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de mammifère.

Figure 14 : Activation des PCB faiblement chloés vro de.s inærmédiaire.s semi-
quinoniques etdes quinones. Æ49

Conséquences bénéfiques ou néfastes de I'induction du cytochrome
importance des activités de phase tr et du mode d'exposition. 4748

4849
Figure 15 : Activation métabolique du B(a)P et éaction catalysée par la

dihydrodiol déshydrogénase.

Figure 16 : Métabolisme du B(a)P par le cytochrome P-450 et l'époxyde

hydrolase microsomaux.
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Figure 17 : Métabolisme stéréosélectif du B(a)P en un ultime métabolite
carcinogène par les microsomes de foie de raL

Figure 18 : Région "baie" des diol4poxydes de plusieurs HAP.

Figure 19 : Rôle des systèmes de détoxication et de défense antioxydante dans la
protection contre la toxicité des produits chimiques.

Figure 20 : Cycle rédox d'un composé quinonique par une réduct4se, par

exemple une NADPH-cyûochrome P450 réductase.

Figure 22 : Rôle du glutathion dans le système de défense antioxydante et le

sysême de détoxication.

Figure 23 : Origine des cellule.s du sysême immurnitaire.

Figure 24:P.r:urrcripaux organes et tissus lymphoi'des.

Figure 2l :La peroxydation lipidique et les différente.s étapes d'une réaction en
chalne. 56_57
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Figure 25

Figure 26

Figure 27

Figure 28

Rôle central das macrophages.

Coopération cellulaire dans la réponse anticorps.

Iæs voie.s de I'immunité àmédiation cellulaire.

Iæs réponses anticorps primaire et secondaire.

Figure 29 : Modèle décrivant les conséquences immunslsgiquss défavorables de
I'exposition à un produit toxique.

Figure 30 : Mécanismes possibles de I'immunosupprassion induite par les HAP.

Figure 31 : Concordance dqs æsts immunelegiques individuels ou appariés pour

la prédiction d'effets immunotoxiques.

susceptibilité.

Figure 34: Stratégie d'énrde du siæ pollué de Replonges.

Fïgure 32 : Concordance des tests immunologiques individuels ou appariés pour

établir la prédiction de modifications de la résistance de I'hôæ. 7+75

Figure 33 : Diagramme simplifié de la cascade d'événements compris entre
I'exposition et les effets sur la santé, montrant les relations existant entrre les
marqueurs d'exposition, les marqueurs d'effets et les marqueurs de
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Figure 35 : Repésentation schématique du protocole d'exposition de rats à des
litières de sol pollué.

Figure 36 : Principe du postmarquage au Tl32pl-nfp.

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 ærrarium ou sur le siæ pollué de Replonges.

Figure 39 : Activités catalase, superoxyde dismutase (SOD), glutathion

peroxydase (GSH-Px) et gtutathion peroxydase Se-dépendante (Se-GSH-Px)

hépatiques (A), pulmonaires (B) et érythrocytaircs (C) mesurées chez des rats de

laboratoire et des rats sauvages capturés dans un terrarium ou sllr le siæ pollué de

Replongas.

100-101

113-114

115-1r6

T2O-T2T

121,-t22

Figure 40 : Activités EROD (A), PROD (B) et BROD (C) hépatiques mesurées

sur les fractions microsomales de rats de laboratoire ou de rats sauvages mâles en

fonction de la durée de leur exposition à une litière composée de sciure ou de

différents sols prélevés à Replonges. 125-26

Figure 41 : Activités EROD (A), PROD (B) et BROD (C) pultnonaires mesurées

sur les fractions microsomales de rats de laboratoire ou de rats sauvages mâles en

fonction de la durée de leur exposition à une litière composée de sciure ou de

différents sols prélev4s à Replongas. 126-ln

Figure 42 : Activités EROD, PROD et BROD hépatiques (A) et pulmonaires @)
mesurées sur les fractions microsomales de rats de laboratoire ou de rats

