier ce manque par I'utilisation de
rats de laboratoire et de rats sauvages élevés en semi-liberté. Nos résultats de terrain ont
montré que les activités EROD, PROD et BROD hépatiques et EROD pulmonaires sont
significativement induites chez des rongeurs vivant sur le site contaminé de Replonges, mais
la relation entre le niveau de contamination du sol et le degré d'induction des cytochromes
P450 dans les organes des animaux exposés est difficile a établir. En effet, les relations entre
la dose, la durée d'exposition, et le niveau et la durée de l'induction sont complexes et
dépendent de 'espece (Lubet ez al., 1991 ; Dragnev et al., 1994) et du caractere multiple des
pollutions susceptible de générer des interactions synergiques ou antagonistes entre les
différents polluants.

Quelques interactions de ce type ont pu &tre caractérisées expérimentalement. Par
exemple, le métabolisme de la TCDD au niveau hépatique peut étre ralenti par la présence
simultanée d'autres polluants organiques qui entrent en compétition au niveau métabolique ou
qui augmentent la quantité¢ de CYP1A2 qui servent de protéines de stockage & la TCDD et A
certains PCB (Nessel ez al., 1992). Bien qu'il n'ait aucune affinité pour le récepteur Ah, le
congénere hexaCB #153 a : a) un effet synergique sur l'induction de la synthése de novo de ce
récepteur, lorsqu'il est coadministré avec de I'Aroclor 1254® ou de la 2,3,7,8-TCDD
(1 nmoVl/kg), et sur la capacité d'induction de l'activité¢ EROD hépatique du congénere #156
(inducteur mixte), mais pas du congénere #169, inducteur de CYP1Al et b) un effet
antagoniste de l'activité promotrice du #138 (li€e a son affinité pour le récepteur Ah) et de
l'activité immunotoxique, tératogéne et biochimique de la 2,3,7,8-TCDD (De Jongh et al.,
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1993) . Des effets synergiques sont aussi observés entre les tétraCB #52 (2,2'5,5'-CB) et #77
(3,3',4,4'-CB) sur la promotion de 1ésions néoplastiques hépatiques (revue par Safe, 1994).

L'induction des activités monooxygénases hépatiques & cytochrome P-450 est
généralement mesurée aprés administration par voie orale ou injection intrapéritonéale de
solutions pures. Chez des rongeurs de laboratoire, 'administration i.p. d'une seule dose de
composés tels que certains HAP, 1’ Aroclor 1254®, 1a 2,3,7,8-TCDD ou la B-naphtoflavone
multiplie I'activité EROD hépatique d'un facteur 10 & 150 (Burke et al., 1985). Sur le terrain,
les conditions sont trés différentes, puisque 1'on a affaire & des mélanges de polluants plus ou
moins biodisponibles et & un mode d'exposition mal connu et tres variable (ingestion, contact,
inhalation...). Le taux d'induction de l'activité EROD observé lors d'études de terrain ne
dépasse pas 1,5 et 8 fois. Des souris sauvages (Reithrodontomys fulvescens) capturées sur un
site contaminé par des PCB montrent des activités deux 2 trois fois supérieures a celles de
souris provenant d'un site non contaminé (Lubet et al., 1992) alors que des campagnols
(Microtus arvalis) provenant d'un site contaminé par des dioxines (PCDD/PCDF) ont des
activités EROD augmentées de seulement 1,5 3 2,1 fois (Schrenk et al., 1991). Les deux
activités PROD et BROD spécifiques des isozymes CYP2B ont été moins couramment
utilisées dans ce type d'étude. Elangbam ez al. (1991b) ont mis en évidence des différences
significatives des activités EROD, PROD et BROD mesurées sur des rats (Sigmodon
hispidus) vivant sur une décharge contaminée par des produits toxiques ; selon les travaux de
Dickerson et al. (1994), I'activité EROD hépatique des souris capturées sur un site contaminé
par des HAP (57 ppm de naphtaléne) est augmentée 1,5 fois, alors que l'activité PROD n'est
pas significativement modifiée. Cependant, les activités EROD et PROD hépatiques de
mulots (Apodemus flavicollis) provenant d'une zone urbaine industrielle sont supérieures 2
celles mesurées chez des mulots provenant d'une zone non industriclle (Bhatia et al., 1994).
Nos résultats sont en accord avec ces différentes études, puisque nous avons pu observer
I’induction des activités EROD, PROD et BROD hépatiques (x 2 A 8) chez les surmulots
capturés sur le site de Replonges.

Sur ces mémes animaux, nous avons mis en évidence la réponse d'activités
cytochrome P-450 dépendantes dans le poumon. Le niveau des activités monooxygénases que
nous avons mesuré chez les rats de laboratoire est analogue aux valeurs trouvées dans la
littérature et refléte l'activité constitutive de différentes formes de cytochromes P-450
pulmonaires. Nos résultats montrent que 'activité EROD pulmonaire est induite 3 & 4,5 fois
chez des rats sauvages vivant sur un site contaminé par divers polluants inducteurs de
cytochrome P-450. Cela confirme les résultats de Beebe ef al. (1992) qui ont montré
expérimentalement que I'activit¢ EROD pulmonaire était plus fortement induite que l'activité
hépatique chez des souris traitées par une seule dose d'Aroclor 1254®. Par contre,
I'administration orale (dans la nourriture) de faibles doses de 2,3,7,8-TCDD (1,5 a 150
ng/kg/jour pendant 65 jours) & des souris entraine l'augmentation des activit€és EROD
hépatiques et pulmonaires, respectivement 87,9 et 39,5 fois (De Vito et al., 1994). Les
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polluants inducteurs présents dans le sol du site de Replonges sont biodisponibles dans le
poumon, par exposition directe (inhalation) ou indirecte (par la voie sanguine). L'activité
EROD pulmonaire est un biomarqueur d'exposition plus sensible que I’activité hépatique.

La teneur en cytochrome P-450 hépatique n'est pas modifiée chez les rats de sexe
males et les résultats obtenus chez les femelles sont assez ambigus. Sur le terrain, il est rare
que la teneur en cytochrome P-450 soit modifiée de maniére significative (Elangbam et al.,
1991b).

Les radicaux oxygénés peuvent étre produits dans l'organisme par le fonctionnement
de certaines isoformes de cytochrome P-450, comme les CYP2B et CYP2EI ; la plupart des
¢tudes portent sur le rble de I'induction du CYP2E1 par 1'éthanol, la peroxydation lipidique et
les pathologies du foie (Kappus, 1985). Les seules études écotoxicologiques portant sur le
stress oxydant ont été effectuées dans le domaine aquatique (Babo & Vasseur, 1992). Nous
avons montré€ ici que l'expression du CYP2E1 (mesurée par 1'activité 4-NP hydroxylase) et les
activités antioxydantes n'étaient pas modifies chez les rats capturés sur le site pollué de
Replonges mais il est possible que des radicaux libres soient générés par d'autres processsus.

Les inconvénients présentés par 1'étude de terrain (exposition non contrdlée, difficulté
de capture, proximité du site...) nous ont conduits 3 mettre au point une nouvelle
méthodologie d'exposition de rats & des sols pollués au laboratoire sans administration forcée.

I1. MESURE DE BIOMARQUEURS ENZYMATIQUES CHEZ DES RATS EXPOSES
A DIFFERENTES LITIERES DE SOLS

IL1. Exposition & des sols non contaminés : activités monooxygénases
I1.1.1. Résultats

Les activités alkoxyrésorufine O-désalkylases mesurées chez les rats exposés pendant trois
jours 2 une liti¢re de sciure ou de sol SO ne sont pas différentes de celles mesurées sur une
litiere de sol ISO, a I'exception de I'activité PROD pulmonaire du lot sciure (tableau 15).
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Figure 40 : Activités EROD (A), PROD (B) et BROD (C) hépatiques mesurées sur les
) méles en

fractions microsomales de rats de laboratoire (1) ou de rats sauvages ( &
fonction de la durée de leur exposition a une lititre composée de sciure ou de différents
sols prélevés a Replonges. Activités moyennes + erreur type. Les astérisques *, ** et ***
représentent les valeurs significativement différentes des valeurs obtenues avec le sol témoin,
avec p<0,05, p<0,01 et p<0,001, respectivement (test ¢ de Student). Pour chaque lot de rats de
laboratoire, n = 4 ; pour les rats sauvages, n = 5 (sciure), n = 9 (sol témoin) ou n = 8 (sol
ReplIII).



Tableau 15 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques et pulmonaires de rats SD méles exposés durant 88 + 2 h a des litieres non

contaminées.

Organe Litiere n EROD PROD BROD

Foie I1SO 4 26,6 + 542 29 + 0,85 43 + 0,66
Sciure 4 26,5 + 433 34 + 0,76 4,6 + 0,34
) 4 278 + 3,22 30 + 0,08 47 + 0,52

Poumon  ISO 4 0,66 + 0,31 73 + 1,09 155 + 19,80
Sciure 4 0,73 + 0,24 115 + 290 a 247 + 89,50
SO 4 0,39 + 0,16 59 + 1,61 117 + 9,97

Activités moyennes exprimées en pmol/min/mg de protéines * écart type.
a Moyenne significativement différente de la valeur obtenue sur le sol ISO, p<0,05, test r de Student.

I1.1.2. Discussion

La tourbe pouvant contenir des composés inducteurs (Kopponen et al., 1993), nous avons
préféré vérifier que le sol ISO n'avait pas de capacité inductrice D'une maniere générale, les
sols ISO et SO ne provoquent pas de modification significative des activités monooxygénases
hépatiques et pulmonaires et pourront &tre utilisés comme sol témoin et/ou matrice de
dilution.

I1.2, Exposition au sol pollué Repl.III : activités monooxygénases et
activités antioxydantes

I1.2.1. Résultats
I1.2.1.1. Mise au point du protocole d'exposition en laboratoire

La mise au point de ce nouveau protocole a été réalisée en utilisant les deux sols prélevés 2
Replonges, 2 savoir le sol t¢moin et le sol contaminé Repl.III (décrits dans le tableau 10). Des
rats de laboratoire ont été exposés 2 une litiere de sol témoin ou de sol pollué Repl.II dilué
avec le sol témoin ou non dilué, pendant une durée variable (de 1 A 60 jours). Les inductions
parfois exprimées en "taux d'induction” correspondent au rapport "activité moyenne mesurée
sur sol pollué/activité moyenne mesurée sur lititre de sol témoin".

Les activités EROD, PROD et BROD hépatiques et pulmonaires mesurées chez les
rats exposés au sol témoin pendant trois jours ne sont pas différentes des activités mesurées
chez des rats maintenus sur une lititre de sciure, pour les males (figures 40 et 41) comme
pour les femelles (figure 42). Ces activités ne sont pas significativement modifiées jusqu'a 60
jours d'exposition au sol témoin. Le sol témoin ne provoque pas davantage de modification
des activités enzymatiques de défense contre le stress oxydant, mesurées sur les fractions
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mesurées dans les fractions

cytosoliques de rats de laboratoire SD méles, en fonction de la durée de leur exposition & des

litidres composées de sciure (K), de sol témoin (E3) ou de sol RepLIII ( B). Activités moyennes
* emreur type. Les astériques * et ** représentent les valeurs significativement différentes de celles

obtenues avec le sol témoin, avec p<0,05 et p<0,01, respectivement (test 7 de Student). N
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cytosoliques de foie et de poumon chez des rats de sexe méle exposés durant trois jours
(figure 43).

L'exposition de rats de laboratoire méles au sol pollué Repl.III provoque une induction
significative de l'activité EROD hépatique (figure 40A) : une exposition d'un jour suffit 2
induire cette activité d'un facteur 5,5. L'induction maximale est obtenue aprés une exposition
de trois jours (taux d'induction de 7) puis elle diminue progressivement au cours du temps
d'exposition. Au soixanti¢me jour d'exposition, 1'activité EROD est encore significativement
induite (activité 4 fois plus élevée que celle du témoin correspondant). Chez les femelles,
l'activité EROD est induite dans les mémes proportions que chez les maéles (taux
d'induction = 6), aprés une exposition de trois jours (figure 42A). L'induction de 1'activité
EROD hépatique est dose-dépendante, comme le montre le taux d'induction (x 4,5) observé
chez les rats exposés au sol ReplIHl dilué & 50% pendant trois jours (figure 40A). Les
activités PROD et BROD hépatiques évoluent d'une fagon similaire en fonction de la durée
d'exposition (figures 40B et 40C). Leur induction est également maximale aprés trois jours
d'exposition, puis leur activité décroit et rejoint 'activité de base, bien que les rats soient
encore maintenus sur le sol pollué. Cependant, ces deux activités sont moins fortement
induites que l'activité EROD, puisque leurs taux d'induction maximale sont de 1,7 et 3 (PROD
et BROD respectivement). L'activit¢ BROD montre, 2 I'instar de I'activité PROD, une relation
dose-réponse (figure 40C).

L'activité EROD pulmonaire est trés fortement induite (de 16 & 28 fois) chez les rats
de laboratoire méles exposés au sol Repl.III durant un & trois jours, respectivement (figure
41A). L'activité induite est stable au cours du temps, puisqu'elle est encore de 21 et 33 fois
supérieure au témoin au 30°™e et au 60°™e jours d'exposition (respectivement). Chez la
femelle, l'activité est multipliée par 38 aprés une exposition de trois jours (figure 42B).
L'activit¢ EROD pulmonaire ne montre pas de relation dose-réponse chez les méles (figure
41A). Les activités PROD et BROD pulmonaires ne sont pas modifiées lors de 1'exposition au
sol pollué, 3 I'exception d'une 1égere inhibition aux deuxitme et trenti®éme jours (PROD) et au
premier jour BROD), et d'une induction au soixantitme jour (figures 41B et 41C). Chez les
femelles, ces activités ne sont pas significativement modifiées au troisitme jour d'exposition
(figure 42B).

Les activités enzymatiques hépatiques et pulmonaires de défense contre le stress
oxydant, mesurées chez les rats de laboratoire de sexe méle, ne sont pas trds sensibles 3
I'exposition au sol pollué (figures 43A et 43B). On observe sculement une légdre
augmentation de 1'activité catalase hépatique a 7, 30 et 60 jours, des activités SOD, GSH-Px
et Se-GSH-Px pulmonaires a 14 jours et une inhibition de I'activité GSH-Px hépatique 2 3
jours.

En résumé, les activités monoxygénases EROD, PROD et BROD hépatiques et EROD
pulmonaires mesurées sur des rats de laboratoire exposés pendant une durée variable au sol
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Repl.III sont induites des le premier jour, avec un maximum d'induction au troisi®me jour
d'exposition. L'activité EROD pulmonaire est induite plus fortement et plus durablement que
l'activité EROD hépatique. Les activités antioxydantes mesurées dans le foie, le poumon ou le
sang ne montrent pas de modification significative méme aprés une exposition de longue
durée (2 mois).

IL.2.1.2. Comparaison des activités monooxygénases des rats de
laboratoire et des rats d'origine sauvage

Des rats sauvages €levés en laboratoire ont ét€ exposés 2 des litieres de sciure, de sol témoin
et de sol RepLIIl. Les rats sauvages des deux sexes ont des activités EROD hépatiques de
base similaires aux activités mesurées chez les rats de laboratoire (figures 40A et 42A). Par
contre les activités PROD et BROD sont 1,5 a 2 fois plus élevées chez les rats sauvages males
(figures 40B et 40C). Chez les femelles, la différence entre les deux groupes de rats est moins
marquée (figure 42A). L'exposition des rats sauvages au sol pollué Repl.III durant trois jours
provoque l'induction de ces trois activités hépatiques, parfois dans des proportions différentes
de celles des rats de laboratoire : ainsi, les activités EROD (mailes et femelles) et BROD
(méles) sont deux fois moins fortement induites (x 2,8, x 2,6 et x 1,4 respectivement).

L'activit¢ EROD pulmonaire de base est plus faible chez les rats sauvages des deux
sexes que chez les rats de laboratoire. Alors que cette activité est autant induite chez le rat
sauvage que chez le rat de laboratoire méle (environ 30 fois, figure 41A), les rats sauvages
femelles montrent une réponse beaucoup plus faible (induction x 8,5 seulement, soit 4 fois
moins que la souche de laboratoire ; figure 42B). Comme pour les rats de laboratoire, les
activités PROD et BROD des rats sauvages ne sont pas significativement modifiées par
I'exposition au sol pollué pendant trois jours (méles et femelles).

I1.2.1.3. Activités monooxygénases : mise en évidence d'une relation
dose-réponse

La dilution au 1/2 du sol Repl.III avec le sol témoin avait mis en évidence l'existence d'une
relation dose-réponse pour les activités hépatiques et l'activité EROD pulmonaire. Afin
d’étudier pus en détail la relation dose-réponse, des rats de laboratoire ont été exposés
pendant trois jours et une nuit 2 des litieres de sol artificiel ISO (lot témoin) ou des litiéres
composées de sol Repl.III dilué avec le sol ISO ou non dilué. Les résultats sont présentés dans
les tableaux 16 et 17.

L'activit¢ EROD hépatique est induite 3,7 fois lors de I'exposition des rats au sol
Repl.III non dilué (tableau 16) ; elle n'est plus significativement induite & partir de la dilution
au 1/328me_ Les activités PROD et BROD sont significativement induites (x 2,6 et x 1,5
respectivement), mais moins fortement que l'activité EROD obtenue avec le sol non dilué.
Comme pour l'activité EROD, la derni¢re dilution provoquant encore I'induction significative
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de l'activité PROD est le 1/32me, mais l'activité BROD n'est déja plus significativement
induite par la dilution au 1/8%me,

Tableau 16 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques de rats méiles SD exposés durant 88 + 2 h au sol Repl.III dilué ou non avec le sol ISO.

Repl. I1I EROD PROD BROD
Litiere Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activitt (1) Ind(2)
ISO 2497 + 4,74 - 221 £0,74 - 4,29 + 1,33 -

Repl.II1/32 30,05 + 2,61 1,2 3,29 £0,71 L5 447 + 1,12 1,0
Repl.II1/16 39,59 £3,16 a 16 3,75 +£0,65 1,7 525 + 1,28 1,2
ReplL.II1/8 3595 £6,18 a 14 3,22 £0,50 15 497 + 0,79 1,2
Repl.II/4 5524 £ 1064 a 2,2 387 £1,51 1.8 612+ 1,10 a 14
ReplII/2 69,51 + 1490 a 28 6,19 +032 a 238 707 £09 a 1,7
ReplIIl 91,86 + 16,25 a 3,7 5,78 0,87 a 2,6 628 + 1,10 a 1,5

(1) Activité exprimée en pmol/min/mg de protéines + écart type.
(2) Taux d'induction = activité moyenne mesurée sur sol Repl.III dilué ou non/activité moyenne mesurée sur sol ISO.
a Activité moyenne significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

Q& & & 8o

Le sol RepL.III non dilué provoque I'induction de l'activité EROD pulmonaire d'un
facteur 26 (tableau 17). L'activité EROD est encore significativement induite par la plus forte
dilution testée (1/32). L'exposition au sol non dilué ou dilué au 1/2 ne provoque aucune
modification significative des activités PROD et BROD pulmonaires (tableau 17).