sauvages femelles apràs trois jours d'exposition à une litière composée de sciure,

de sol témoin ou de sol Repl.I[ L26'ln

Figure 43 : Activités catalase, superoxyde dismutase (SOD), glutathion

peroxydase (GSH-Px) et glutathion peroxydase Se-dépendanæ (Se-GSH-Px)

hépatiques (A), pulmsnaircs (B) et érythrocytaircs (C) me.surée.s chez des rats de

laboratoire mâles en fonction de la durée de leur exposition à une litière

composée de sciure, de sol témoin ou de sol RepLItr. 126'Ln

Figrre 44 : Corélatioilt entre le logarithme des activitAs EROD (A), PROD (B)

et BROD (C) hépatiques et EROD pulmonaire (D) et le logarithme du

pourcentage de sol pollué Repl.Itr présent dans la litière de sol ISO. 129'L3O

Figure 45 : Corrélations enhe le logarithme des activités EROD (A)' PROD (B)

et BROD (C) hépatiques et le logarithme du pourcentage de sol pollué SItr

présent dans la litière de sol ISO. t3t-L32
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Figure 46 : Conélations entre le logarithme des activité.s EROD (A), PROD (B)

et BROD (C) pulmonaires et le logarithme du pourcentage de sol pollué SItr
présent dans la litière de sol ISO. 132-133

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 litière de sol ISO. 137-138

Fïgure 48 : Corrélations entre le logarittrme des activités EROD (A), PROD (B)

et BROD (C) pulmonaires et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIV
présent dans la litière de sot ISO. 138-139

Figure 49 : Conélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD (B)

et BROD (C) hépatiques et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIV
pré.sent dans la litière de sable. 139-140

Figure 50 : Corrélations entre le logarithme des activités EROD (A), PROD (B)

et BROD (C) pulnonaires et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIV
pré.sent dans la litière de sable. 139-140

Figure 51 : Autoradiogramme des adduits obænus à partir de I'ADN de foie (A et
B) et de poumon (C et C) de rats de laboratoire SD mâle.s exposés pndant 88 + 2

h au sol témoin ISO (A et C) ou au sol pollué Repl.Itr (B et D). Les

autoradiograrnmes ont été exposâs pendant 24 heures. 146'tn

Figure 52 : Autoradiogramme des adduits obtenus à partir de I'ADN de foie (de

rats de laboratoire SD mâles exposés pendant 88 t 2 h à la matrice témoin sable
(A), au sol pollué SIV (B) ou au sol SIV dilaê ll2 avec du sable (C). Les
auoradiogrammes ont été exposés pendant 24 heure.s. In-I48

FigUre 53 : Autoradiogfamme des adduits obtenus à partir de I'ADN de poumon

de ras de laboratoire SD mâles exposés pendant E8 t 2 h à la matrice témoin

sable (A), au sol pollué SIV (B), au sol SMilué tlz (C, ou au sol SIV dilué au

ll4 avæ du sable (D). Les autoradiogranmes ont été exposés pendant 24 heures. ln-l4&

Figure 54: Tine dIgM anti-KLH dans les sérums de rats exposés àune litière de

sciure ou de sol Repl.[I pendant deux semaines, puis immunisés par une
injection i.p. de KLH, à raison de 50, l(X) ou 2N ltghat (doses A, B et C,

respectivement). 15+155

Figure 55 : Conélations entrre le total des 12 congénères de PCB mesurés dans le

foie (A) et le poumon (B) et le pourcentage de sol SItr dans la litièrc de sol ISO. 157-158
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Lrsrn DEs sIcLEs ET ABRÉvtATIoNs

#: no ILJPAC
3-MC : 3-méttrylcholanthrène
ADN : acide désoxyribonucléique
Ag: antigène
Ah: (r&epæur) "Aryl hydrocarbon"
AIIH : (activité)'Aryl Hydrocarbon Hydroxylase'
ARN(m) : acide ribonucléique (messager)

ATSD : Agency for Toxic Substances and Disease
B(a)P
B(b)F
B(e)P

benzo(a)pyêne
benzo(b)fluoranthène
benzo(e)pyrène

BROD : (activité) benzoxyÉsorufine O-débenzylase
CMH : complexe majeur d'histocompatibilité
ConA: concanavaline A (lectine mitogène)
CPA : cellule présenunt l'antigène
CIL : (æst de) lyse par les lymphocytss T cyotoxiques
CYP(lAl) : cyochrome P450 (isoAme lAl)
CW(IAI): gène codant pour le cytochrome P-450 (isozyme 141)
DDT : dichlorodiphénylnichloroéthane
DESO : dose effectrice 50

DHR : (réaction d')hypersensibilité rctardée
DIS : déchets indusuiels sSciaux
DLSO : dose létale 50

dNp : désoxynucléotide 3'-monophosphaæ
EDTA : acide diéthylène triamine tétraacétique
ELISA : Enzyme Linked rmmunoSorbent Assay
EFA : Environmental Protection Agency
EROD : (activité) éthoxyrésonrfine O-déséthylase
GSH : glutathion (rédui0

GSH-k : (activité) glutathion peroxydase

HAP : hydrocarbure aromatique polycyclique

HAPH : hydrocarbure aromatique polycyclique halogéné

IIb: hémoglobine
heptaCB : hepachlorcbiphényle
hexaCB : hexachlorobiphényle
HS: hypersensibilité
ip. : (injection) intrapéritonéale
IARC : Inærnational Agency for Research on Cancer
Ig: immunoglobuline
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IL: inærleukine
K: (cellule) Killer
KLH : Keyhole from Limpet Hemocyanin
LPS : lipopolysaccharide Oactérien)
MAI : maladie auto-immune
MLR : Mixed Lymphocyæ Reaction
NAD(H) : nicotinarnide adénine dinucléotide (réduit)

NADP(H) : nicotinamide adénine dinucléotide phosphaæ (réduit)

NIPIIEP : National Instituæ of Public Health and Environmental Protection

NK: (cellules) Natural Killer
NMDA : N-nitrosodim!Ûlylarnins
NOEL : No Observed Effect Level
Nt: nucléotide
NTP: National Toxicology Programm
PB : phénobarbital
PCB : polychlorobiphényle
PCDD : polychloro drbruvp-dioxine
FCDF : polychlorodibenzofuranne
PCN : prégnénolone 164-carbonitrile
pentacB : pentachlorobiphényle
PFC : Plage Forming Cells (cellules formant une plage de lyse)
PHA : phytohémagglutinine Qectine mitogène)
PROD : (activité) pentoxyésonrfine O-dépenthylase
SDS : sodium dodécyl sulfate
Se-GSH-k : (activité) glutathion peroxydase sélénodépendanæ

SOD : (activité) superoxyde dismutase
SRBC : Sheep Red Blood Cell (globule rcuge de mouton)

STEP : (boue de) STation d'Ehration
Tc : (lympho"yæ) T cytotoxique
TCE : trichloroéthylène
TEQ : équivalent toxique inærnational
téraCB : tétrachlorobiphényle
Th : (lfmpho"yæ) T helper
tiCB : (tri)chlorobiphényle
XRE : Xenobiotic Responsive Element
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RÉsuun

L'étude bibliographique présente a) les caractéristiques et I'ampleur de la pollution

environnementale par las produits chimiques ainsi que le niveau de contamination et les effets

néfasæs qui en ré.sulænt pour lhomme et la faune tenesfte, b) I'ensemble des mécanismes de

défense des organismes contre ces agressions chimiques, pouvant être utilisés comme

biomarqueurs d'exposition ou d'effets et c) I'intérêt des systèmes d'animaux sentinelles et des

bioessais darrs la bioévaluation des sols pollu4s.