Tableau 17 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
pulmonaires de rats méiles SD exposés durant 88 + 2 h au sol RepLIII dilué ou non avec le sol
ISO.

Repl. IT EROD PROD BROD
Litiere Activité (1) Ind(2) Activi¢ (1) Ind(2) Activitt(l) Ind(2)
ISO 1,11 £ 0,31 - 729 + 0,85 - 141,01 £+ 11,2 -

ReplII1/32 573 £291 a 52 380+060 a 05 9191 +183 a 07
Repl.HI/16 973 £1,76 a 88 14,11+270 a 1,9 171,95 + 10,5 1,2
ReplL.III/8 792 £234 a 71 608 £245 08 143,95 + 28,6 1,0
Repl.NII/4 1294 £ 2,17 a 116 3311060 « 0,5 110,32 £ 22,7 038
ReplIII/2 1542 £ 368 a4 139 581+2,28 08 109,51 + 44,3 0,8
ReplIll 2867 +339 a 258 697157 10 12468 + 243 0,9

1) Activité exprimée en pmol/min/mg de protéines + écart type.
(2) Taux d'induction = activité moyenne mesurée sur sol Repl.III dilué ou non/activité moyenne mesurée sur sol ISO.
a Activité moyenne significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

Le logarithme des activités EROD hépatiques et pulmonaires, PROD et BROD
hépatiques est fortement corrélé (p<0,001) au logarithme du pourcentage de sol Repl.III dans
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la lititre de sol ISO (figure 44). Avec les activités PROD et BROD pulmonaires, la
corrélation n'est pas significative.

11.2.2. Discussion

La réussite d'une étude de terrain dépend en premier lieu de la capture d'un nombre suffisant
d'animaux sur le site contaminé et sur le site de référence afin que les résultats soient
statistiquement exploitables : si certains auteurs ont réussi A capturer plusieurs dizaines
d'animaux, d'autres se sont contentés de quelques individus (moins d'une dizaine de méme
sexe et de méme espece ; Decat et al., 1985 ; Batty et al., 1990 ; Elangbam et al., 1991b ;
Lubet et al. 1992 ; Pascoe et al., 1994). L’utilisation d’animaux encagés pallie cet
inconvénient : Dickerson et al. (1994) ont encagé des campagnols (le nombre d'animaux n'a
pas été précisé€) pendant 7 jours sur un site contaminé par des HAP (naphtaléne). Les auteurs
ont observé une induction de l'activité¢ EROD d'un facteur 7. A notre connaissance, il n'existe
pas d'autres mesures d'activités monooxygénases chez des petits mammiferes terrestres
encagés.

Nous avons donc voulu développer une autre approche présentant les avantages d'une
exposition par des voies naturelles mais dans des conditions contr6lées Nos résultats montrent
que l'exposition de rats de laboratoire au sol contaminé de Replonges (contenant
essenticllement des HAP et des hydrocarbures lourds) induit ou inhibe plusieurs activités
alkoxyrésorufine O-désalkylases hépatiques et pulmonaires. Ces résultats confirment ceux
obtenus lors de 1'étude de terrain. L'exposition des rats au sol témoin, prélevé A proximité du
site, ne provoque pas de modification des activités de base, bien que ce sol soit 1égerement
contaminé par des HAP (cf. tableau 10). L'induction des activités EROD, PROD et BROD
hépatiques et EROD pulmonaire se manifeste d&s le premier jour d'exposition, ce qui montre
la biodisponibilit€ tres rapide des polluants. L'induction faible, mais significative, des
activités PROD et BROD hépatiques a &t€ mise en évidence dans quelques études de terrain
(Elangbam et al., 1991b ; Bhatia et al., 1994). 1 peut s'agir d'un phénoméne marginal df 2
l'induction du CYP1A1l (Burke et al., 1985 ; De Jongh et al., 1993) ou A la présence
d'inducteurs de CYP2B (Lubet ez al., 1990). L'activité BROD est plus sensible 2 I'induction
des CYP1A que l'activit¢ PROD, plus spécifique des CYP2B (Ayrton et al., 1990).
Cependant, ces activités sont toujours moins induites que l'activité EROD, méme dans des
conditions d'induction optimales (Lubet et al., 1990). Les activités PROD et BROD
pulmonaires, inhibées par les inducteurs de CYP1A hépatiques (Beebe et al., 1995), ne
peuvent pas étre utilisées comme biomarqueur d'exposition.

Le degré d'induction des différentes activités est plus faible chez les rats sauvages que
chez les rats de laboratoire. Ce résultat n'est pas trés surprenant, puisqu'il a été établi qu'il
existe des différences de sensibilité importantes liées 3 la souche de rats ou de souris
(Rampersaud & Waltz, 1987). L'induction est également plus faible chez les femelles que
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chez les males ; des différences de sensibilité liées au sexe avaient déja été remarquées lors
d'études expérimentales (Vodicnick et al, 1981) ou de terrain (Elangbam et al., 19910 ;
Henneman et al., 1994).

Les rats que nous avons exposés au sol RepL.IIIl montrent une induction de l'activité
EROD plus forte et plus persistante dans le poumon que dans le foie. Le méme phénomene
avait €t€ observé par Beebe et ses collaborateurs, bien que la dose, la voie d'exposition et la
nature des agents inducteurs aient &té différentes : 4 faible dose (100 mg/kg d'Aroclor 1254®,
i.p.), l'induction du CYP1A1 pulmonaire (x 30) était nettement plus sensible que I'induction
hépatique (x 2) mais elle était du méme ordre i forte dose (x 40-45 avec 500 mg/kg ; Beebe et
al., 1992) ; la méme observation avait €t¢ faite avec la 2,3,7,8-TCDD (5 et 50 nmol/kg ;
Beebe et al., 1990). L'activité EROD pulmonaire est particulierement sensible aux inducteurs
de CYP1Al, ce qui en fait un excellent biomarqueur d'exposition.

La réponse des activités monooxygénases dépend de la durée d'exposition.
Contrairement aux résultats expérimentaux obtenus aprés une exposition par voie orale 3 de
faibles doses d'Aroclor 1254® (Lubet ef al., 1990), I'induction des activités monooxygénases
hépatiques diminue lorsque I’exposition au sol Repl.III est prolongée au deld de trois jours.
L'injection 2 des rats (i.p., 3 2 96 mg/kg, 2 jours consécutifs) d'extraits de sol (48 mg/ml de
PCB) prélevé sur une décharge provoque, 24 heures apres la dernire injection, 1'induction
significative des activités EROD et PROD hépatiques 2 partir de la dose 12 mg/kg
(respectivement, 18 et 3 fois), mais ces activités atteignent rapidement un plateau (3 partir de
36 ppm et 48 ppm, EROD et PROD respectivement ; Hansen et al., 1995). Les activités
monooxygénases de rats traités en continu avec de I'Aroclor 1254® par voie orale montrent
une relation dose-dépendante, méme aprés 84 jours de traitements 3 des doses de 100 ppm
(Dragnev et al.,, 1994). Dans nos conditions, les raisons de la baisse d'induction sont
indéterminées. Les rats sont exposés de fagon continue mais la biodisponibilité des polluants
a pu étre réduite par I'apport de matiere organique (féces).

Les activités des enzymes antioxydantes ont également ét¢ mesurées chez les rats
exposés 2 des litieres de sol ReplIII, mais les quelques modification significatives de
certaines de ces enzymes dues 2 la présence des polluants ne permettent pas de les préconiser
comme biomarqueur sensibles d'exposition ou d'effet. Cependant, il est intéressant de noter
que la pollution de ce sol n'a pas d'effet mesurable important sur la défense antioxydante
(enzymatique) des animaux exposés dans nos conditions expérimentales. La mesure de
l'activité glutathion S-transférase aurait pu &tre intéressante du fait de son inductibilité par les
xénobiotiques et de son role d'enzyme de phase 11

A partir de ces résultats, nous avons finalement mis au point un protocole unique qui
peut se résumer par l'exposition en cages de polycarbonate de rats de laboratoire SD méles
(200-220 g) sur une litiere de sol pollué, en parallele avec un sol non pollué. L'exposition dure
trois jours et une nuit (88 + 2 h) dans une piece climatisée a3 22 + 2°C et avec une
photopériode de 12 h. Les animaux sont nourris et hydrat€s normalement. A partir de ce
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Figure 45 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (’A), PROD (B) et
BROD (C) hépatiques et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIII présent dans la
litiere de sol ISO. Activités mesurées sur les fractions microsomales de rats de laboratoire
miles exposés A différentes litidres durant 88 + 2 heures. N = 80, coefficients de
détermination, 72 : 0,680 (A), 0,230 (B), 0,337 (C), p<0,001.



protocole, nous avons pu comparer la réponse des rats de laboratoire et des rats sauvages. En
pratiquant des dilutions avec une matrice non contaminée, nous avons aussi pu étudier les
relations dose-réponse des activités monooxygénases avec différents sols et différentes
matrices de dilutions.

IL3. Exposition au sol pollué SIII : activités monooxygénases
IL.3.1. Résultats
IL3.1.1. Mise en évidence d’une relation dose-réponse

Trois séries d'essais indépendants ont été menées avec le sol SIII et ses dilutions avec le sol
ISO. Pour des raisons techniques (ultracentrifugeuse en panne), les organes de la série 2 ont
di étre congelés 2 -80°C avant la préparation des fractions subcellulaires. Afin d'éviter deux
congélations et décongélations successives, les activités ont été mesurées immédiatement
apres la préparation des fractions microsomales. Les activités hépatiques et pulmonaires sont
présentées dans les tableaux 18 et 19, respectivement.

L'activité EROD hépatique est induite dans les trois séries par le sol SIII non dilué,
avec des taux d'induction de 2,9 (séries 1 et 2) et 5,4 (série 3). L'induction est significative
jusqu' la dilution du sol SIIT au demi (série 2), au quart (série 1) ou au 1/8*me (série 3). Dans
la série 3, l'activité PROD n'est jamais significativement modifiée par le sol SIII ou ses
dilutions alors que dans les deux autres séries, on observe une augmentation significative de
cette activité (jusqu'aux dilutions au quart). L'exposition au sol SIII non dilué ne provoque pas
d'augmentation de I'activité PROD supérieure 2 celle observée avec le sol SII dilué au 1/2
voire au 1/4 (niveau d'induction compris entre 1,2 et 2,5).

L'activit¢ BROD présente un profil d'induction différent de celui de 1a PROD : les
séries 1 et 3 montrent des résultats trés semblables, avec une augmentation de I'activité en
fonction de la teneur en sol SIII, sans qu'il y ait de plateau. La sériec 2 montre une
augmentation de cette activité plus importante que dans les deux autres séries et un plateau est
observé a partir de la dilution 1/2. Malgré ces divergences d’une série 2 I’autre, le
regroupement des trois séries met en évidence l'existence d'une forte corrélation (p<0,001)
entre le logarithme des activités EROD, PROD et BROD et le logarithme du pourcentage de
sol SHI dans la litiere (figure 45).
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Tableau 18 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques de rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 * 2 h au sol SIII et & ses dilutions
avec le sol 1SO.

Litiere EROD PROD BROD
% sol
Dilution &y Série n Activitt (1) Ind(2) Activité¢ (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)
ISO 0 1 8 24,7 14,74 - 2,35 £ 0,85 - 3,81 + 0,78 -
2 4 3271559 - 2,55 + 0,57 - 4,35 £ 0,73 -
3 4 225 11,69 - 258 £+ 0,4 - 3,64 + 0,37 -
Sti/64 1,56 2 4 3401724 1,0 3,65 + 0,66 1.4 788 +230 2 1,8
3 4 246 1267 1,1 2,32 £ 0,52 0,9 3,57 £ 0,58 1,0
S11/32 3,13 1 4 249 1172 1,0 2,84 + 0,64 1,2 4,63 + 0,06 1,2
2 4 296 14,60 0,9 402 + 1,14 1,6 6,10 + 0,19 14
3 4 339 4,24 1,5 3,72 £ 0,51 14 549 + 042 1,5
S1r/16 6,25 1 4 203 1732 1,2 2,17 £ 0,55 0,9 4,80 £+ 0,83 1,3
2 4 386 14,75 12 434 £ 050 a« 1,7 718 £ 105 a 1,7
3 4 283 13,29 13 3,37 £ 0,28 1,3 544 + 0,33 1,5
S111/8 12,5 1 8 32,014.80 1,3 298 + 0,81 1,3 496 + 1,62 1,3
2 3 3511663 1,1 341 + 0,74 13 774 £ 0,39 a 1,8
3 4 3591493 216 3,18 + 0,69 1,2 4,70 + 0,54 1,3
SI/4 25 1 4 397 1941 316 461 £ 0,88 a 2,0 5,72 £ 0,90 15
2 4 41,6 16,56 1,3 459 £ 1,16 a 1,8 9,19 + 1,55 a 2,1
3 4 6631906 229 3,86 + 0,31 1,5 645 £ 085 a 18
S11/2 50 1 4 574 112,69 2 23 490 £ 1,57 a 2,1 7,15 £ 1,78 19
2 4 709 1563 322 617 £ 0,34 a 24 12,37 £ 1,77 a 28
3 4 702 117,72 2 3,1 3,15 £ 0,84 1,2 649 £ 148 a 18
SlIpur 100 1 4 724 113,97 2 29 452 £ 0,70 a 19 898 + 3,37 2 24
2 4 959 1821 229 532 +£0,59 a2l 12,66 + 4,38 a 29
3 4 1209 123,69 32 54 3,77 £ 0,79 1,5 8,68 + 3,30 a 24

1) Activité exprimée en pmol/min/mg de protéines + écart type.
(2) Taux d'induction = activité moyenne mesurée sur sol SIII dilué ou non/activité moyenne mesurée sur sol ISO.
a Activité moyenne significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

L'activité EROD pulmonaire est induite par le sol SIII non dilué (taux d'induction compris
entre 9,1 et 12), et par plusieurs de ses dilutions avec le sol ISO. La derniére dilution
induisant de manigre significative I'activité EROD est le 1/4 (série 3), le 1/8me (série 2) ou le
1/16%me (série 1). L'augmentation de cette activité est fortement corrélée (p<0,001) 2 1a teneur
en sol SIII (figure 46A). Les activités PROD et BROD pulmonaires sont inhibées par le sol
SIII non dilué et, selon la série, inhibées avec quelques dilutions de ce sol. Seule la série 2
montre des inductions significatives, avec les dilutions les plus fortes. L'inhibition de I'activité
BROD est fortement corrélée au logarithme de 1a teneur en sol SIII (p<0,001, figure 46C), ce
qui n'est pas le cas pour l'activité PROD (p=0,19, figure 46B).
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Tableau 19 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
pulmonaires de rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 = 2 h au sol SIII et a ses
dilutions avec le sol ISO.

Litiere EROD PROD BROD

% sol
Dilution SII  Sérien Activit¢ (1) Ind (2)  Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)

ISO 0 1 8 092+040 - 738 + 1,08 - 1458 + 18,5 -
2 4 093022 - 451 + 056 - 54,5 £ 12,5 -
3 4 094+040 - 801 £ 147 - 167,8 + 409 -
Snr/64 156 2 4 354106 38 562 £1,35 1,3 86,7 +£333 16
3 4 108038 12 540 £ 050 40,7 76,7 £ 10,7 a 0,5
SI11/32 313 1 4 1281057 14 922 + 148 21,3 1240 +£239 09
2 4 227060 25 635 £203 14 1320 +481 a24
3 4 15+036 16 581 +088 20,7 1128 +240 2 0,7
SI/16 625 1 4 230048 a25 827 +143 1,1 1437172 1,0
2 4 315+105 34 852 +223 19 1268 +268 a23
3 4 1621032 17 834 +111 10 1254 +255 08
SHi/8 125 1 8 3111062 234 706 £ 1,01 1,0 1303 +267 09
2 4 377 £180 a4l 659 £ 1,09 215 1186 209 a22
3 4 250+%052 27 622 £08 08 1331%21,7 08
SI/4 25 1 4 39 £099 243 740 £ 1,70 1,0 1352 +467 09
2 4 463172 a50 949 +330 42,1 1373 +30,1 225
3 4 470111 50 855162 11 1652 +390 1,0
smi2 50 1 4 652+247 a7l 788 £075 1,1 1174 £278 08
2 4 98 1249 a10,7 1140 £ 154 22,5 1820 +301 43,3
3 4 351076 a37 454 £ 052 206 949 206 a 06
SHI pur 100 1 4 925+364 al00 468 +043 206 343 +85 a02
2 4 11,15+120 2120 473 £064 al,l 737 +221 14
3 4 86015 a91 450 £ 0,74 406 494 144 203

1) Activité exprimée en pmol/min/mg de protéines  écart type.
(2) Taux d'induction = activité moyenne mesurée sur sol SIII dilué ou non/activité moyenne mesurée sur sol ISO.
a Activité moyenne significativement différente de la valeur obtenue avec le so0l ISO, test de Dunnett, p<0,05.

En bref, le sol SIII, essenticllement contaminé par des PCB et des métaux, induit
significativement les activités EROD, PROD et BROD hépatiques et l'activité EROD
pulmonaire, et inhibe les activités PROD et BROD pulmonaires. La dilution de ce sol avec le
sol standard ISO a montré I'existence d'une forte corrélation entre les activités EROD, PROD
et BROD hépatiques et ’activit4 EROD pulmonaire et la teneur en sol SIII dans la lititre.
L’inhibition de l'activité BROD pulmonaire est corrélée A la teneur en sol SIIL Les derni¢res
dilutions modifiant significativement les différentes activités sont le plus souvent différentes
d'une série A 'autre et d'un organe 2 l'autre. L'activit€¢ EROD pulmonaire est plus sensible que
I'activité EROD hépatique, mais le phénoméene inverse est observé avec les activités PROD et
BROD.
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IL3.1.2. Influence de la matiére organique sur la biodisponibilité
des polluants inducteurs

Quatre lots de rats ont été exposés au sol ISO, au sol SIII, ou au sol SIII dilué au 1/2 avec du
sol ISO ou du sable. Les résultats sont présentés dans les tableaux 20 et 21.

L'exposition des rats au sol SIII non dilué ou dilué au 1/2 avec du sable provoque
I'induction significative des activités EROD, PROD et BROD hépatiques (tableau 20). La
dilution avec le sol ISO induit seulement les activités EROD et PROD d'une maniére
significative. Les activités EROD et BROD hépatiques mesurées sur les rats exposés au sol
SIII dilué avec le sol ISO sont significativement inférieures 2 celles mesurées sur les rats
exposés au sol SIII non dilué. L'activité EROD hépatique des rats exposés au sol SIII dilué
avec le sol ISO n'est pas significativement différente de celle mesurée sur les rats exposés au
sol SIII dilué avec du sable (p = 0,056). La dilution avec du sable ne modifie pas 1l'induction
des activités EROD et PROD observée avec le sol SIII pur mais diminue significativement
I'activité BROD.

Tableau 20 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques de rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 + 2 h au sol SIII non dilué ou dilué
avec le sol ISO ou avec du sable.

Dilution Matricede n EROD PROD BROD

du sol SIII dilution
- ISO 3 308 + 1,87 4,13 £ 0,90 4,06 + 0,65
172 ISO 3 676 £ 59 ab 664 £ 125 a 543 £ 107 »
12 Sable 3 1105 + 2728 a 709 £ 2,12 4 726 £ 125 ab
1 - 3 1201811 a 850 £ 0,77 a 1,14 £ 195 a

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.
a valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le 50l ISO, test ¢ de Student, p<0,05.
b valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIII, test ¢ de Student, p<0,05.

Au niveau pulmonaire, seul le sol SIII non dilué inhibe I'activité PROD. L'activité BROD
inhibée par le sol SIII non dilué ou dilué avec du sable n'est pas significativement différente
entre les deux lots. Les trois lititres contenant le sol SIII induisent I'activit¢ EROD
pulmonaire ; I'activité EROD mesurée sur les rats exposés au sol SIII dilué avec le sable ou le
sol ISO n'est pas significativement différente de celle obtenue sur les rats exposés au sol SIII
non dilué (p>0,05).
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Tableau 21 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
puimonaires de rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 + 2 h au sol SIII non dilué ou
dilué avec ie sol ISO ou avec du sable.

Dilution Matricede n EROD PROD BROD

du sol SIII dilution
- ISO 3 1,20 £ 0,17 433 £ 0,24 100,1 + 24,8
12 ISO 3 550 + 126 a 3,78 + 1,40 824 + 198 »
12 Sable 3 1290 + 566 a 296 + 1,37 577+ 114 a
1 - 3 11,36 £ 231 a 1,73 £ 0,65 a 345+ 92 a4

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.
a valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test ¢ de Student, p<0,05.
b valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIII, test ¢ de Student, p<0,05.

Si I'on compare les résultats obtenus avec le sol SIII dilué au 1/2 avec du sable ou du
sol ISO, la matiére organique du sol ISO ne diminue pas significativement la biodisponibilité
des polluants inducteurs. La dilution du sol SIIT au 1/2 avec du sable ne diminue pas
l'intensité des inductions EROD et PROD hépatiques et EROD pulmonaires observées avec le
sol non dilué.

I1.3.2. Discussion

L'activité EROD est induite par les PCB coplanaires non substitués en position ortho et par
les PCB mono- ou di-substitués en cette position ; ces derniers sont des inducteurs mixtes, car
ils induisent aussi les CYP2B. Beebe et al. (1992) avaient déja montré que 1'activité BROD
pulmonaire était inhibée par certains congéneres de PCB (le congéneres #1035 par exemple)
malgré la présence de composés inducteurs de CYP2B1 dans le poumon. Ce phénomene ne
serait pas lié A l'affinit€ du congénére inhibiteur pour le récepteur Ah, car la 2,3,7,8-TCDD n'a
pas cet effet inhibiteur (Beebe et al., 1990). L'inhibition du CYP2B1 a ét€ observée par
d'autres auteurs, aprés administration i.p. ou intratrachéale d'Aroclor® 1254 ou de B(a)P
(Mitchell ez al., 1987).

La reproductibilité des résultats n'est pas toujours trés satisfaisante lors de la
réplication des séries d'exposition, notamment pour I'induction de I'activit¢ EROD hépatique.
Le fait que les animaux et les échantillons de sol étaient différents pour chaque série peut
expliquer en partie ces divergences, mais la variabilit€ de la réponse elle-méme peut Etre mise
en cause. En effet, Nims et al. (1992) ont répété deux fois la méme expérience, qui consistait
2 mesurer I'activité EROD dans le foie de rats traités par de I'Aroclor 1254® par voie orale
pendant 7 jours : 3 la plus forte dose (33 ppm), l'activité EROD est induite 22 ou 37 fois (611
et 1024 pmol/min/mg prot.) selon l'expérience considérée ; a la dose de 10 ppm, les
inductions sont respectivement.de 6,5 et 8,4 fois, ce qui correspond approximativement 2 la
variabilité d'induction que nous avons pu observer.
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I1.4. Exposition au sol pollué SIV : activités monooxygénases

I1.4.1. Résultats

I1.4.1.1. Mise en évidence d'une relation dose-réponse

Dilutions avec le sol ISO

Deux séries d'exposition indépendantes ont été réalisées avec le sol SIV, contaminé
par des HAP (séries 1 et 2). L'exposition au sol SIV non dilué provoque une forte induction
de l'activité EROD hépatique (x 13,5), identique pour les deux séries (tableau 22).

Tableau 22 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques de rats de laboratoire SD méiles exposés durant 88 + 2 heures au sol SIV et ses

dilutions avec le sol ISO.
Sol SIV EROD PROD BROD
Litigre Série n Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)
1SO 1 4 334 +£ 284 - 3,56 + 0,18 - 498 + 1,06 -
2 4 305 210 - 4,50 + 0,29 - 553 £ 08 -
SIv/128 2 4 343 £ 4,65 1,1 3,86 + 0,36 0,9 4,69 £ 0,21 0,9
SIv/i6d 1 4 247 +£542 a (07 228 + 034 a 0,7 430 £+ 1,24 09
2 4 209 + 490 1,0 262 £ 038 a 06 391 + 0,38 0,7
SIV/32 1 4 272 + 480 1,1 3,10 + 0,59 09 466 £ 066 09
2 4 234 +340 1,3 3,11 £ 0,42 0,7 548 + 0,86 1,0
SIv/16 1 4 29,0 + 3,08 1,0 3,25 + 0,55 0,9 428 *+ 0,74 0,9
2 4 1386 £ 190 14 4,03 + 048 09 572 £ 0,64 1,0
SIV/8 1 4 270565 23 286 +.043 08 409 + 055 08
2 4 29,1 % 7,60 1,0 3,04 + 045 0,7 446 + 186 08
SIv/4 1 4 29,1 £ 286 0,9 3,23 + 0,63 0,9 3,73 £ 0,32 0,8
2 4 434 £470 a 14 454 + 1,11 1,0 595 + 1,54 1,1
SIVR2 1 4 723 +104 a 22 465 £ 095 a 13 548 + 0,71 1,1
2 4 688 + 122 a 23 4,78 + 0,95 1,1 562 £+ 083 a 1,0
SIV pur 1 4 4470 % 78,5 a 13,4 944 + 0,79 a 2,7 1221 + 1,31 a 25
2 4 4136 + 443 a 13,6 996 £ 1,79 a 2,2 1528 + 1,16 a 2,8

(1) Activité moyenne + écart type exprimée en pmol/min/mg de protéines.
(2) Induction = activité moyenne mesurée sur le sol SIV dilué ou non/activité moyenne mesurée sur le sol ISO.
a Moyenne significativement différente de la valeur obtenue sur sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

Apres une dilution au 1/2 avec le sol ISO, l'activité chute et n'est plus que doublée par rapport
A l'activité de base. Les dernieres dilutions induisant une augmentation significative de
I'activité EROD sont au 1/2 ou au 1/4 (série 1 et 2, respectivement). Les activités PROD et
BROD hépatiques sont moins fortement induites par le sol SIV (x 2,2 3 x 2,8), mais
l'induction est significative. La dilution du sol SIV au 1/2 avec le sol ISO diminue ces
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activités de moitié. Ces trois activités sont corrélées 2 la teneur en sol SIV dans la litiére
(p<0,001), mais la relation n'est pas linéaire (figure 47).

Tableau 23 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
pulmonaires de rats de laboratoire SD méiles exposés durant 88 + 2 heures au sol SIV et ses

dilutions avec le sol ISO.
Sol SIV EROD PROD BROD
Litidre Série n Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activit¢ (1) Ind (2)
ISO 1 4 0,6 + 0,25 - 7,62 + 148 - 149,5 + 23,5 -
2 4 1,0 £ 047 - 6,84 + 1,14 - 68,5 + 18,7 -
SIV/128 2 4 2,0 £ 0,89 33 6,66 + 0,74 0,9 113,1 + 13,7 2 0,8
SIV/64 1 4 2,1 + 0,54 35 6,84 + 0,62 0,9 1072 £ 17,7 2 0,7
2 4 14 0,16 14 4,62 + 0,99 0,7 483 + 9,5 0,7
SIvVi32 1 4 28 £ 1,12 a 46 8,02 + 1,70 1,1 106,2 + 222 a 0,7
2 4 23 £ 0,58 23 504 + 1,21 0,7 672 £252 10
SIvV/16 1 4 52 £ 1,78 8,6 8,36 £ 1,33 1,1 1157 £ 98 a4 0,8
2 4 39 £ 0,73 38 6,72 *+ 1,56 1,0 81,5 £ 5,5 1,2
SIV/8 1 4 69 * 0,74 11,4 6,05 £ 1,83 0,8 688 £ 251 20,5
2 4 55 +097 a 45 6,37 £ 0,55 0,9 728 £ 13 1,1
SIV/4 1 4 23,6 £205 39,3 8,57 £ 1,65 1,1 1150 + 174 2 08
2 4 84 + 1,22 8.3 5,70 + 0,60 0,8 544 £ 33 0.8
SIvV2 1 4 425 6,02 70,7 5,61 + 1,36 0,7 809 + 14,1 2 0,5
2 4 269 +468 26,6 744 + 1,55 1,1 83,6 + 8,7 1.2
SIV pur 1 4 470 + 526 78,3 432 + 035 a 0,6 69,3 £ 130 20,5
2 4 383 +532 37,9 2,76 £ 063 a 04 374 £ 97 0,6

(1) Activité moyenne + écart type exprimée en pmol/min/mg de protéines.

(2) Induction = activité moyenne mesurée sur le sol SIV dilué ou non/activité moyenne mesurée sur le sol ISO.

a Moyenne significativement différente de la valeur obtenue sur sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

L'induction de l'activité EROD pulmonaire par le sol SIV est trés forte (x38, série 1 et
x 78, série 2 ; tableau 23). Contrairement 2 ce qui a été observé dans le foie, la dilution avec le
sol ISO ne provoque pas de chute brutale de cette activité. Au contraire, on observe une sorte
de plateau entre la dilution 1/2 (voire 1/4 pour la série 2) et le sol SIV non dilué. Les dilutions
au 1/32%me (série 1) et au 1/128%me (série 2) induisent encore significativement cette activité.

Une excellente corrélation (p<0,001) est établie entre cette activité et le pourcentage
de sol SIV dans la litiere (figure 48A). Les activités PROD et BROD montrent des profils
d'induction peu cohérents, mais leur inhibition est corrélée 2 la teneur en sol SIV (p<0,05,
figures 48B et C)
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Dilutions avec du sable

Une seule série d'exposition au sol SIV dilué avec du sable a été réalisée. Les résultats
sont présentés dans les tableaux 24 et 25.

L'activit¢ EROD hépatique est augmentée d'un facteur 30 avec le sol SIV non dilué.
La dilution au 1/3 du sol SIV diminue l'induction par un facteur 3,4, et une seconde dilution
au 1/3 diminue cette activité d'un facteur 4,4. La dilution au 1/27%me est la dernire 2 induire
significativement l'activité EROD hépatique. Les activités PROD et BROD sont induites par
le sol SIV pur et dilué au 1/3. L'augmentation de ces trois activités est corrélée a la dilution du
sol SIV avec le sable, avec p<0,001 (figure 49).

Tableau 24 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées dans les fractions microsomales
hépatiques de rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 + 2 heures au sol SIV ou ses
dilutions avec du sable.

Litiere EROD PROD BROD
% de
Dilution sol SIV Activité (1) Ind(2)  Activité (1) Ind(2)  Activité (1) Ind (2
Sable 0 28,5 + 328 - 2,40 + 0,50 - 4,12 + 1,37 -
SIv243 041 30,4 * 4,16 1,1 2,67 + 0,49 1,1 3,88 £ 0,40 09

SIV/81 1,23 30,7 £ 4,77 11 282 + 045 1,2 4,64 + 0,34 1,1
SIv/27 3,70 51,6 + 10,84 « 1,8 326 £ 0,32 14 492 + 0,76 1,2
SIVP 11,11 57,7 £ 11,58 2 2,0 4,17 £ 0,76 1,7 524 + 091 13
SIvA3 33,33 250,6 + 54,22 a 8,8 707 £ 1,62 a 30 834 £ 168 a 20

SIv 100 844,7 + 133,6 a 29,7 10,71 £ 2,22 a 4,5 17,68 £ 1,79 a 43

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.
a Activité moyenne significativement différente de la valeur obtenue sur le sable, test de Dunnett, p<0,05.

L'activité¢ EROD pulmonaire est induite 46 fois par le sol SIV non dilué (tableau 25). Le
plateau, déj observé lors des dilutions avec le sol ISO, est accentué lorsque le sol SIV est
dilué avec du sable : la dilution au tiers provoque la méme induction que le sol non dilué, et 1a
dilution au 1/9¥m€ provoque encore une induction par un facteur 32. La dilution au 1/243%me
permet encore d'induire 2,5 fois 'activité EROD pulmonaire. La corrélation entre I'induction
de cette activité et la teneur en sol SIV dans la litidre est établie (p<0,001), mais la relation ne
doit pas étre considérée comme linéaire. Les activités BROD et PROD sont inhibées par le sol
SIV non dilué (PROD et BROD) et dilué au 1/3 (PROD) et l'inhibition est corrélée 2 la teneur
en sol SIV (p<0,01, figure 50).
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Tableau 25 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées dans les fractions microsomales
pulmonaires de rats de laboratoire SD miéles exposés durant 88 + 2 heures au sol SIV ou ses
dilutions avec du sable.

Litiere EROD PROD BROD

% de
Dilution sol SIV Activité (1) Ind(2)  Activité (1) Ind(2)  Activité (1) Ind (2

Sabie 0 1,38 + 0,49 - 7,79 £ 1,59 - 113,16 + 37,3 -

SIvVi243 041 342+08 a25 641 * 0,99 038 109,45 % 26,0 1,0
SIVA81 1,23 405 +122 a 29 6,74 * 0,40 09 112,75 + 26,9 1,0
SIVR27 3,70 1551 + 7,51 a 11,2 6,25 * 1,86 0.8 100,43 + 35,6 0.9
SIve 11,11 439 + 1024 a 31,8 6,52 + 1,13 0.8 118,49 + 26,3 1,1
SIvi3 33,33 62,54 £ 8,15 a 453 563 £033 a 0,7 94,52 + 18,2 038

SIv 100 63,58 £ 3,68 a 46,0 442 + 044 a 06 5397 £ 12,5 a 0,5

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.
a Activité moyenne significativement différente de la valeur obtenue sur le sable, test de Dunnett, p<0,05.

En résumé, le sol SIV non dilué est tres fortement inducteur des activités EROD hépatiques et
pulmonaires. Les activités EROD, PROD et BROD hépatiques et I’activité¢ EROD pulmonaire
sont fortement corrélées 2 la teneur en sol SIV dans la litiere (p<0,001) ; la corrélation est
moins bonne pour I'inhibition des activités PROD et BROD pulmonaires (p<0,05).
Cependant, ces relations dose-réponse ne sont pas linéaires : la dilution du sol SIV avec le sol
ISO diminue trés rapidement la biodisponibilité des polluants inducteurs au niveau du foie,
alors que l'activit¢ EROD pulmonaire atteint un plateau d'induction entre la dilution au 1/4 et
le sol non dilué. La dilution du sol SIV avec du sable permet d'obtenir une relation plus
linéaire entre la dose et les activités hépatiques, mais le plateau est plus accentué pour
I'activité EROD pulmonaire.

I1.4.1.2. Influence de la matiére organique sur la biodisponibilité
des polluants inducteurs

Cinq lots de rats ont été exposés aux sols ISO, SIV, SIV dilué au 1/2 avec du sable ou avec un
mélange sable et kaolin (80:20) ou sable et tourbe (90:10). Les résultats sont présentés dans
les tableaux 27 et 28.

L'activité¢ EROD hépatique est induite par toutes les litieres contenant du sol SIV
tableau 27). L'induction obtenue avec le sol SIV dilué€ au 1/2 est toujours significativement
inférieure A celle obtenue avec le sol SIV non dilué. La dilution avec le sable provoque une
induction supérieure aux deux autres dilutions. La lititre contaminée contenant du kaolin
provoque une induction égale 2 20% seulement de I'induction observée avec le sol SIV dilué
avec du sable, et significativement plus faible que la litiere contenant de la tourbe. Les
activités PROD et BROD ne sont pas modifiées par le sol SIV dilué avec du sable et du
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kaolin. La dilution au 1/2 avec du sable résulte en la méme induction que le sol non dilué,
mais 1’ajout de tourbe fait diminuer I’induction de 45% par rapport A I’induction observée
avec le sol dilué avec du sable (activités PROD et BROD) ou avec le sol SIV non dilué
(activit¢ BROD).

Tableau 27 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques de rats de laborateire SD méles exposés durant 88 + 2 h au sol SIV non dilué ou dilué
au 1/2 avec différentes matrices.

Dilution Matricede =n EROD PROD BROD
du sol SIV dilution
- ISO 3 276 £ 0,9 3,19 £ 0,14 4,1 + 0,15

12 Sable +kaolin 3 1089 + 258 abcd 434 + 085 cd 50+ 099 bcd
12 Sable+tourbe 3 327,7 + 136 abc 675 £ 0,66 ac 84 £ 0,78 abc
112 Sable 3 5756390 ab 1023 + 1,57 a 119 £ 046 a

1 - 3 12260 £ 2200 « 792 + 283 a 234+ 523 a

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.

a valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

b valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIV, test ¢t de Student, p<0,05.

c valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIV dilué avec le sable, test ¢ de Student, p<0,05.

d valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIV dilué avec le sable et la tourbe, test ¢ de Student,

Pp<0,05.