Dans la partie expérimentale de ce travail, nous avons émdié la biodisponibilité de

polluants organiques (inducteurs des cytochromes P-450 lAl et 28) par la mesure des

activités éthoxy-, pentoxy et benzoxy- résorufine O-désalkylases (respectivement, EROD,

PROD et BROD) dans les fractions microsomales hépatiques et pulmonaires de surmulots

(Ratns nortegicus) capturés sur le siæ pollué de Replonges. Iæs résultats montrent

I'induction atrendue de I'activité EROD hépatique, mais aussi une forte induction ds I'activité

EROD pulmonaire.

Dans cette approche déjà utilisée par d'autres auteurs, le degé d'exposition des

animaux n'est pas connue avec précision. Nous avons donc mis au point une méthodologie

permettant d'exposer des petits marnmifères à des sols pollués par les voies naturelles

(ingestion, inhalation et absorption percutanée) dans des conditions contrôlês. Des rats de

laboratoire ou des rats sauvages sont maintenus sur une litière de sol pollué ou non pendant

88 t 2 heures. I-es résultats montrent que des sols pollués par des HAP etlou des PCB

induisent plus foræment et plus durablement I'activité EROD pulmonaire (9 à 78 fois) que

I'activité hépatique (3 à29 fois). Dans les mêmes conditions, les rats sauvages sont moins

sensibles. Ce protocole permet d'étudier la relation dose-réponse en diluant les sols pollu4s

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 à la æneur en sol pollué présent dans la litière.

De.s résultats préliminairas 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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Ansrnncr

The review presents a) characæristics 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 poæntial use as biomarkers, and c) the inære.st of sentinel animal

systems and bioassays in bioevaluation of polluted soils.

In the experimental study, we have studied the bioavailabitity of organic pollutanB

such as PAH or PCB which are known inducers of cytochrome P-450 1A1 and 28, by

measuring ethoxy-, pentoxy- and bnzoxy-resorufin O-dealkylase activities (EROD, PROD

and BROD, respectively) in hepatic and pulmonary microsomal fractions from wild rats

(Ratus norvegicus) caught on the polluted site of Replonges. Results show the expecæd

induction of hepatic EROD activity, in parallel with a strong increase in pulmonary EROD

activity.

In such in siu studies which have been used by other authors, the level of exposure is

not characæiz.ed. Thus, we have developed a methodology where small mammals are

exposed to polluted soils by natural routes in controlled laboratory conditions. Laboratory or

wild ras were maintained on a litær of soil during 88 t 2 heures. The results show that with

PAH- and/or PCB-polluæd soils, the induction of putnonary EROD activity is higher and

more long-lasting than hepatic EROD activity (9 to 78- fold and 3 te 29- fold, respectively).

In the same conditions, wild rats are less responsive. With this protocol, it is possible to shrdy

dose-response relationships by diluting polluæd soil with unpolluæd soil or sand. Hepatic

EROD, PROD and BROD activities, pulmonary EROD activities, and hepatic and pulmonary

FCts burdens are significatively correlaæd to the concentration of polluted soil in the liuer.

Prcliminary results show that PAH polluæd soils induce the formation of DNA

adduce in lung and liver. No modification of antioxidant enzyme activities (catalase,

supe,roxide dismutase and glutathione peroxidases) was detected.
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INrRoDUcrIoN

Marqué par le progês æchnologique, nore siècle est celui de I'urbanisation et de la pollution.

La société de consommation est producnice de déchea ménagers, agricoles ou industriels ;

I'amosphère, lneau et le sol se chargent de polluants minéraux et organiques, dont la toxicité

est trop souvent mal connue.

Iæ.s cons{uences de la pollution pour les animaux ne sont pas toujours visibles : si les

pollutions aiguës sont en général rapidement détectée.s (mort massive d'animaux, marée

noire...), les pollutions chroniques ne sont pas facilement reffrable.s. En effet" en dessous de

la dose létale, les produits toxiques peuvent provoquer de nombreux troubles physiologiques

détectables seulement à long tenne : altération du fonctionnement d'organes vitaux, froubles

de la reproduction, génotoxicité, affaiblissement et baisse de la résistance aux agressions

microbiennes ou virales, troubles du compoftement et exposition accrue aux prédaæurs....