L’activit¢ EROD pulmonaire est fortement induite par toutes les lititres contaminées (tableau
28). Lorsque le sol SIV est dilué au 1/2, I'induction est plus faible que lorsqu'il est utilisé sans

Tableau 28 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
pulmonaires de rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 + 2 h au sol SIV non dilué ou
dilué au 1/2 avec différentes matrices.

Dilution Matricede n EROD PROD BROD
du sol SIV dilution

- ISO 3 20+ 06 743 £ 0,76 1322 + 14,2

172 Sable + kaolin 3 38,7 £ 123 ab 695 + 0,96 » 1074 + 258

172 Sable + tourbe 3 587 68 ab 6,77 = 1,31 871+ 26 ab
12 Sable 3 543 £ 61 ab 6,40 + 0,37 82,766 a
1 - 3 774+ 49 a 459 + 0,37 a 689+ 70 a

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.
a valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.
b valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIV, test ¢ de Student, p<0,05.

dilution. L'ajout de tourbe ou de kaolin ne modifie pas significativement l'induction observée
lors d'une dilution du sol SIV avec du sable seul. L’activité PROD pulmonaire n’est inhibée
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que par le sol SIV non dilué, mais I’activité¢ BROD est inhibée lors de I’exposition 2 toutes les
litieres ne contenant pas de kaolin.

11.4.2. Discussion

Nos résultats ont montré que les activités monooxygénases, et particulierement l'activité
EROD hépatique et pulmonaire, étaient fortement induites chez les rats exposés au sol SIV.
Dans le poumon, l'activité EROD est rapidement saturée lorsque la litiere contient une forte
proportion de sol SIV, bien qu'elle ne soit pas 2 son taux d'induction maximal (Beebe et al.,
1990).

Les HAP sont des molécules planes et certains d'entre eux sont de trés bons inducteurs
des CYPI1A : les HAP comportant plus de 4 cycles condensés (B(a)P, B(b)F, B(k)F,
dibenz(a)anthracéne...) sont inducteurs de CYP1Al, alors que les HAP comportant 3 cycles
(phénanthréne, fluoréne, anthracéne, acénaphténe, acénaphtyléne...) sont de bons inducteurs
de CYP1A2, par un mécanisme Ah-indépendant (Chaloupka et al., 1995). Roos et al. (1996)
ont montré que ’activité EROD hépatique n’était pas augmentée chez des rats traités par
I’ingestion d’un sol contaminé par 1.813 ppm de HAP comprenant 2 3 4 cycles, alors qu’avec
des sols contenant des HAP de plus grande taille (pour une concentration voisine en HAP
totaux) induisaient cette activité 40 a 360 fois. Cependant, les HAP de 2 a 4 cycles doivent
tout de méme étre pris en considération dans I’évaluation du risque, car ils peuvent €tre
transformés en métabolites mutagenes ou toxiques par les CYP1A1 (Goldstein & Faletto,
1993 cités par Roos et al., 1996).

La dilution du sol SIV avec le sol ISO a montré que la mati¢re organique diminuait
fortement la biodisponibilité des HAP présents dans le sol SIV. Ce phénoméne bien connu est
dd a I'adsorption des composés hydrophobes sur la mati¢re organique. Nos résultats peuvent
s'expliquer par les travaux de deux équipes qui ont étudié 1'absorption cutanée du B(a)P
marqué, in vivo et in vitro : Yang et al. (1989) ont mesuré l'absorption de B(a)P marqué, dans
de l'huile de pétrole brut pure ou adsorbée sur du sol. Les fractions argileuses et limoneuses
renferment la majorité du carbone organique et les composés lipophiles y sont fortement liés.
La biodisponibilité du B(a)P dans I'huile est d'environ 36% ; lorsque I'huile est adsorbée sur le
sol, la biodisponibilité est de 8 2 9% seulement. Les particules de matiére organique de petite
taille (< 50 um) sont prioritairement présentes 2 la surface de la peau et la pénétration du
B(a)P 2 partir du sol dépend essentiecllement de la premiere couche de sol appliquée : une
application épaisse n'augmente pas la quantité de B(a)P absorbée par la peau. Les résultats
obtenus in vitro sur des fragments de peau humaine ou ir vivo sur des singes (avec du B(a)P
ou du phénanthréne) donnent des résultats comparables (Wester et al. 1990 ; Kadry et al.,
1995). Le phénanthréne adsorbé sur du sol est plus disponible par la voie digestive que par la
voie dermique (Kadry et al., 1995).
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Nos résultats ont montré que la biodisponibilité des HAP est augmentée dans le
poumon lorsque les dilutions sont effectuées avec du sable, mais il est difficile de déterminer
si cela est dii uniquement a la présence de davantage de composés inducteurs dans la
circulation sanguine ou si la biodisponibilité est également augmentée au niveau alvéolaire.
La fraction inhalable d'un sol est composée de particules <10 pm en majorité composées de
matiére organique (argile) et ces particules ont un fort pouvoir de rétention des composés
organiques, comme 1'ont montré Nessel et al. (1992) avec la 2,3,7,8-TCDD. Les mémes
auteurs ont mis en évidence la forte biodisponibilité (au niveau hépatique) de la dioxine
présente dans ces particules aprés instillation trachéale : la teneur en cytochrome P-450 et
l'activité AHH hépatique sont augmentées dans les mémes proportions qu'apres instillation de
particules d'oxyde de gallium (0,7 £ 0,5 um, substrat inerte) contaminées par la méme
quantité¢ de TCDD.

IL.5. Exposition a des sols artificiellement contaminés : activités

monooxygénases
I1.5.1. Résultats

Les rats ont été exposés  des lititres de sols SO, SI, SII, SIT ou SII" non dilués. Seuls les rats
exposés au sol SI ont montré une perte d'appétit, qui s'est traduit par une diminution
significative du poids du foie (tableau 29). Seule I'activité EROD est modifiée par I'exposition
A ces sols : le sol SI contaminé par des métaux et le sol SII' contaminé par 250 mg/kg de
B(a)P induisent significativement l'activit¢ EROD et la teneur en cytochrome P-450
hépatique. Mais si I'on exprime l'activit¢ EROD en pmol/nmol de cytochrome P-450, ces
inductions ne sont plus significatives. L'activit¢ EROD pumonaire est induite 6,5 fois par le
sol SIT'.
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Tableau 29 : Activités EROD, PROD et BROD hépatiques et pulmonaires et teneur en
cytochrome P-450 hépatique mesurés dans les fractions microsomales et poids des organes de
rats de laboratoire SD méles exposés durant 88 + 2 h & différents sols contaminés
artificiellement.

Organe  Sol Poids (1) ERQOD (2) PROD (2) BROD(2) P-450 (3)

Foie S0 125 £1,0 26,74 * 4,35 2,08 £ 0,61 402 + 1,11 087 £ 0,03
SI 92 +13 b 3795 £6,83 a 3,01 £0,67 488 + 0,88 1,07 £ 0,11 a
SI 12,9 £0,5 34,88 + 4,49 2,82 + 0,39 4,37 £ 0,36 09 + 0,04
so* 12,8 £0,8 33,88 + 6,05 2,71 £ 0,22 447 = 0,51 09 + 0,15
S 12,6 £1,1 3509 £ 4,81'a 2,67 £ 0,43 433 £070 1,07 £0,11 o

Poumon SO 14 £0,1 1,30 + 0,30 4,55 = 1,05 90,7 = 21,3 ND
SI 1,3 £0,2 0,74 £ 0,06 585 £ 080 1245 £ 29,5 ND
SII 14 £0,1 1,08 + 0,46 432 + 1,44 86,2 * 32,6 ND

s 14 £0,1 1,14 + 0,34 6,21 + 1,38 110,3 % 20,0
SIT 1,5 £0,1 681 + 134 a« 591 + 0,73 96,0 + 12,9

(1) Poids moyen en grammes,

(2) Activités moyenne t écart type exprimées en pmol/min/mg de protéines

(3) Teneur moyenne + écart type exprimée en nmol/mg de protéines

a : activité moyenne différente de la valeur obtenue sur le sol SO, test de Dunnett, p<0,05
b : poids moyen différent de celui du lot SO, test ¢ de Student, p<0,01.

ND
ND

I1.5.2. Discussion

L'induction de 1'activité EROD et du cytochrome P-450 par le sol SI est pour le moins
surprenante, les métaux présents étant habituellement connus pour bloquer l'action ou la
synthese des cytochromes P-450. Les polluants présents dans les sols SII et SII" (800 ppm de
phénanthréne) ou SII' (250 ppm de B(a)P) ne sont pas de bons inducteurs. Leur concentration
est voisine ou supérieure 2 la teneur totale en HAP présents dans le sol SIV (238 ppm) ou
RepL.III (88 ppm). Le sol SIV contient 32,5 ppm de B(a)P et le sol Repl.III en contient 4,4
ppm ; 1a teneur en phénanthréne dans le sol RepLIII est de 8,6 ppm.

La faible capacité d'induction des sols artificiellement contaminés peut s'expliquer par :
a) le caracttre faiblement inducteur du phénanthréne, qui ne comporte que 3 cycles
benzéniques (Chaloupka et al., 1995) et/ou b) I'absence d'interactions entre différents HAP
et/ou d'autres polluants présents dans le sol SIV.

Les chlorophénols présents dans le sol SII ne modifient pas l'activité inductrice
(indétectable) du phénanthréne (sol SII™).
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I1.6. Exposition aux sol SIII et SIV par inhalation : activités

monooxygénases

Dans le but de déterminer le role de l'inhalation de produits volatils dans I'exposition des rats
aux sols SIIT et SIV, nous avons exposé des rats 1 cm au dessus d'une litiére de sol ; la
séparation est faite par un grillage, qui évite le contact direct entre les rats et le sol, et par 1a
méme évite 1a formation de poussitres.

IL6.1. Résultats

Les rats ont &t exposés durant trois jours au dessus d'une litire de sol ISO, SIII ou SIV. Les
résultats sont présentés dans le tableau 30. L'exposition des rats aux sols SIII et SIV dans ces
conditions ne provoque aucune modification significative des activités monooxygénases
hépatiques. Au niveau pulmonaire, seule l'activité EROD est significativement induite par
I'exposition au sol SIV (x 1,25).

Tableau 30 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques et pulmonaires de rats de laboratoire SD miles exposés par inhalation aux sols ISO,
SHI et SIV durant 88 + 2 h.

Organe Sol EROD PROD BROD

Foie ISO 3691 + 5,07 3,05 £ 032 498 + 0,94
S 31,80 £ 7,53 3,10 + 0,66 519 £ 0,77
SIv 3093 + 6,98 3,19 + 0,98 473 £ 0,79

Poumon ISO 0,60 t 0,05 6,38 + 0,68 1305 + 22,6
S 0,65 *+ 0,05 693 = 1,96 1169 + 43,8
SIv 075 £ 007 a 597 + 1,35 109,1 + 359

Activité moyenne exprimée en pmol/min/mg de protéines.
a valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnett, p<0,05.

I1.6.2. Discussion

Lors d'une exposition avec contact direct, ingestion, absorption percutanée et inhalation
interviennent, mais il est difficile de déterminer la part de chacune des voies. Le sol SIII n'est
pas inducteur sans contact direct avec les rats, mais l'activitt EROD pulmonaire est
augmentée significativement par le sol SIV ; I'induction est seulement de 1,25 fois. Cette
induction peut &tre considérée comme négligeable si on la compare au taux d'induction
mesuré lors d'une exposition directe (compris entre 38 et 78). Lors des expositions sur la
litidre, I'induction pulmonaire est donc probablement liée & I'exposition par la voie sanguine et
par inhalation de poussitres.
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III. RECHERCHE D'ADDUITS A L'ADN HEPATIQUE ET PULMONAIRE CHEZ
DES RATS EXPOSES A DIFFERENTES LITIERES DE SOL POLLUE

Comme nous l'avons vu précédemment, I'activité EROD est induite dans le foie et le poumon
des rats exposés aux sols RepL.III et SIV pendant 88 + 2 heures. L'induction du CYP1A1 étant
souvent responsable de la formation de métabolites réactifs, une relation entre l'induction de
l'activité EROD et l'induction de la formation d'adduits & I'ADN dans ces organes mériterait
d'étre recherchée.

Les adduits ont été détectés par la méthode de post-marquage au y[32P]-ATP des
nucléotides modifi€s (ou adduits) présents dans des hydrolysats d'ADN obtenus a partir d'un
pool d'homogénats de foie ou de poumon de rats, suivie d'une chromatographie
bidimensionnelle et d'une révélation par autoradiographie. La mesure de la radioactivité des
taches permet la quantification des adduits exprimée en nombre d'adduits par 109 nucléotides
(Nv).

D'une fagon générale, il est fréquent d'observer des taches sur les autoradiogrammes
témoins. La présence de ces adduits endogeénes peut €tre expliquée par 'effet de molécules
endogenes susceptibles de se lier 2 I'ADN ou de facteurs environnementaux liés 2 la
nourriture ou l'atmosphére. L'impact des xénobiotiques dans les essais se manifeste
généralement par une amplification des adduits endogénes et/ou par 'apparition de nouveaux
adduits. Dans ce cas, on considére que le xénobioﬁque utilisé dans ces essais a des
potentialités génotoxiques.

IT1.1. Résultats
ITL1.1. Rats exposés au sol Repl.ITI

Les essais ont été effectués en duplicat pour chaque pool de foie et de poumon (2 rats par pool
et par lot). Le profil des autoradiogrammes obtenus pour les duplicats sont identiques et nous
n'avons présenté ici qu'un autoradiogramme pour chaque essai (figure 51) mais I'ensemble des
résultats est consigné dans les tableaux 31 et 32.

II1.1.1.1. Détection d'adduits dans le foie

Les autoradiogrammes obtenus 2 partir de I'ADN de foie de rats exposés au sol témoin ISO et
au sol pollué Repl.III sont présentés sur la figure 51 (A et B). Les taches majeures numérotées
1, 2, 3 et 4 sont détectées aussi bien chez les rats exposés au sol témoin (A) que chez les rats
exposés au sol pollué (B) mais leur intensité est différente. Sept taches mineures (a, b, ¢, d e,
f, g) sont également détectées sur les autoradiogrammes du lot témoin et huit taches mineures
(numérotées de a A h) sont repérées sur les autoradiogrammes du lot Repl.III.
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Figure 51 : Autoradiogrammes des adduits obtenus a partir de I'ADN de foie (A et B) et de poumon

(C et D) de rats de laboratoire SD males exposés pendant 88 £ 2 h au sol témoin ISO (A et C) ou au
sol pollué Repl.III (B et D). Les autoradiogrammes ont été exposés pendant 24 h.




La quantification des adduits correspondant aux taches majeures est présentée dans le
tableau 31. Les essais ont ét€ dupliqués, mais nous nous sommes basés sur les moyennes pour
effectuer les calculs de taux d'induction des adduits. Un total de 54 adduits pour 10° Nt a été
mesuré dans le foie du lot témoin, contre 102 adduits/10% Nt dans le foie du lot Repl.II, soit
une induction de deux fois. Les taches mineures repérées sur l'autoradiogramme du lot témoin
représentent 21 adduits pour 10° Nt et les taches mineures correspondant au lot Repl.III
représentent 48 adduits pour 10° Nt. Seule une tache mineure nouvelle (h) a été détectée dans
le foie des rats exposés au sol pollué ; l'effet principal provoqué par le sol pollué est
I'amplification de la quahtité d'adduits endogenes qui est de I'ordre de 2, aussi bien pour les
adduits majeurs que pour les mineurs.

Tableau 31 : Quantification des adduits correspondant aux taches majeures repérées sur les
autoradiogrammes obtenus & partir des ADN de foie de rats de laboratoire SD méles exposés
pendant 88 + 2 h au sol témoin ISO ou au sol pollué Repl.III. Les essais ont été dupliqués.

Lot Témoin Repl.I Taux
N°tache | Essail [Essai2 Moyenne| Essail Essai2 Moyenne| d'induction
1 13 8 10,5 4 4 24 2,3
2 18 31 24,5 36 40 38 1,6
3 0 4 2 11 0 55 2,8
4 13 21 17 34 36 35 2,1

Total 44 64 54 125 80 102,5 9

Les valeurs sont exprimées en nombre d'adduits pour 107 Nt.
Le taux d'induction correspond au nombre moyen d'adduits mesurés dans 1'essai divisé par le nombre moyen d'adduits
mesurés dans le témoin.

Parall¢lement A la détection des adduits, 1'activité EROD a été mesurée dans les fractions
microsomales obtenues a partir des pools dhomogénats : elle est de 55 pmol/min/mg de
protéines dans le lot t¢moin et de 283 pmol/min/mg de protéines dans le lot Repl.III, soit une
induction de 5.

I11.1.1.2. Détection d'adduits dans le poumon

Les autoradiogrammes correspondant aux essais effectués sur le poumon sont présentés sur la
figure 51 (B et C). Cinq taches majeures, numérotées de 1 & 5 et cinq taches mineures (a, b, c,
d, e) sont détectées dans le poumon des lots témoin et Repl.III. Leur intensité est variable et la
quantification des adduits correspondant aux taches majeures est présentée dans le tableau 32.

Dans le lot témoin, une moyenne de 63 adduits pour 10° Nt a été obtenue ; cetie
quantité est doublée dans le lot Repl.III (127 adduits/10° Nt). Les taches mineures
représentent 16 adduits pour 10° Nt dans le lot témoin et 27 adduits pour 109 Nt dans le lot
Repl.II, ce qui représente une induction de 1,7 fois. L'activit¢ EROD mesurée dans le lot
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Figure 52 : Autoradiogrammes des adduits
obtenus a partir de I'ADN de foie de rats de
laboratoire SD males exposés pendant 88+ 2 h a
la matrice témoin sable (A), au sol pollué SIV
(B) ou au sol SIV dilué au 1/2 avec du sable (C).
Les autoradiogrammes ont été exposés pendant
40 h.




témoin est de 1,8 pmol/min/mg de protéines, contre 35,0 pmol/min/mg de protéines dans le
lot Repl.I11, soit une induction de 19 fois.

Tableau 32 : Quantification des adduits cerrespondant aux taches majeures repérées sur les
autoradiogrammes obtenus & partir des ADN de poumon de rats de laboratoire SD méles
exposés pendant 88 + 2 h au sol témoin ISO ou au sol pollué Repl.IIl. Les essais ont été

dupliqués,

Lot Témoin Repl.III Taux
N°tache | Essai 1 [Essai2 Moyenne | Essail Essai2 Moyenne| d'induction

1 9 7 8 11 29 20 25
2 36 40 38 55 54 54,5 14
3 0 0 0 0 9 4,5 -
4 10 11 10,5 20 20 20 1,9
5 6 7 6,5 31 25 28 4,3
Total 61 65 63 117 137 127 2,0

Les valeurs sont exprimées en nombre d'adduits pour 109 Nt.
Le taux d'induction correspond au nombre moyen d'adduits mesurés dans I'essai divisé par le nombre d'adduits mesurés
dans le témoin.

En résumé, le taux d'induction de la formation d'adduits dans I'ADN de foie et de poumon de
rats exposés au sol Repl.III est significatif et de 'ordre de deux, que ce soit pour les taches
majeures ou mineures. On peut considérer ce résultat comme significatif et estimer que le sol
Repl.III a un effet génotoxique sur les organes des animaux traités. Bien qu'il n'existe pas de
similitude entre le taux d'induction d'adduits et le taux d'induction de l'activité EROD, on peut
néanmoins envisager 1'existence d'une relation de cause 2 effet entre ces deux marqueurs.

II1.1.2. Rats exposés au sol SIV

Dans cette expérience, un essai de détection des adduits a été€ réalisé pour chaque pool (3 rats
par pool et par lot).

II1.1.2.1. Détection d'adduits dans Ie foie

Les autoradiogrammes présentés sur la figure 52 correspondent aux adduits détectés dans le
foie de rats exposés 2 la matrice témoin sable (A) ou au sol pollué SIV non dilué (B) ou dilué
au 1/2 (C) avec du sable. Dans le lot témoin, cinq taches (numérotées de 1 A 5) ont été
détectées, mais deux taches supplémentaires (n° 6 et 7) ont ét€ mises en évidence dans 'ADN
de foie des rats exposés au sol SIV non dilué ou dilué au 1/2.

La quantification des adduits est présentée dans le tableau 33. La somme des adduits
correspondant aux cinq taches présentes dans le lot témoin est de 49 adduits pour 10° Nt. A
partir des sept taches, un total de 73 adduits pour 10° Nt et de 105 pour 10° Nt a ét éobtenu
dans le foie des rats exposés au sol SIV dilué au 1/2 ou non dilué, respectivement.
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Figure 53 : Autoradiogrammes des adduits obtenus a partir de I'ADN de poumon de rats de
laboratoire SD mailes exposés pendant 88 £ 2 h a la matrice témoin sable (A), au sol pollué SIV (B),
au sol pollue SIV dilué au I/2 avec du sable (C) ou au sol SIV dilué au 1/4 avec du sable (D). Les
autoradiogrammes ont été exposés pendant 40 h.



L'exposition au sol SIV induit de deux fois la formation d'adduits hépatiques ; I'induction est
de 1,5 fois avec le sol SIV dilué au 1/2. Les taches n° 6 et 7 sont d'une intensité comparable
dans les deux lots de rats exposés au sol pollué.

Tableau 33 : Quantification des adduits correspondant aux taches repérées sur les
autoradiogrammes obtenus 2 partir des ADN de foie de rats de laboratoire SD méles exposés
pendant 88 £ 2 h A du sable ou aux sols pollué SIV ou SIV dilué au 1/2 avec du sable.

Témoin SIV pur SIV dilué au 1/2
N°tache | Nombre | Nombre Taux Nombre Taux
d'adduits | d'adduits d'induction| d'adduits d'induction
1 6 11 1,8 12 2,0
2 6 10 1,7 9 1,5
3 17 35 2,1 22 1,3
4 14 33 24 16 1,1
5 4 8 20 8 2,0
6 0 2 - 2 -
7 0 6 - 4 -
Total 47 105 2,2 73 1,6

Les valeurs sont exprimées en nombre d'adduits pour 10° Nt.
Le taux d'induction correspond au nombre d'adduits mesurés dans 1'essai divisé par le nombre d'adduits
mesurés dans le témoin.

L'activitt EROD mesurée sur les fractions microsomales obtenues 3 partir des
homogénats est du méme ordre de grandeur que celle mesurée précédemment sur des rats
exposés au sol SIV (cf tableau 24) : l'activité du lot témoin est de 41,2 pmol/min/mg de
protéines ; l'activité mesurée sur les lots SIV et SIV dilué au 1/2 est respectivement de 1.072
et 528 pmol/min/mg de protéines, soit une induction respective de 26 et 13 fois.

IT1.1.2.2. Détection d'adduits dans le poumon

Les autoradiogrammes correspondant aux essais réalis€s sur le poumon sont présentés sur la
figure 53. Deux taches (n° 1 et 2) ont été détectées dans 'ADN de poumon de rats exposés 2
du sable (A) ; deux taches supplémentaires (n° 3 et 4) ont été mises en évidence dans I'ADN
de poumon de rats exposés au sol SIV (B). Dans les poumons de rats exposés au sol SIV dilué
au 1/2 (C) ou au 1/4 (D) avec du sable, sept taches (numérotées de 1 & 7) ont pu étre
détectées.

La quantification des adduits est présentée dans le tableau 34. Les deux taches
détectées dans le lot témoin contiennent un total de 30 adduits pour 109 Nt. Dans les taches
correspondant aux lots SIV non dilué, SIV dilué au 1/2 et SIV dilué au 1/4, la quantification
totale est respectivement de 34, 46 et 13 adduits pour 10° Nt. La quantité totale d'adduits dans
I'ADN des poumons exposés aux sols pollués n'est pas significativement différente de celle
mesurée dans ' ADN pulmonaire du lot témoin.
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Les taches 3 4 7 apparaissent uniquement sur les autoradiogrammes obtenus 2 partir
des poumons de rats exposés aux sols pollués et sont donc des adduits nouveaux
probablement induits par la présence des polluants du sol SIV. Les résultats obtenus dans le
cas de l'essai B (sol SIV non dilué) sont & premiére vue surprenants dans la mesure ou d'une
part, le nombre d'adduits est inférieur & celui obtenu avec le sol dilué (au 1/2 ou au 1/4) et
d'autre part, le nombre total d'adduits est voisin de celui obtenu dans l'essai témoin.

Tableau 34 : Quantification des adduits correspondant aux taches repérées sur les
autoradiogrammes obtenus & partir des ADN de poumon de rats de laboratoire SD males
exposés pendant 88 £ 2 h & du sable ou aux sols pollué SIV, SIV dilué au 1/2 avec du sable ou
SIV dilué au 1/4 avec du sable.

Témoin SIV pur SIV dilu€ au 1/2 SIV dilué au 1/4
N°tache | Nombre | Nombre Taux Nombre Taux Nombre Taux
d'adduits | d'adduits d'induction| d'adduits d'induction]d'adduits d'induction
1 4 8 2,0 6 1,5 1 0,3
2 26 23 0,9 24 09 5 0,2
3 0 3 - 3 - 1 -
4 0 5 - 6 - 3 -
5 0 0 - 4 - 2 -
6 0 0 - 2 - 0 -
7 0 0 - 1 - 1 -
Total 30 39 1.3 46 1,5 13 0.4

Les valeurs sont exprimées en nombre d'adduits pour 10° Nt.

Ltéfnom;x d'induction correspond au nombre d'adduits mesurés dans l'essai divisé par le nombre d'adduits mesurés dans le
L'activité EROD pulmonaire montre également un profil semblable a celui déja observé avec
des rats exposés au sol SIV dilué avec du sable, & savoir 'existence d'un plateau : avec une
activité sur le lot témoin égale 2 4,7 pmol/min/mg de protéines, les activités mesurés sur les
lots SIV, SIV dilué au 1/2 et SIV dilué au 1/4 sont, respectivement, de 43,9, 43,1 et 44,3
pmol/min/mg de protéines. Bien que ces activités soient proches de celles déja mesurées, les
taux d'induction sont 4 fois plus faibles (de l'ordre de 9) car l'activité mesurée sur le lot
controle est 4 fois plus élevée que lors des autres expériences (cf tableaux 23 et 25).

Au niveau hépatique, on observe une induction des adduits et de l'activit¢ EROD. Bien que
I'induction de I'activité¢ EROD soit plus forte qu'avec le sol Repl.IIl, le taux d'induction des
adduits est du méme ordre (x 2), ce qui permet de penser que le sol SIV présente une certaine
génotoxicité au niveau de I'ADN du foie. Dans le poumon, l'induction des adduits est faible.
Les activités EROD pulmonaires sont équivalentes dans les trois lots de sol contaminé mais le
sol SIV dilué au 1/4 ou au 1/2 induit la formation de nouveaux adduits par rapport au sol
témoin (mais aussi par rapport au sol SIV non dilué, essai qui pose quelques problemes) ce
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qui peut &tre un argument pour estimer que le sol SIV présente une certaine génotoxicit¢ au
niveau de cet organe. )

I11.2. Discussion

Les rats ont été exposés A des sol pollués par des HAP (ReplL.III, 88 ppm ; SIV, 238 ppm)
pendant un peu plus de trois jours, dans des conditions naturelles (i.e. sans administration
forcée). Dans ces conditions, nous avons pu observer l'induction significative des activités
EROD et la formation d'une plus grande quantité d'adduits 3 'ADN dans le foie et le poumon,
soit par amplification des adduits endogenes, soit par apparition d'adduits nouveaux.

Les HAP sont des polluants trés répandus dans l'environnement et d'autres auteurs ont
déja montré que le nombre d'adduits 3 'ADN chez des animaux vivant dans des zones
contaminées par des HAP est augmenté, que ce soit chez des poissons (Dunn et al., 1987 ;
Van der Oost et al, 1994), des mammifeéres marins (Martineau et al., 1988) ou des
mammif2res semi-aquatiques (rats musqués, Halbrook ez al., 1992). Expérimentalement, une
induction de la formation d'adduits a été observée chez des vers de terre (Walsh et al., 1995)
et dans des plantes (Rether, communication personnelle) exposés A des sols contaminés par
des HAP. La corrélation entre la quantité d'adduits 2 I'ADN et I'incidence de cancers du
poumon a été établie (étude épidémiologique chez des fumeurs, Ross et al., 1993) ou
suspectée (enfants résidant 3 proximité d’usines pétrochimiques, Pan et al., 1994) chez
I’homme et les HAP sont des produits connus pour leur caractére génotoxique et carcinogene.
Par ailleurs, l'application topique, l'instillation intratrachéale et l'inhalation de certains HAP
provoquent la formation de tumeurs dans la peau, le tractus respiratoire ou le
poumon (Whong et al, 1994).

Nos résultats montrent une induction parallele des activités EROD hépatiques et de la
quantité d'adduits 3 I'ADN dans les mémes organes, mais si I'on compare les taux d'induction
des adduits avec les taux d'induction des activités EROD, on peut remarquer qu'il n'existe pas
de similitude entre ces différentes valeurs. Ce fait peut s'expliquer par la complexité des
mécanismes intervenant dans ces voies métaboliques avec en particulier les mécanismes des
systtmes de réparation de I'ADN. D'autre part, certaines molécules peuvent contribuer 2
induire les activités enzymatiques sans toutefois induire des adduits. Dans ce contexte, il est
peu probable d'obtenir des rapports similaires entre d'une part les taux d'induction des adduits
et d'autre part les taux d'induction des activités enzymatiques EROD.

La relation entre l'induction du CYP1Al et l'induction de la formation d'adduits a
I'ADN avait déja été montrée par d'autres auteurs dans des conditions naturelles ou
expérimentales. Le temps de sommeil induit au phénobarbital est réduit chez des rats musqués
vivant dans une zone contaminée par des HAP, ce qui met en évidence une modification de
certaines activités 2 cytochrome P-450 (les CYP2B notamment). Chez les rats nouveau-nés,
les activités AHH et ECOD (activité éthoxycoumarine O-déséthylase, spécifique des CYP1A
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et 2B) sont induites dans divers organes et tissus (poumon, rein, peau, foie, intestin) avec une
intensité variable aprés une application unique d'une solution de goudrons de houille sur la
peau ; l'application séparée des différents HAP montre une spécificit¢ HAP-organe (Mukhtar
et al., 1982). Dans des travaux semblables (application sur la peau d'extraits de suie, de
goudrons, de particules diesel...), plusieurs auteurs ont mis en évidence I'induction d'adduits a
I'ADN dans les cellules dermiques et le poumon (Mukhtar et al., 1986 ; Schoket et al., 1988 ;
Carmichael et al., 1990 ; Gallagher et al., 1990). Une corrélation a été établie entre 1'activité
EROD et la quantité d'adduits 3 ' ADN dans le foie de truites arc-en-ciel exposées & du B(a)P
par injection i.p. (Masfaraud, 1992) mais il est difficile de généraliser en considérant que
toute induction de l'activité EROD est liée & une induction de la formation d'adduits. En effet,
le B(a)P est un inducteur du CYP1A1, mais il en est aussi un substrat et sa métabolisation par
le CYP1A1 conduit 2 1a formation de métabolites réactifs ; dans le cas d'un inducteur non
substrat, la formation d'adduits 3 I'ADN a partir de l'inducteur est peu probable bien que
d'autres molécules substrats, inductrices ou non, puissent &tre activées.

En outre, la corrélation entre I'induction d'adduits et le niveau de contamination du
milieu est dans certains cas difficile & établir, car de nombreux facteurs endogenes ou
exogénes peuvent intervenir : ge, température, saison, biodisponibilité des HAP, interactions
entre les polluants (Shaw et al., 1995), conditions d'exposition et surtout le choix des organes
cibles étudiés.

En effet, l'ingestion est une voie d'exposition aux polluants non négligeable pour
I'homme et les animaux. Les xénobiotiques sont absorbés au niveau intestinal, aprés une
éventuelle métabolisation dans le tractus digestif (cellules et microflore intestinales).
Plusieurs travaux portant sur la biodisponibilité de polluants (HAP entre autres) présents dans
le sol ou associés A des gels alimentaires ont été menés : Roos et al. (1996) ont mis en
évidence la biodisponibilité (par induction d'activités monooxygénases hépatiques) de
différents HAP présents dans un sol aprés incorporation de 5% de sol pollué dans la
nourriture habituelle de rats de laboratoire : les HAP comportant plus de 5 cycles condensés
sont davantage inducteurs de l'activité EROD hépatique que les HAP de plus petite taille.
Weyand ez al. (1991, 1994) ont étudié les effets de I'ingestion de goudrons de houille (résidus
d'usines 2 gaz) A long terme (0,05 2 0,5%, 94 et 185 j) et 2 court terme (0,1 2 1%, 14 j) chez
des rats : dans les deux cas, la quantité d'adduits & ' ADN dans le poumon est supérieure 2
celle mesurée dans la partie antérieure de I'estomac et augmente avec la dose, ce qui n'est pas
toujours le cas avec les adduits formés dans l'estomac. '

Une exposition aux HAP par voie dermique ou orale peut conduire 2 des effets
potenticllement carcinogenes (formation d'adduits 2 'ADN) dans des organes indirectement
exposés, comme le poumon. Cette hypothese est confirmée par des études épidémiologiques
mettant en évidence une recrudescence de cancer du poumon chez des mécaniciens par
exemple. Cependant, le poumon est aussi un organe exposé directement par inhalation. La
formation d'adduits & I'ADN dans des cellules pulmonaires a ét€ mise en évidence aprs trois
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instillations consécutives d'HAP 2 des rats (Ayrton et al., 1990). L'instillation intratrachéale
de particules de poussieres chargées de B(a)P a montré que le B(a)P est relargué et
métabolisé (en partie) dans le poumon ; la métabolisation du B(a)P ir situ est d'autant plus
élevée que le relargage est lent (ce qui évite la saturation du systéme de métabolisation) et il
s'ensuit une quantité maximale d'adduits 3 ' ADN pulmonaire (G@tze et al., 1994). Lors d'un
prétraitement par un inducteur de CYP1ALl, le nombre d'adduits pulmonaires augmente (ce
qui n'est pas le cas dans le foie) ; la présence de composés inducteurs dans les particules de
poussieres peut donc faciliter la formation de métabolites carcinogenes.

De plus, la détection d'adduits d'origine exogéne dans les lymphocytes, le foie et le
poumon de rats traités par une dose unique de B(a)P ou de benzo(b)fluorantheéne montre que
les xénobiotiques ou leurs métabolites génotoxiques sont disséminés dans l'organisme par la
circulation sanguine. La mesure d'adduits dans les lymphocytes (qui présentent l'avantage
d'étre prélevés par une simple prise de sang) suffit & détecter I'exposition 3 des composés
génotoxiques mais ne permet pas de prévoir la quantité d'adduits présents dans d'autres
tissus : aprés une injection de B(b)F, il se forme 4 fois plus d'adduits dans le poumon que
dans le foie ou les lymphocytes et la capacité de réparation est plus lente (la demi-vie des
adduits est de 18 jours dans le poumon contre 8 jours dans les lymphocytes ou le foie) et
moins efficace dans les cellules pulmonaires (en 56 jours, la quantité d'adduits dans le
poumon est seulement diminuée de moitié, alors qu'elle est divisée par 6 dans les deux autres
tissus ; Ross et al., 1993).

Ces travaux montrent que le poumon est une cible particulitrement sensible aux
xénobiotiques génotoxiques car : a) il est doublement exposé, b) il n'est pas armé
efficacement pour la réparation de certains adduits & 'ADN et c) la présence simultanée
d'inducteurs de CYP1A1 et de HAP accroit la formation de métabolites génotoxiques. Ces
travaux montrent aussi la complexité des mécanismes et facteurs intervenant dans l'induction
des adduits 2 'ADN. En effet, la quantité d'adduits 3 I'ADN reflete la quantité de composés
génotoxiques présents dans les cellules, mais elle integre aussi I'activation métabolique et la
détoxication, la capacité de fixation & I'ADN, l'efficacité de réparation et le renouvellement
cellulaire.