Tous ces effets non létaux n'en sont pas moins très graves par leurs conséquences :

perûrbation des écosystèmes, dégénérescencé voire dispariton d'esSces, bioaccumulation

dans la chaîne alimentaire....

Le.s relations existant entre le milieu, les polluants et le.s organismes exposés rendent

difficile l'évaluation du risque. La toxicologie environnementale du milieu terrestre doit ænir

compte a) des nombreux paramètres liés au sol et aux polluants, intervenant dans le poæntiel

toxique d'un sol pollué, b) des voies et de la durée d'exposition des organismes et c) de leur

sensibilité spécifique et individuelle qui conditionnent le risque qu'ils encourenl

Les essais de toxicité ont I'avantage d'être pratiqués dans des conditions

expérimentales facilement contrôlées (doses administrées aux animaux parfaiæment oonnues,

produits utilisés punl ou dilués dans des substances ineræs...) mais ils ont I'inconvénient de

mettre en oeuvre des doses particulièrement élevées, dans des conditions expérimentales

souvent très lointaines dqs conditions d'exposition renconEéqs dans l'environnemenl Dans

ces conditions, des valeurs de oxicité telles que dose létale 50 ou dose sans effet observé...

ont été déterminées et le métabolisme et les effets toxiques des polluants ont pu êtrre mis en

évidence ; ils pourront @gp mis à profit pour le développement de biomarqueurs d'exposition

ou d'effets toxiques en toxicologie environnementale.

Contrairement au domaine aquatique, très étudié jusqu'à nos jours, les énrdes

concernant la toxicité les sols pollués commencent seulement à apparaltre. L'analyse

chimique du sol renseigne sur la natre et I'importance de la pollution, mais elle poræ sur de.s

extaits organiques du sol et ne reflèæ en rien la biodisponibilité des polluanB exnaits. Par

contlp, la connaissance des polluants pésents et de leurs proportions relatives permet

d'orienter le toxicologue venl la recherche d'effets toxiques caractéristiques des polluants
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déæctés. Parallèlement aux analyses chimiques, on peut pratiquer des essais d'écotoxicité à

partir de lixiviats ou d'extraits organiques du sol à étudier, sur des bactéries ou des crustacés.

Ces tests ont les mêmes timiæs que les analyses chimiques du fait qu'ils sont réa1isés à partir

d'extraits de sol.

Devant la difficulté à évaluer la toxicité poæntielle 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 françaises ravaillent actuellement sur la

mise au point de æsts d'écotoxicité adaptés aux sols et au( 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 marnmifères

exposés par les voies naturelles.

La mesure de biomarqueurs d'exposition etlou d'effets chez des mammifères

directement exposés à un sol pollué est un moyen réalisæ d'évaluer la biodisponibilité et lqs

effeæ toxiques d'un sol pollué. Comme nous le veffons dans la partie bibliographique de ce

travail, certains biomarqueurs sont déjà courammeal utilisés dans la surveillance de la

pollution environnementale, alors que d'autres n'ont pas encorc aueint I étape de la validation.

Ayant pour objectif de mettre au point un sysême de déæction d'une pollution

potentiellement toxique pour les mammifères, sensible, facile à mettre en oeuvre et plus

réalisæ que les conditions de laboratoire, nous avons étudié le siæ de Replonges, pollué par

des composés organiques (polychlorobiphényles, hydrocarbures) et des métaux lourds. Dens

un premier temps, nous ayorur mené une étude in siu avec caphrre de surmulots (rats

sauvages) et mesure de biomarqueurs d'exposition. Les nombreux inconvénients liés à cette

lschnique nous ont conduits à mettre au point un protocole d'exposition de rats à un sol

pollué, en laboratoire et sans administration forcée. Ce protocole nous a permis a) détudier

I'influence de la durée d'exposition sur la réponse, b) de comparer la réponse de rats sauvages

et de rats de laboratoire, c) détablir une relation dose-réponse pour certains biomarqueurs et

d) de æsær d'autrcs sols pollués que le sol pélevé à Replonges.
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I. LEs POLLUANTS ENIvIRONNEMENTAUx

En un siècle, le développement des activités industrielles et agricoles a provoqué I'apparition
de milliers de nouvelles molécules et un très fort accroissement de la production de déchets.
Aux É,tats-Unis, I'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 mutagènes, carcinogènes etlou tératogènes et
dans les pays industriaûsés, ils sont séparés des autres déchets et soumis à une églementation

tès stricte.

La Épanition géographique des polluan$ shimiques n'est pas toujours liée à la
localisation de leurs sources et la pollution environnementale est devenue un problème à
l'échelle mondiale : la migration par voie atmosphérique est particulièrement importanæ 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 oryanochlorés.

Les polluants peuvent ête 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

aromatiquas polycycliques). Les polluants inorganiques regroupent les métaux (si I'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 polychlrobiphényle.s, las hydrccarbures et les méaux lourds, nous

ne développerons pas ce qui concerne les pesticides et les polluants atmosphériques.

I.1. Sources, propriét& physico-chimiques et niveaux de pollution

L 1.1. Les polydrlorobiphényles

Fabriqués à partir de 1929, les polychlorobiphényles (PCB) étaient des composants

communément utilisés comme fluides diélectriques dans les transformateurs, fluides

caloporteurs, retardateurs de flamme, diluants organiques, ou employés dans la fabrication de

résines et adhésifs, peintures, encres, huile.s de coupe, ....

Les PCB sont obtenus par la chloration du biphényle. Il en exisæ 209 congénères qui

se différencient par le nombre et la position des atomes de chlore. Ces congénères ont été

numérotés afin de faciliær leur désignation (N.IUPACI, Annexe I ; Ballschmitter & 7*lI,

lllnternationat Unim of Rrre mrl AppliedChemistry
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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 congénères; les plus connus sontles Aroclor@ 1242,1254 ou 1260. Les deux

derniers chiffres correspondent au pourcentage de chlore dans le poids du mélange : par

exemple, 547o dupoids de I'Aroclor 1254@ correspond à du chlore. Les propriétés physico-

chimiques des PCB dépendent du degré de substitution et de la position des substituants mais
d'une manière générale, plus les congénères sont chlorés, plus ils sont lipophiles et s'adsorbent
facilement et moins ils sont volatils, biodégradables et hydrosolubles (figure 2). I-evr

coefficient de partage octanoUeau QogÇ*) est supérieur à 6, ce qui classe ces composâs dans

la catégorie des composés hautement bioaccumulables (Shore & Douben, 1994a) ; leur

lipophilie leur permet d'êhe stockés dans les tissus adipeux et le lait des animaux et d'être

bioaccumulés dans la chalne alimentaire. Certains congénères (hexaCB #138 et #153,

heptaCB #180) sont davantage retenus dans les tissus humains que d'autres (Safe, 1994). I^qs

PCB ont une demi-vie dans lo sol de 5 ans environ.

Les mélanges commerciaux les plus fortement chlorés (Aroclor@ 1260) sont les plus

carcinogènes et les plus immunotoxiques mais la létalité n'est pas corélée au degré de

substitution. Expérimentalement, les PCB sont promoæurs de carcinômes et de nodules

néoplastiques dans le foie, le poumon et la peau ; les PCB sont classés parmi les 20

substances las plus dangereuse par IâTSD, et sont probablement carcinogènes pour lhomme

(groupe 2A; IARC, 1987). LEPA considère que I'ingestion de 1 pg de PCB/kg/jour pendant

une vie provoque 77.0m cas de Gancer 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 aiguë des PCB (DLso Aroclor@ : 1,01-11,3 gkg,

rat, voie orale) et leur inactivité biologique (malgé l'observation de lésions cutanées et de

troubles hépatiques) expliquent que leur usage et leur stockage n'aient pas été tês surveillés à

cene époque, ce qui a entraftré la dispersion d'environ un tiers de la production mondiale dans