Les résultats que nous avons obtenus sont dans 'ensemble en accord avec ceux des
autres auteurs. Ce sont des résultats préliminaires intéressants et significatifs, méme si
l'induction des adduits peut paraitre faible. Cependant, des études complémentaires pourraient
étre entreprises afin de préciser en particulier les conditions optimales dans ce type
d'expérimentation. Ainsi, en utilisant la méme méthode d'exposition, la cinétique de formation
des adduits pourrait &tre suivie en faisant varier la durée de I'exposition au sol pollué. Apres
avoir déterminé une durée d'exposition optimale, l'efficacité de la réparation pourrait &tre
étudiée en détectant les adduits A des délais différents aprés arrét de I'exposition au sol pollué.
Ces études complémentaires permettraient la mise au point d'un test de génotoxicité de sols
pollués standardisé sur mammiferes.
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IV. Recherche d'altérations du systéme immunitaire chez des rats exposés
au sol Repl.III

Comme nous I'avons vu dans 1'étude bibliographique, la formation de métabolites réactifs a
partir des xénobiotiques peut conduire a des altérations du fonctionnement des effecteurs du
systdme immunitaire. En se basant sur les tests proposés par le NTP, nous avons essayé de
mettre en évidence des effets immunotoxiques chez les rats exposés au sol pollué RepL.ITL

IV.1. Résultats
IV.1.1. Topographie du thymus

La topographie du thymus permet de détecter une déplétion cellulaire des cellules du cortex
thymique.

Nous avons commencé par observer les coupes correspondant 2 la durée d'exposition
la plus longue. Si aucune modification n'est visible sur ces coupes, il est peu probable que des
modifications soient observées sur les thymus de rats exposés moins longtemps.

Les thymus de rats qui ont été exposés au sol Repl.III durant 5 semaines ne montrent
pas, aprés une coloration topographique a 1'hémalun-€osine, de différence de densité
cellulaire, que ce soit au niveau du cortex ou de la médullaire thymique. Aucune différence
n'est visible entre les quatre rats exposés 2 la sciure et les quatre rats exposés au sol Repl.IIL
Des colorations effectuées sur les lots exposés durant 3 semaines ne montrent pas non plus de
modification.

IV.1.2. Activité NK

La mesure de I'activité des cellules NK permet d'explorer une des parties les plus sensibles de
I'immunité non spécifique.

L'étape de marquage des cellules cibles nous a posé de sérieux problémes techniques
dus 2 une contamination mycoplasmique de la souche de cellules cibles. Cette expérience n'a
donc pas pu étre menée 2 bien.

IV.1.3. Réponse primaire anti-KLH

Le test le plus sensible permettant de mettre en évidence une altération de la réponse anticorps
est le test des PFC, mettant en jeu la réponse anticorps dirigée contre des globules rouges de
mouton. Cette technique nécessitant un grand savoir-faire, nous 1'avons remplacée par la
mesure des IgM anti-KLH selon une méthode ELISA. La KLH est aussi un antigene T-
dépendant.
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Figure 54 : Titre d'IgM anti-KLLH dans les sérums de rats exposés 2 une litidre de
sciure ou de sol RepLIII pendant deux semaines, puis Immunisés par une injection i.p.
de KLH, a raison de 50, 100 ou 200 pg/rat (doses A, B et C, respectivement). Les rats
ont ét€ réexposés 2 leur lititres respectives aprés l'immunisation. Dosage 2 JS par une
méthode ELISA indirecte. Titre exprimé en unités arbitraires et les barres d'erreur
correspondent a I'écart type. N = 3 rats par lot. Chaque dosage a été triplé. I n'y a pas de
différence significative entre le titre de chaque lot sciure et le titre du lot Repl.III

correspondant (test £ de Student).



Nous avons effectué les mesures correspondant aux trois doses, 5 jours aprés
I'immunisation. Les résultats présentés sur la figure 54 sont assez difficiles 2 interpréter : la
dose A montre une différence entre le lot témoin et le lot Repl.III, la réponse IgM étant plus
forte dans le lot exposé au sol contaminé. Pour les doses B et C, on n'observe pas de
différence significative entre les deux lots. Selon ces résultats, la dose A devrait étre retenue.

Face aux nombreux problémes que nous avons rencontrés au niveau technique, devant
le manque d'infrastructure adaptée au laboratoire et au regard de nos premiers résultats, nous
n'avons pas jugé utile d'approfondir les dosages d'TgM (cinétique sur J et J7).

IV.2. Discussion

Nos résultats concernant les effets immunotoxiques dus au sol Repl.IIl sont assez minces.
Aucune déplétion thymique n'a pu étre mise en évidence, méme aprés 5 semaines
d'exposition. Les activités NK n'ont pas pu étre mesurées et le dosage des IgM anti-KLH ne
semble pas montrer d'altération de la réponse anticorps. Cependant, ce dernier résultat n'a pas
été suffisamment appronfondi (dosage limité au cinquime jour apreés l'immunisation) pour
étre considéré comme définitif. I est difficile de conclure & partir de ces quelques données a
I'existence ou 2 I'absence d'effets immunotoxiques.

Les altérations du syst®me immunitaire étant généralement plus sensibles que de
nombreux autres points finaux (notamment 1’activité EROD, Dickerson et al., 1994), il est
fort probable que l'exposition de rats  des sols pollués provoque des effets immunotoxiques,
mais la durée d'exposition devrait &tre rallongée, car les études expérimentales mettant en
oeuvre des doses relativement élevées sont déjd pratiquées sur quelques semaines. Par
exemple, I'administration orale d'Aroclor® 1254 a des rats (10, -25mg/kg pendant 15 jours)
provoque une diminution de l'activité NK (Smialowicz et al., 1989). Dogra et al. (1995) ont
utilisé une approche plus expérimentale, en pratiquant des instillations intratrachéales de
cendres volantes et en mesurant la réponse anticorps primaire (PFC) au niveau de la rate et
des ganglions associés au poumon : la réponse spécifique d’organe est diminuée mais pas la
réponse au niveau de la rate (systtme général) et ’association de cadmium avec les cendres
accentue la réponse au niveau pulmonaire.

Chez les animaux sauvages, il est difficile de mesurer des paraméetres
immunologiques, car la variabilité due aux conditions de vie et 2 I'hétérogénéité des individus
est importante. Cependant, Halbrook et al. (1993) ont remarqué que les rats musqués vivant
dans une zone contaminée par des HAP présentaient des infections parasitaires dans une
proportion beaucoup plus importante que des populations vivant dans une zone non
contaminée. Cette recrudescence d'infections peut-&tre due 2 l'ingestion de proies
contaminées, mais 1'hypothese d'une diminution des défense antiparasitaires des rats musqués
contaminés ne peut &tre écartée.
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V. MESURE DE DOSES INTERNES CHEZ DES RATS EXPOSES A DIFFERENTES
LITIERES DE SOL

V.1. Teneurs en PCB dans le foie et le poumon de rats exposés au sol
SIII

Différents congénéres de PCB ont été mesurés dans le foie et le poumon de rats exposés au
sol SIII. Les résultats sont exprimés en mg/kg de sol (ppm) ou en pg/kg d'organe frais (ppb).
Afin d'avoir une idée de la rétention des différents congénéres, leur pourcentage individuel est
calculé par rapport 3 la somme de leurs teneurs. L'analyse du sol SIII, déja pratiquée par
I'IRH, a été refaite afin que tous les échantillons soient comparables.

V.1.1. Résultats
V.1.1.1. Teneurs en PCB dans le foie

Les teneurs en PCB ont été mesurées dans le foie de rats exposés au sol SIII non dilué, au sol
SII dilué au 1/2 ["1/2 ISO)"] ou au 1/4 avec du sol ISO ["1/4(ISO)"] et au sol SIII dilué au
1/2 avec du sable ["1/2(sable)"]. Les résultats obtenus sur les foies et sur le sol SIII sont
présentés dans le tableau 35.

Le sol SIII contient 207 et 241 ppm de PCB respectivement exprimés en Aroclor®
1254 et 1260. Le total des 12 congénres dosés est égal A 93 ppm. Les congénéres les plus
représentés sont les hexachlorés # 138 (23,5%), #118 (19,7%) et #153 (14%) et le étraCB
#52 (10,5%). Les congéneres coplanaires #169, #126 et #77 n'ont pas été détectés dans nos
conditions de dosage.

Dans le foie des rats exposés au sol SIII non dilué, les teneurs exprimées en Aroclor®
1254 et 1260 sont respectivement de 1.845 et 2.031 ppb. Ces teneurs représentent un peu plus
de 1% de la teneur mesurée dans le sol. Le total des 12 congéneres est de 1.212 ppb et les
congéndres principaux sont les hexaCB #138 (22,1%), #128 (13,4%) et #153 (13%), le
pentaCB #118 (18%) et le tétraCB #101 (10,5%). Seul I'nexaCB coplanaire #169 n'est pas
détecté. Lorsque les rats sont exposés au sol SII dilué (avec du sable ou du sol ISO), les
proportions de chaque congénére sont bien conservées, tout au moins pour ceux qui restent
détectables. En comparant la proportion de chaque congénére dans le foie et dans le sol SIII,
on observe un enrichissement de certains congénéres dans le foie : 'hexaCB #128 est enrichi
deux fois (13,4 2 17% contre 8,9% dans le sol) et le tétraCB coplanaire #77 représente
environ 6% du total des congéndres dans le foie. Le tétraCB #52 et le pentaCB #101 sont
apparemment plus rapidement métabolisés que les autres congéneres qui ont des proportions
semblables 2 celles observées dans le sol.
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Tableau 35 : Teneurs en PCB dans le sol SIIL, le fole et le poumon de rats SD miles exposés durant 88 + 2 h & une litiére de ce sol.
Résultats exprimés en équivalents Aroclor et en congéneres de PCB.

Aroclor®  Aroclor® Total des 12 CONGENERES
n 1254 1260 congéndres #28 #52 #71 #101 #105 #118 #126 #128 #138 #153 #169 #180
Sol (1) 1 207 241 93 0,5 98 <0,5 8,9 7.2 18,2 <0,5 82 21,8 13,0 <0,5 50
SII 0,5% 10,6% 0,0% 9,6% 7,1% 19,6% 0,0% 8,8% 23,4% 13,9% 0,0% 5,4%
Foie(?) 3 18451288 2031+331 1212429 4714,1() 4041282 759+7,0 127,6+68,1 84,1157 2187+48 550) 16212691 268,5+282 157,7+£20,0 <05 6731172
SII (1514-2029) (1654-2275) (1186-1244) (<0,5-7,6)  (19,2-72,9) (70-83,6) (83,2-206) (77,6-88) (214-224) (<0,5-164) (82-205) (236-287) (138-179) <0,5 (50-68)
0,4% 33% 6,3% 10,5% 6,9% 18,0% 0,5% 13,4% 22,1% 13,0% 0,0% 5,6%
Foie(2) 2 1171£173 12971200 722+87 <0,5 140+1,7 448+90 540+96 5341150 1256+147 <05 122,4+9,6 163,8+178 99,8+9,9 20(@ 42,2154
122 1ISO) (1049-1293) (1156-1439) (661-783) «Q,5 (12,8-152) (38,4-51,2) (472-608) (428-64) (1152-136) <05 (1156-129,2) (151,2-1764) (92,8-106,8) (<0,5-4) (38,4-46)
0,0% 1,9% 6,2% 7.5% 1,4% 17,4% 0,0% 17,0% 22,7% 13,8% 0,3% 5,8%
Foie(2) 2 487%16 55211 30410 0,5 <0,5 202408 241+19 20,3x55 53,5%29 <0,5 493+1,9 71,8%0,0 43513,2 <05 21,3104
1/4 (1SO) 476-498) (551-553) (312-296) <0,5 <0,5 (19,6-20,8) (22,8-254) (16,5-24,2) (51,5-555) <05 (50-50,6) (71,8-71,8) (43,443,7) <0,5 (21-21,5)
0,0% 0,0% 6,6% 7.9% 6,7% 11,6% 0,0% 16,2% 23,6% 14,3% 0,0% 7,0%
Foie (2) 3 1025312 13391571 7461306 250 75 ®) 43+162 413+135 5291360 146,1+804 <05 1055+9,4 183,7+74,1 11121494 <0,5 51,7+207
172 (sable) (838-1385) (058-1995) (543-1098) (<05-7.6) (<0,5-224) @ 1,6-62,4) (304-564) (29,6-944) (94,4-238,8) <05 (96-114,8) (130,8-260,4) (76-167,6) <0,5 (34,8-74,8)
0,3% 1,0% 5,9% 55% 1.1% 19,6% 0,0% 14,1% 24,6% 14,9% 0,0% 6,9%
Poumon(2) 5 21475 2724127 144138 031048() 133+13,40) 69+47() 38+27@ 100+27 222+774 <05 11,8+69 3631126 314%11,3 <0,5 79+68
S (143-325) (177-486) (112-192) (05-1,1) (<0,5-30,3) (<0,5-11,4) (<05-72) (7,2-129) (151-336) <05 47-21,3) (23,6-556)  (19,8-49,1) <05 (3.2-194)
0,2% 9,2% 4,8% 2,1% 7,0% 15,4% 0,0% 8,2% 252% 21,8% 0,0% 5,5%
Poumon(2) 3 230%31 295147 1457 0,5 <0,5 <0,5 63154 12,766 202 11,8 <05 147+12,7(2) 48,9+103  40,0+9,5 <0,5 2,2 (b)
12(IS0) (200-263) (249-342)  (104-195) 0,5 <0,5 <0,5 (<0,5-10,8) (8,3-20,3) (7,1-30,2) <0,5 (<0,5-23,1) (42,8-60,7)  (33,6-50,9) <05 (<0,5-6,6)
0,0% 0,0% 0,0% 43% 8,8% 13,9% 0,0% 10,1% 33,7% 27,6% 0,0% 1,5%
Poumon(2) 3 127117 19511 85+7 <0,5 <0,5 <0,5 38+36(@) 63+59(a) 11,8+39 <0,5 <0,5 "33,5%59 29,3+3,5 <0,5 <0,5
1/41S0) (184-206) (108-142)  (78-91) <0,5 <05 <0,5 (<05-7,2) (<0,5-11,7) (7,2-14,2) <0,5 <0,5 (26,6-37,4) (26-33) <0,5 <0,5
0,0% 0,0% 0,0% 4,5% 1,5% 13,9% 0,0% 0,0% 39,6% 34,6% 0,0% 0,0%

(1) Valeur exprimée en mg/kg de sol SIII

(2) Valeur moyenne exprimée en pg/kg d'organe frais + écart type
Les valeurs extrémes sont indiquées entre parenthdse

Les pourcentages correspondent au rapport 100 x moyenne pour le congéndre/moyenne du total des congéndres”
(a) Une valeur <05

(b) Deux valeurs <0,5

(c) Trois valeurs <0,5

Les numéros de congéndres sont les n® TUPAC (cf Amnexe I)
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Figure 55 : Corrélations entre le total des 12 congénéres de PCB mesurés dans le foie (A)
et le poumon (B) et le pourcentage de sol SIII dans la litiére de sol ISO. Teneurs mesurées
sur les homogénats de foie et de poumon de rats SD méles exposés aux différentes litidres
pendant 88 &+ 2 h. N = 6 (foie) et n = 10 (poumon). Coefficients de détermination r2 : 0,974,
Pp<0,001 (A) et 0,25, p= 0,12 (B).



La teneur en PCB diminue lorsque les rats sont exposés au sol dilué ; elle est
significativement corrélée 2 la teneur en sol SIII dans la lititre (figure 55 ; p<0,001 et
p<0,005, pour une tencur en PCB exprimée respectivement en total des congénéres ou en
équivalent Arclor®1254 ou 1260). Nous n'avons pas pu mettre en évidence de corrélation
entre les activités EROD, PROD ou BROD et la teneurs en PCB, ni en considérant le total des
congénéres, ni en les séparant selon leur spécificité d'induction.

V.1.1.2. Teneurs en PCB dans le poumon

Les teneurs en PCB dans le poumon de rats exposés au sol SIII non dilué ou dilué au 1/2
["1/2(ASO)"] ou au 1/4 ["1/4(ISO)"] avec le sol ISO sont présentées dans le tableau 35.

La teneur en PCB exprimée en Aroclor® 1254 ou 1260 est respectivement de 214 et
272 ppb dans le poumon de rats exposés au sol SIII non dilu€ et le total des 12 congéneres est
de 144 ppb. Tous les congénéres sont détectés a I'exception des hexaCB coplanaires #126 et
#169. Les congénéres les plus représentés sont les hexaCB #138 (25,2%) et #153 (21,8%) et
le pentaCB #118 (15,4%). Le congénere #153 est 1,5 fois plus représenté que dans le foie ou
le sol. 11 est intéressant de noter que dans le poumon des rats exposés au sol dilué au 1/2 et au
1/4, les congéneres #138 et #153 représentent respectivement 61,3% et 74,2% du total des
congénéres, contre 47% seulement dans le lot exposé au sol non dilué.

La teneur en PCB dans le poumon n'est pas corrélée 2 la teneur en sol SIII dans la
litieére (figure S5 ; p = 0,12). Comme dans le foie, nous n'avons pas pu mettre en évidence de
corrélation sentre les activtiés EROD, PROD ou BROD et la teneurs en PCB.

V.1.2. Discussion

Le foie contient environ 10 fois plus de PCB que le poumon et le profil des congéneres est
différent : alors que le foie retient le congénere #128, le poumon retient les congénéres #153
et #138. Le poumon semble davantage métaboliser les autres congéneres lorsque I'exposition
est faible, tout en concentrant de plus en plus les congénéres #153 et #138.

Les teneurs en PCB mesurées dans le foie des rats exposés au sol SIII sont de 1'ordre
de celles mesurées par Lubet e al. (1992) sur des souris (Reithrodontomys fulvescens)
capturées sur un site contaminé (0,2 2 6 ppm). Il n'y a pas, 2 notre connaissance, de résultats
concernant les teneurs en PCB dans le poumon de rats exposés dans des conditions naturelles.
Cependant, les teneurs d'Aroclor 1254® pulmonaires sont de l'ordre de 1,5 ppm, 48 heures
apres l'injection i.p. de 100 mg/kg d'Aroclor 1254® 3 des souris (environ 13 ppm dans la
carcasse ; Beebe er al., 1992). Si l'on compare cette valeur 2 celles que nous avons observées
(de 'ordre de 0,2 ppm), on peut considérer que l'exposition des rats dans nos conditions
permet une exposition importante du poumon aux PCB présents dans le sol.

La métabolisation des congéneres de PCB dépend du nombre et de la position de leurs
substituants : les congéneres faiblement chlorés (3 2 5 constituants) sont assez bien

-158 -



métabolisés, de méme que les congénlres sur lesquels il y a au moins deux atomes de carbone
vicinaux non substitués. Les congénéres sont stockés sans sélectivité dans les tissus adipeux,
mais il existe une rétention spécifique de certains congéneres dans différents organes (foie,
poumon, rein) ou tissus (muqueuse olfactive ou intestinale, prostate ; revue par Anderson et
al., 1993). Lubet et al. (1992) avaient montré la prédominance des congéneres #138, #153,
#99 et #180 qui représentaient, respectivement, 32,8, 14,5, 13,7 et 11,8 % des congéntres
mesurés chez dans le foie de souris sauvages exposées 2 des PCB. Les congénéres #128, #105
et #118 avaient des proportions de l'ordre de 6%. Bien que nous n'ayons pas dosé les mémes
congéneres, nos résultats concordent dans le sens ou le congénére #138 est le plus représenté
(22-24,6%), suivi du congéneres #153 (environ 13-15%), alors que le congénéres #1035 est
faiblement retenu. Par contre, nous n'avons pas observé la rétention du congénére #180 et le
congéndres #118 et #128 sont beaucoup plus fortement retenus (respectivement, 18 et 15%)
que dans le foie des souris.

Au niveau pulmonaire, les congénéres #153 et #138 sont fortement retenus, surtout
lorsque les rats sont exposés au sol SIII dilué. Le poumon est un organe connu pour bien
retenir les PCB (par rapport 2 la carcasse), notamment les congénéres hexachlorés #105 et
#138 (Beebe et al., 1991 ; Anderson et al., 1993). Le poumon n'est pas un organe 2 forte
teneur lipidique et cette spécificité de rétention peut étre expliquée en partie par la forte
affinité des dérivés méthylsulfonés des PCB pour une protéine "utéroglobin-like”, présente
dans les cellules de Clara (revue par Beebe er al., 1992) ; 1a rétention congénéres coplanaires
#126 et #169 est en partie due 2 leur fixation sur le CYP1A2, dont ils peuvent induire la
synthese par un mécanisme Ak dépendant (De Jongh ez al., 1993).

La rétention spécifique conduit 2 des effets spécifiques d'organes, comme I'induction
durable par les congénires inducteurs de CYP1Al (#105, #169, #126...) ou de CYP2B1
(#153...) : l'injection i.p. d'une seule dose d'Aroclor 1254® chez des souris provoque
l'induction de l'activit4 EROD pulmonaire pendant plus de 30 semaines (100 mg/kg) voire un
an (500 mg/kg ; Beebe et al., 1991) ; 'activité BROD n'est modifi€e qu'a forte dose (500
mg/kg) mais cette activité est inhibée malgré la présence de composés inducteurs de CYP2B
par l'action antagoniste d'autres congénéres, notamment le congénere #105 (2,3,3',4,4' CB).

Une étude expérimentale menée par Henneman et al. (1994) sur des rongeurs de
I'espece Sigmodon hispidus avait mis en évidence un plateau de l'activité EROD lorsque la
teneur en Aroclor 1254® hépatique dépassait 120 ppb. Bien que les teneurs hépatiques des
rats exposés au sol SIII soient de l'ordre de 1 ppm, nous n'avons observé qu'un faible
ralentissement de l'induction (cf. tableau 18). L'induction de l'activité EROD n'est pas
toujours linéaire en fonction de la teneur pulmonaire en congénéres inducteurs de CYP1A1 ;
'établissement d'une toxicité cellulaire inhibant la réponse et la présence de congéneres
antagonistes peuvent expliquer ce défaut d'induction (Beebe et al., 1992).
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V.2. Teneurs en métaux dans le foie de rats exposés aux sols SI, SIII
ou SIV

V.2.1. Résultats

Les teneurs en plomb, cadmium et zinc ont été mesurées dans le foie des rats exposés au sol
SI, SIII et SIV et dans ces trois sols (tableau 36).

Tableau 36 : Teneurs en plomb, cadmium et zinc dans les sols SI, SIII et SIV et dans le foie de
rats exposés 2 ces sols ou au sol ISO pendant 88 £ 2 h.

Echantillon n Plomb Cadmium Zinc
Sol (1) SI 1 2300 37,5 nd.
S 1 1250 23 nd.
SIv 1 2905 <5 nd.
Foie (2) ISO 3 3,4+0,35 <0,025 401,7+77,5
(3,0-3,6) - (325-480)
SI 4 9,1+06 a 040+0,17 nd.
(8,25-9,8) (0,20-0,58)
S 2 16,6+8,0 a <0,025 103,5+11,5 «
(11-22,3) - (92-115)
SIv 4 193+108 « 0,540,228 » 848+163 a
(9.4-34,6) (<0,025-0,74) (63-100)
(1) Teneur exprimée en mg/kg de sol
(2) Teneur moyenne exprimée en mg/kg de matidre séche + écart type. Les valeurs extrémes sont signalées
entre parenthése.

a Teneur significativement différente de la teneur obtenue sur le sol ISO, test de Bonferronni, p<0,05.
b Moyenne calculée 2 partir des deux valeurs supérieures 4 0,025 ppm.

Les teneurs en cadmium obtenues sur les sols SIII et SIV sont semblables a celles fournies par
I'TRH ainsi que la teneur en plomb du sol SIII ; ce métal n'avait pas ét€ dosé par 1'TRH dans le
sol SIV et nous trouvons une teneur de 2.905 ppm. Les valeurs correspondant au sol SI sont
assez différentes des valeurs théoriques, puisque nous avons mesuré 2.300 ppm de plomb et
37,5 ppm de cadmium, contre respectivement 800 ppm et SO ppm attendus. Nous n'avons pas
dosé le zinc dans ces échantillons.

Les teneurs hépatiques en plomb sont faibles chez les rats exposés au sol ISO, mais
elles sont toutes significativement supérieures 2 cette valeur chez les rats exposés aux trois
sols pollués. Il n'existe pas de différence significative entre les teneurs moyennes en Pb dans
le foie des rats exposés aux différents sols contaminés. Cependant, bien que les sols SI et SIV
aient des teneurs voisines, le foie des rats exposés au sol SV contient en moyenne deux fois
plus de Pb que le foie des rats exposés au sol SI, et les rats exposés au sol SIII (le moins
contaminé) présentent également des teneurs hépatiques supérieures a celles du sol SI.

Les rats exposés au sol SI contiennent des teneurs en cadmium de l'ordre de 0,4 ppm.
Les teneurs en cadmium dans le foie de rats exposés au sol SIV sont difficilement explicables,
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étant donné qu'il n'a pas été détecté de Cd dans ce sol. Inversement, bien que 22 ppm de Cd
aient été€ mesurés dans le sol SIII, ce métal n'est pas retrouvé dans le foie des rats qui y sont
€xposeés.

Les sols SIII et SIV ont des teneurs en zinc trés voisines (2.270 et 2.080 ppm,
respectivement, valeurs de 1'IRH) et les rats exposés 2 ces sols ont des teneurs hépatiques en
Zn 4 fois plus faibles que celles mesurées chez les rats exposés au sol témoin ISO.

V.2.2. Discussion

Les teneurs en cadmium observées ici sont du méme ordre ou sont inférieures a celles
données dans la littérature, mesurées sur des petits mammiféres capturés sur des sites pollués
(Everett & Anthony, 1976 ; Beardsley et al., 1978 ; Anderson et al., 1982 ; Maly, 1984 ; Ma
et al., 1991). Ces valeurs mesurées sur le terrain ou dans nos conditions sont en dessous des
valeurs entrafnant un effet toxique (Shore & Douben, 1994b). Les teneurs en plomb sont
voisines de celles mesurées dans le foie de souris vivant 2 proximité moins de 300 m d'une
usine de récupération de batteries (Kisseberth et al., 1984) ou de rats vivants dans différentes
zones urbaines (Way & Schroder, 1982) ou aux abords d'une voie 2 fort trafic routier
(Beardsley et al., 1978). Le zinc est un métal qui n'a pas d'effets ptoxiques au dessous de
2.000 pm dans le foie et les concentrations mesurées ici ne portent pas 2 conséquences.

Les faibles valeurs en Zn observées chez les rats exposés a des sols contaminés par
environ 2.000 ppm de zinc sont assez surprenantes si on les compare aux valeurs obtenues sur
le sol ISO. Cependant, les teneurs en zinc du sol ISO ne sont pas connues et il est possible
qu'il soit particulitérement riche en cet élément. Le plomb présent dans le sol contaminé
artificiellement SI semble moins biodisponible que le plomb présent dans les sols SIII et SIV,
a pollution mixte (organique et métallique). Bien que ces deux sols aient des teneurs
différentes (du simple au double), les teneurs observées dans le foie des rats sont semblables.
Par contre, le cadmium semble plus disponible dans le sol SI que dans le sol SIII. La
différence de biodisponibilité des métaux que 1'on peut soupgonner entre chaque sol peut
s'expliquer par a) des interactions synergiques avec les polluants organiques, b) les
caractéristiques physicochimiques des sols (teneur en matire organique, pH...) et/ou ¢) la
spéciation des métaux. Le plomb a été apporté dans le sol SI sous forme d'acétate de plomb
trihydraté, une forme facilement biodisponible, mais I'évolution de la spéciation des métaux
dans le sol n'est pas connue et nous ne pouvons affirmer qu'au moment des expositions, tout
le plomb présent dans le sol SI était sous la forme du sel d'origine.
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CONCLUSION

L'étude in situ du site pollué de Replonges nous a permis de mettre en évidence la
biodisponibilité de polluants chez des rats vivant sur le sitc en mesurant l'induction des
activités monooxygénases 2 cytochrome P-450. Des résultats semblables avaient déja été
présentés par plusieurs équipes, mais cette approche ne permettant pas de faire une étude
approfondie de la relation qui existe entre la réponse biologique et le niveau et la nature de la
contamination du sol, nous avons développé un bioessai de laboratoire, qui consiste & exposer
des rats 2 une lititre de sol pollué sans administration forcée. La biodisponibilité des polluants
peut étre mesurée par divers biomarqueurs enzymatiques, le plus sensible de ceux que nous
ayons testés étant l'activité EROD hépatique et pulmonaire. Les taux d'induction observés
dans le foie et le poumon de rats exposés 2 différents sols pollués par des HAP et/ou des PCB
sont relativement importants : supérieurs aux taux observés sur le terrain, ils sont parfois du
méme ordre de grandeur que ceux observés lors d'études expérimentales, que ce soit dans le
poumon ou dans le foie.

Pour la premiére fois, la biodisponibilit¢ de polluants organiques dans le poumon
d'animaux exposés naturellement & des sols pollués a ét€ montrée. Le poumon est exposé aux
polluants par la voie sanguine et par inhalation, ce qui en fait un organe de choix pour la mise
en évidence d'une exposition & des polluants. L'activité EROD, souvent utilisée chez
différentes espéces comme biomarqueur d'exposition & des polluants chimiques, est
généralement mesurée dans le foie, mais nous avons montré que 'activité EROD pulmonaire
répond mieux que l'activité hépatique et peut &tre considérée comme un excellent
biomarqueur d'exposition.

Le protocole d'exposition au laboratoire a été mis au point pour obtenir une réponse
optimale des activités monooxygénases hépatiques et pulmonaires, mais la durée de
I'exposition peut &tre modulée pour optimiser la réponse d'autres biomarqueurs d'exposition
ou d'effets. Les doses internes de PCB mesurées dans le foie sont semblables 2 celles déja
observées chez des animaux sauvages vivant sur des sites contaminés, mais il n'a pas été
publié A notre connaissance de valeurs concernant les teneurs pulmonaires. Comme nous
'avons vu, les activités antioxydantes ne sont pas sensiblement modifiées par le sol pollué
Repl.III, méme apres deux mois d'exposition, mais 1induction de l'activité¢ EROD nous a
permis de supposer l'existence d'effets toxiques liés 2 la production de métabolites réactifs par
le CYP1Al. L'augmentation de la quantité d'adduits dans le foie et le poumon a confirmé
cette hypothése. Cependant, ces résultats ne sont que préminaires et mériteraient d'étre
approfondis aprs optimisation du protocole d'exposition. En effet, les adduits pouvant étre
réparés, il serait intéressant d'étudier la cinétique et le niveau de leur réparation. Divers
biomarqueurs de génotoxicité (€changes de chromatides soeurs, détection d'aneuploidie...)
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pourraient également étre mesurés aprés optimisation du protocole. Nos essais concernant la
mesure de paramétres immunologiques ont été infructueux, mais cet échec est dii a des
problémes techniques plutdt que conceptuels. En effet, le syst®me immunitaire €tant plus
sensible que les autres systémes de défense aux agressions par les produits chimiques, il est
fort probable que l'exposition de rats ou de souris pendant plusicurs semaines 2 des sols
pollués provoque des effets immunotoxiques.

La relation dose-réponse peut étre étudiée en diluant les sols pollués avec une matrice non
contaminée : au niveau hépatique, l'activit€ EROD est corrélée a la teneur en sol pollué par
des inducteurs, mais est trés sensible 2 la présence de matitre organique, notamment avec le
sol SIV, pollué par des HAP. Au niveau pulmonaire, I'activit¢ EROD est plus sensible 2 la
présence de polluants inducteurs que l'activité hépatique, mais sa capacité d'induction est
limitée et son activité présente rapidement un plateau avec les sols fortement pollués.

Le choix de la matrice de dilution peut se discuter en fonction des objectifs fixés. Le
sol ISO, composé de sable, de kaolin et de tourbe (70:20:10) est assez représentatif d'un sol
courant, mais la matidre organique qu'il contient diminue la biodisponibilité de certains
composés. Si le but de l'expérimentation est seulement la mise en évidence de la
biodisponibilité de polluants présents dans le sol, il suffit de tester le sol non dilué. Lorsque la
réponse est positive et que I'on cherche 2 situer le niveau de pollution du sol par rapport &
l'intensité de la réponse, il est préférable de pratiquer quelques dilutions afin de détecter une
éventuelle saturation dans la réponse du biomarqueur (cas observé avec l'activité EROD
pulmonaire). Si 1'on veut déterminer la dernitre dilution provoquant un effet sur un
biomarqueur donné, il est préférable de diluer le sol avec une matrice permettant d'obtenir une
relation linéaire entre la réponse du biomarqueur et la teneur en sol dans la litiere. Il n'est pas
possible d'exprimer les résultats en DEsg car ce type de calcul nécessite la connaissance du
taux d'induction 100%, impossible 2 déterminer dans nos conditions expérimentales.

Ce bioessai pourrait &tre utilisé pour vérifier I'efficacité de mesures de bioremédiation
de sols pollués, en complément avec une vérification basée sur des test bactériens. En effet, la
bioremédiation des HAP par des micro-organismes n'est pas efficace avec tous les HAP car
les bactéries sont surtout sensibles aux molécules de petite taille : les HAP comportant plus de
quatre cycles sont peu biodisponibles donc peu toxiques pour les bactéries (Wang et al.,
1990), alors que ces mémes HAP sont les plus toxiques pour les mammiferes. L’évaluation de
l'efficacité du traitement d'un sol & partir de tests bactériens (Microtox®, test d'Ames) ne
permet donc pas de conclure quant 2 la toxicité du sol pour les mammif2res, donc pour
I'homme.
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ANNEXE 1

Structure et numéros IUPAC des PCB

(selon Ballschmitter & Zell, 1980)

oo structure no structure no structure no Structure no structure

1 43 2235 85 22344 127 33455 169 334455

2 3 4 2235 86 22'34,5 128 223344 {170 22733445

3 4 45 2236 87 22'34,5' 129 2,2'33'45 171 2233446

4 2,2 46 22'36 88 223,46 130 223345 | 172 2233455

5 23 47 2244 89* 22346 131 22°33°46 173 22°33°456

6 23 48  22'45 90 22345 132 223346 | 174 2233456

7 24 49 2245 91 22'34'6 1333 223355 | 175 2233456

8 24 S0 2,246 92 22355 134 223356 176 2,2'33'4,66

9 2,5 51 2246 932 22'356 135 223356 | 177 2233456
100 26 52 2255 94? 22'35,6 136 223366 | 178 2233556
11> 33 53 22'56 95 22°3,5'6 137 22°344'5 179 22°33'566
122 34 58 2266 96 22'36,6 138 223445 | 180 2234455
12?2 34 58 2334 97 22'3'4,5 139 22'344'6 1817 22'344'56
14 35 56 2334 og? 22'3'46 1400 223446 | 1822 2234456
15 44 S 2335 99 22445 141 223455 183 22'344'5'.6
6 223 58 2335 100 22446 1420 22'3456 184 22'3,44'66
17 224 59 2336 101 22'45,5' 143 22'3456 185  22'3455'6

18 22'5 60 2344 1022 22456 144 223456 186 2,2'34,566

19 226 61* 2345 1032 22'45'6 145 22'3466 187 22°'34'55.6
20 233 62 2346 108 22'4,66 146 223455 | 188 2234566
210 234 6 2345 105 233" 44" 47 223456 189 2334455
2 234 64 2346 1068 23345 1480 223456 | 190 2334456
23 235 658 2356 107 233'4'5 149 223456 | 191 2334456
24 236 66 2344 1080 23345 1500 223466 | 1922 2334556
25 234 67 2345 1098 23346 151 22'3556 193 2334556
2 235 68 23°'45 110 23346 1520 22'3566 194 22°334455
27 236 69 2356 1ne 23355 153 2274455 | 195 227334456
28 244 70 2345 1122 23356 154 2224456 | 196 22334456
29 245 7 2346 113 22°3'56 | 155 224466 | 197 22334466
300 246 720 2355 114 23445 156  233°44'S 198 22°33'455.6
31 245 73 23'5'6 115 23446 157 233445 | 199 22334566
32 246 74 2445 1168 23456 158 233446 200 22°33'4566
33 234 75 2446 117 234'56 159 233°455 201 22'33°455'6
34 23S 76 2345 118 23445 160 233456 22 22'33'55.66
s 334 7 3344 119 23446 1617 233456 203 22°344'55.6
¢ 313s 78 33°4,5 120 23455 1622 233455 | 208 22344566
37 344 79 33'45 121 23456 1637 233°4'56 205 23344556
38 345 802 3355 122 233'4,5 1648 233456 | 206 22324455,6
¢ 345 812 344'5 123 23445 1657 233556 207 22'33'44°566
40 22733 | 82 22334 | 124¢ 23455 1662 234456 208 2,233'455.66
41 22'3.4 83 22335 | 12588 2°3456 167 234455 | 209 2233445566
42 2234 |84 22336 | 126 313'4,4'5 1682 2,3'44'5'6
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ANNEXE 11

Caractéristiques du site de Replonges

Renseignements extraits du rapport BURGEAP., 1993:

Annexe Ila : Implantation des ouvrages de reconnaissance

Annexe IIb : Récapitulatif des observations faites sur les ouvrages de
reconnaissance

Annexe Ilc : Récapitulatif de 1'état de pollution du site

Annexe IId : Récapitulatif des analyses de laboratoire effectuées sur différents
échantillons de sol
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Annexe Ila
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Annexe IIb

Récapltulatil des observations faltes sur les ouvrages de reconnaissance

Nature Dénomination Prof. Observatlons Degré Ep
(m) de (m)
poliution )
Fossa
alapelle Anomalie n°® 6 2.6 |Quelques traces dHCH de 0a 1.4 m - Cuve métalique écrasée entre 1 et 2m 1 -
mécanique Odeur faible
Anomalie n® 8 3.0 1Aucune trace visuelle ou olfactive de poliution 1 -
Anomagtie n° 10 3.0 |De 1425 m: Sables et graviers noirs pollués, imprégnés d'HCH 2 i.5
Forte odeur de type ammoniaque
Anomalie n° 11 2.4 |3 petits Fts écrasés de 0 & 1.9 m - Pas de traces dHCH ] -
Trés forte odeur ‘indéterminée”
Anomaiie n° 13 3.3 |A3.3m: couche peu épaisse et discontinue de sables et graviers nolrs 2 0.3
Imprégnés dHCH -Trés fortes odeurs d'HCH et “indéterminéd’
* Anomafie n° 14 1.0 |De 04 1 m: rembais argileux et HCH visqueux - 1 Fit en surface 2 >10
* Anomalie n® 17bis| 2,0 |De 05a 1.8 m : Sables et graviers noirs poliués, imprégnés CHCH - 1 Fat écrasé 2 1.3
Odeurs d HCH et “Indéterminée”
. Anomalle n® 18bk| 3.1 |De 2d 3.1: Sables et graviers nolrs, imprégnés dHCH 2 11
Odeurs d'HCH et indéterminée”.
* Anomalie n°fi¢ -| 4.5 |De 05 & 4 m : Rembials divers nolrs, totalement Imprégnés dHCH - Présence dHCH 3 35
) Iquides ou plus ou moins visqueux - Trés forte odeur dHCH
: Anomalle n°40 15 |De 05 d 1.5 m: Rembials divers, totalement imprégnés d'HCH - Présence iImportante 3 >10
d'HCH visqueux - Trés fortes odeurs CHCH et indéterminée®
* Anomalle n°21 bis| 1,5 |De 0.8 & 1.5m : Remblas divers fotalement Imprégnés dHCH - Présence Importante 3 >09
d'HCH visqueux - Fts écrasés - Trés fortes odeurs d'HCH et indéterminée*®
* Anomalie n° 24 1.2 |De 05 & 1.2m : Rembilacks divers totalement imprégnés d’'HCH - Présence importante 3 >0.7
d'HCH visqueux - Trés fortes odeurs d'HCH et ‘indéterminée”
- Anomalle n® 25 1.0 JA0B8 m :5 Fits plelns (de 60 & 200 litres) dans un terrain argileux ne présentant 2
pas dindice visuel ou offactif de poliution
* Anomalie n°® 26 25 JAucune frace visuelle ou olfactive de poliution 1
* Anomalie n°® 27 30 |Deldd1.8metde244G28m: HCH visqueux 2 08
- Anomdlien®29 | 3.1 |De 25 a3 m:Sables et graviers nols imprégnés d'HCH - Forte odeur IHCH 2 05

La localkation des ouvrages est présentde Agure 3

4 O

¢

A Degré 1:

.¢_ o A Dogré2:

@ e Degré 3:

LEGENDE de ka Rgure 3 et Définltion des degrés de poliution

Piézométre, sondage ou fosse n‘ayant pas rencontré de traces visuelles évidentes de pofiution

Présence possible d'odeurs d'origine indéterminée

Pibzomatre, sondage ou fosse ayant rencontrd une pollution importante : Présence dune couche

de sable et graviers nolrs iImprégnés dhydrocarbures - Pas dhydrocarbures Iquides
Fortes odeurs d'HCH et d'orgine indéterminée

Piézométre, sondage oufosse ayant rencontré une poliution massive : Terrains totalement soulliés

Présence dhydrocarbures liquides ou visquaux
Fortes odeurs d'HCH et d'origine Indéterminée

Fosse ayant rencontré des Futs pleins

(") : Epdissetwr des temrains poliués de manidre évidente
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Récapltulatif des observations faltes sur les ouvrages de reconnalssance (5U‘l'c)

Nature Dénomination Prof. Observations Degré
(m) de
pollution
Sondage Sl 50 |Quelques traces 'HCH de 0 & 0.5 m - Odeur taible 1
$2 50 [De 0a&0.5m : Traces et odewrs d'HCH - Forte odeur dHCH de 0425m 2
$3 5.0 [Peu de traces visuelles de poliution - Forte odeur “indéterminée" de 4a5m 1
S4 50 [Peude traces visuelles de pollution - Forte odeur indéterminée de 25a5m 1
- $5 50 |De 1425 m: Argile brune grasse imprégnée d'HCH - Forte odeur dHCH 2
Forte odeur “indéterminée" de 254 50 m
- S6 50 [De 12d22m : Argile brune Imprégnée d'HCH - Forte odeur dHCH 2
Forte odeur “indéterminée” de 22 &4 50 m
° §7 50 |De 0.5 da25m: Argile et sable Imprégnés d'HCH - Dépdt d'HCH pateux - Forte odeur 2
d'HCH de 0.6 & 3.5 m - Forte odeur “indéterminée” de 35 & 50 m
: S8 5.0 |De24d3.2m: Arglle et sable notratre Imprégnés dHCH - Forte odeur dHCH de 2
24844 m - Odeur “indéterminée”de 44 a5 Om
- $9 58 |De 08 & 3.5 m : Rembials et limons nolrs totalement imprégnés d"HCH - Forte odewr 3
d'HCH de 04 4.7 m - Odeur “Indéterminée” de 4.7 & 5.8 m
¢ S0 50 |De 143.,0m: Arglle et sable noirs totalement Imprégnés d'HCH - Forte odeur d'HCH 3
de 0.3 & 3.0 m - Odew “indéterminée” de 3450 m
* St 6.0 |De 1.1 43.3m: Arglle, sable et gravier noirs 1ras Imprégnés d’'HCH - Forte odeur 3
d'HCH de 0.2 & 3.8 m - Odeur “Indéterminée® de 3.8 & 6.0 m
* S12 50 |Dell & l.8m:Argﬂegris-nolrtréslmprégnéed‘HCH(enpcrﬂcullerde1.66 1.8m) 2
Forte odeur d'HCH de 1,1 & 2,1 m - Odeur “indétenninée* de 21450m
* S13 50 [De0&a22m:Argie brune dégageant une forte odeur HCH 1-2
Légére odeur indéteminée’ de 224 50 m
Piézométre Pz1 100 |Aucune trace visuelle ou olfactive de poliution 1
¢ Pz2 100 [Quelques traces d'HCH de 0 & 0.8 m - Odetr indéterminée"de 353 6.0m 1
* Pz3 100 |De 124 3.2: Arglle sable et gravier dégageant une forte odeur d'HCH 1-2
Odeur ‘indétemminée*de 324 7.0m -
* Pz 4 6.0 |Do143.5m : Arglle sable et gravier brun & nolrs imprégnés dHCH, en particulier 2-3
de 2,4a 2.8 m - Forte odeur d'HCH - Légére odeur “iIndéterminée” de 35a 6.0 m
* Pz5 10,0 {Do 142,8 m: Argile, sable et gravier nolrs. totalement imprégnés d'HCH 3
Nombreuses traces 'HCH de 2.8 & 40 m - Forle odeur “indéterminée’de 4 4 60 m
° Pz6 6.0 |Aucune trace visuelle ou olfactive de pollution 1

La localisation des ouvrages est présentée Figure 3

Définltion des degrés de poliution

Degré 1: Pos de traces visuelles de poliution
Présence possible d'odeurs d'origine indéterminée

Degré 2: Pollution Importante - Présence d

Pas dhydrocarbures liquides
Fortes odeurs 'HCH et d'orgine indéterminde

Degré 3: Pollution massive - Terrains totalement soulllés - Présence d'h

Fortes odeurs d'HCH et d'origine indéterminée

() : Epalsseur des temains pollués de maniére évidente

ydrocarbures liquides ou visqueux

une couche de sable et graviers nolrs imprégnés d'hydrocarbures
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Récaplitulatif de I'état de pollution du site

Zone Surface Degré de pollution des sols Epaisseur Estimation Epaisseur Présence Pollution
opproximative moyenne volume moyenne de de
(m2) pollution pollué recouvrement fats la noppe
(m) (md (m)
1 555045750 |Terrains non pollués & I'exception de quelques traces - - - Peu probaoble Oui (faible odeur)
noires d'hydrocarbures
2 215042250 |Existence d'une couche de sables et graviers nolrs 1254140] 260043200 environ 1,0m Qui Qui (forte odeur)
imprégnés d'hydrocarbures (limons et {existence possible
Présence de produits purs trés visqueux (goudron) sables argileux) | de quelques fits pleins
Pas d'hydrocarbures liquides en assez bon état)
3 1400 & 1500 |Poliution massive : remblais, sables et graviers noirs 15418 21004 2700 04408m Qui Oui (forte odeur)
totalement imprégnés d’hydrocarbures (remblais (& priori en trés
Présence d'hydrocarbures liquides hétérogénes) maouois état)
Sables et graviers gras, plus ou molns imprégnés 144 1.7 2000 & 2 500

d'hydrocarbures

O] 9Xouuy
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Echantilions de terres

iITeneurs supérleures au seull C de la norme hollandaise.

Echantillons Seult C Pz2 Ano. 10 56 sé Pz3 Pz3 Ano. 19 Pz5 Pz5 Pz$§
(prof.) nomeNL | 45m 20m 20m 35m 27m 48m 30m 22m 33m 55m
Hydrocarbures légers mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Boenzéne 1| <0.03 [wiiliii2ior] <003 <0.03 <0.03 <003 7 <0,03 <003
Toluéne 130 <0.03 11.32| © <0,03 < 0,03 0.06 < 0,03 2 < 0.03 <0.03
Xyldne 25 < 0,03 17.56 < 0,03 <0,03 2.02 < 0,03 0,46 2,47 < 0,03 < 0,03
Ethylbenzéne 50 <01 2,33 <01 <0,] 0,08 <01 0,27 1,26 <0,) <0,1
1,2.4 Timéthylbenzéne <01 2,72 <0,1 <01 3.99 <0,) 0.1 0,35 <0,1 <0.1
1,3.5 Triméthylbenzéne . <01 14,47 <0,1 <0, 0,82 <0.1 <0.1 1,98 <0,1 <0,
Allphatigues légers <0,1 172,2 <01 . <0,1 66,92 <0, 9,35 32,98 < 0.1 <0.]
-|Hydrocarbures lourds mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Equivalent Gasoll 800 (1) <02 <02 <02 <02 <02 8103 i-1-6410 <0.2
Equivalent Huile 5 000 324 3 455 159 1478 81.7 1250 2221 1 048 54
[pcB (ma/Ka) - P - 1 - . [ T <« [ - -
Organo-Halogénés volatils ng/kg ug/kg ug/kg Hg/kg ng/kg ug/kg ug/kg Hg/kg ng/kg ng/kg Hg/kg
Chloroforme < < < < < < < < < <
1,11 Trichloroéthane < < < < < < < < < <
Trichloroéthyléne 60 000 < 216 < < < < < < < <
Tétrachloroéthyléne 4 000 < 65 < < < < < < < <
Tétrachlorure de carbone < < < < < < < < < <
Métaux mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Arsenic 55 - 18.4 - - - - 5.38
Mercure 10 - 0.95 - - - - <01
Zinc 720 - 236 - - - - - 233 -
Cuivre 190 - 853 - - - - . 28.5
Nickel 210 - 4,48 - - - - - 2,67
Chrome 380 - 1.8 - - - - - 1.69 B
Plomb 530 - 29.3 - . . X N 13.6
Cadnium 12 - 0,37 - - - - - < 0,05 -
Etain - 34,2 - - - - - 27,52
Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques ° mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Fluoranthéne 40(2) 0,011 <0,1 <01 0.019 <01 0,017 <01 6,76 2,20 0.017
Pyréne 0@ 0007 <0,1 <01 0.024 <0,1 0,016 5.80 1,75 0.015
Naphtaléne 40 (2) < 37 < < < < < < <
Diméthyinaphtaléne 40 (2) < < < < < < < < <
Anthrocéne 40(2) < < < < < < < < <

(1) : essence < 800 mg/kg
(2) : somme des HAP < 40 mg/kg

< : Inférieur au seull de détection
(volr annexe 5)

- : dosage non effectud
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ANNEXE III

Caractéristiques des sols S0, SIII et SIV

Résultats fournis par 1'TRH :

Annexe IIla : Caractéristiques physico-chimique des sols SO, SIII et STV
Annexe ITIb : Analyse chimique du sol SO
Annexe Ilc : Analyse chimique des sols SIII et SIV
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Annexe IIla
Caractéristiques physico-chimiques des sols S0, SIII et SIV

Nom de ia matrice S0 (La Bouzule) SIII SIvV
Origine Sol agricole, brun, lessivé, | Sol pollué par des solvants | Sol contaminé par des
limono-argileux, organiques et des culots de | résidus de cokerie
caractéristique des régions | régénération de solvants
tempérées d’Europe.
Classification FAO :
Luvisol
Date de prélévement | Décembre 1994 Juin 1994 Juin 1994
Echantillonnage En bordure de champ, Prél2vement dans une Préldvement 2 la pelle
décapage de la partie lagune de stockage 2 la pelle | mécanique dans
végétale, prélevement des | mécanique (milieu bach€). | d’anciennes cuves de
15 premiers cm 2 la pelle Prél2vement en 6 points de | cokerie comblées par des
1a lagune sur 1 m? 3 une matériaux de démolition.
profondeur max. de 2,5m. | PréRvement en un point 2
Pas de couvert végétal 20m?2, prof. max. 2,5 m
Préparation
Humidité départ 15% 35% 15%
Séchage A +40°C Air ambiant, humidité Aucun
ramenée 3 10%
Broyage Broyeur 2 michoires -
Tamisage A 2 mm sur rouleaux Sol épierré manuellement, | A 5 mm sur grille
broyeur A michoires
Homogénéisation En bétonnitre
Caractéristiques physiques
Granulométrie 020,05mm: 813 g/kg Tamisé 2 5 mm
>0,05: 187 g/kg
Rétention en eau 560 a 614 mlkg 240 ml/kg 200 ml/kg
Volatilité (en Non décelée 11 A 15 mg/sol humidifié 1,6 mg naphtal®ne/kg sol
équivalents benzne) 23 A 28 mg/kg sol sec
Contamination Aucune Voir Annexe Illc Voir Annexe IIlc
Conservation avant Stockage en masse en bidons plastiques opaques étanches de 1201
expédition
Conditions de Conditionnement en sachets plastiques scellés, transport express
| transport
Précautions Masque 2 poussitres Masque avec filtre & solvants
d’utilisations Gants résistants aux solvants
Stockage & la Chambre froide (+4°C)
réception
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Annexe IIIDb

Analyse chimique de 1a Bouzule

Perte au feu 3 1.100°C g/kg 109
pH eau 6,0
Sodium échangeable a I'acétate d'ammonium g/kg 0,011
Magnésium échangeable a 'acétate d'amonium g/kg 0,171
Potassium échangeable i l'acétate d'ammonium g/kg 0,369
Carbone organique total g/kg 16,53
Azote organique total glkg 1,65
Cuivre total extraction HF mg/kg 24,5
Fer total extraction HF g/100g 6,44
Mangangse total extraction HF mg/kg 1.740
Zinc total extraction HF mg/kg 131
Chrome total extraction HF mg/kg 88,6
Plomb total extraction HF mg/kg 49,5
Cadmium total extraction HF mg/kg 0,377
Soufre total extraction HF mg/kg 373
Azote nitrique (N de NOs) mg/kg 17,85
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Annexe IIlc
Analyse des sols SIII et SIV

Paramétre SII SIV
Humidité brute 10.4% 43,3%
Fraction minérale (% de MS) 90,2 88,4
Fraction organique 9,8 11,6
Indice phénol (mg/kg sol brut) <1 <1
Métaux lourds et cyanures (mg/kg de MS)
Hg 2,24 12,56
Cd 29,6 <5
As 12,03 68,1
Cu 201 66,6
Ni 50,3 70,6
Cr 342 134
Pb 1.200 nd.
Zn 2.270 2.080
Cyanures totaux <1 <1
Hydrocarbures aromatiques (ug/kg de MS)
Benzine <500 nd.
Toluéne <500 nd.
Xylene <500 n.d.
Hydrocarbures aromatiques polycycliques (mg/kg de MS)
Fluoranthéne 1,21 96
Benzo(b)fluoranthéne 0,43 35,5
Benzo(k)fluoranth¢ne 0,21 21,1
Benzo(a)pyrene 0,25 325
Benzo(g,h,i)pérylene 0,22 25,5
Indéno-(,2,3)pyréne 0,33 27,6
Somme des 6 HAP 2,65 238,2
Polychlorobiphényles (mg/kg de MS)®
Aroclor 1242 45 <1
Aroclor 1254 204 <1
Aroclor 1260 13,7 <1
#28 0,8 <0,1
#52 12,9 <0,1
#101 17,1 <0,1
#138 17,5 <0,1
#153 14,5 <0,1
#180 3,9 <0,1

a Les résultats exprimés en Aroclor sont additifs
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(suite)

Hydrocarbures aromatiques chlorés (j1g/kg de MS)

Dichlorobenzene 1-2 <10 <10
Dichlorobenzéne 1-3 <10 113
Dichlorobenzéne 1-4 <10 207
Trichlorobenzéne 1-2-3 221 <2
Trichlorobenzéne 1-2-4 558 81

Trichlorobenzéne 1-3-5 <2 <2

Organohalogénés volatils (ug/mg de MS)

Bromoforme <100 n.d.
Dibromométhane <50 n.d.
Dichlorobromométhane <50 n.d.
1-2 dichloroéthane <500 nd.
1-1 dichloroéthyléne <100 nd.
Dichlorométhane <1.000 n.d.
Chloroforme ._ <20 n.d.
Tétrachlorure de carbone <10 nd.
1,1,1-trichloroéthane <10 n.d.
Trichloroéthyléne <20 n.d.
Tétrachloroéthyléne <10 n.d.