I'environnemenl Dans les années 60, la dispersion dans I'environnement,la persistance et la

toxicité de ces polluants ont été misss en évidence, ce qui a conduit les pays indusrialisés à

en arrêter la production dans les années 70. L'utilisation de Eansformateurs contenant des

PCB a été inærdiæ dans les pays membres de la CEE en 1985. Dans les années suivant l'arrêt

de la production, l'émission de PCB dans l'environnement a chuté mais aujourdhui, les

teneurs environnementales ne diminuent que très lentement : les PCB présenB dans

I'environnement sont corutâmment remis en circulation (figure 3 ; Hansen, 1987) et il subsisæ

encore des sources de PCB qui n'onl pas été élininées (transformateurs, décharges, épandage

de boues de station dEpuration ; STEP). Aux États-Unis, des PCB ont été détectés dans au

moins 216 des 1.177 siæs dangereux faisant partie de la liste prioritaire (National Priority

Lis|. Le flux atmosphérique serait responsable de.s 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 contomination enûe pays voisins, mais aussi entre
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Figure 3 : Cycte et transport des PCB dans I'environnement (selon Safe et aLr 1987).



continents (dépôa de PCB sur les continents Arctique et Antarctique ; loganathan & Kannan,

1994). Elles concernent essentiellement les congénères les plus faiblement chlorés (tricB #28,

téEaCB #52 et pentaCB #101).

Au Royaume-Uni, la quantité totale de PCB est estimée à 400 tonnes, réparties dans le

sol (937o),les sédimene d'eau douce (2,2Vo),I'eau douce (0,037o),les végétaux (l,ïEo),l'air

(O,M%o) et les animaux (19%); si l'on considère que la population humaine du Royaume-Uni

repré.senæ LO% de la biomasse animale,0,76 tonnes de rcB seraient contenus dans le.s tissus

de cette population (Harrad et al.,1994).

Les boues de STEP utilisées comme fertilisants contiennent souvent des PCB à des

concentrations comprises entrc 0,15 et 6,65 ppm avec une prédominance de congénères

penta- et hexa- chlorés (revue par Alcock & fones, 1993). La foræ 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 contrôlées dans les boues utilisées en

agriculture.
Iæ.s valeurs de PCB mesurées dans le sol et relevées dans la littérature sont variables :

selon Harrad et al. (lW4), la teneur moyenne de PCB dans le.s sols est de 30 ppb (sur 5 cm de

profondeur) au Royaume-Uni. Aux États-Unis, un siæ faisant partie des 'Superfund Wasæ

Sitesn, le siæ Pryor, contient 0,3 à 863 ppm d'Aroclor 1254@ (Lubet et aJ.,1992 ; Shaw-Allen

& McBee, 1993). En Russie, à moins ds 2 km de disunce d'une usine de ransformateurs, la

concentration en PCB dans le sol est comprise entre 0,26 et 4,7 ppm, alorc que le niveau

admissible est d'environ 0,06 ppm (valeur fixée par le Ministère de la Santé Russe en 1991) ;

lra concentration atmosphérique e.st de 46 ttglfr sur le siæ et varie enæ 1,4 et31 pg/m3 à 300

m du siæ (selon I'orientation) ; la concentration dans la neige varie entne 0,16 et 6l ltglhfie;

sur les temains inondés, la concentration est comprise cntrc 10 et 60 ppm dans les sols, entre 1

et 12 ppm dans les végétaux (à moins d'l km de I'usine, BobomikoYa et aL,lW3).

L12. Les chlorodioxines et les ùlorodibenzoftuannes

Iæs dioxines sont un mélange de congénères : il exisæ 135 polychlorodibenzo-p-dioxines

(PCDD) et 75 polychlorodibenzo-p-furanne.s (PCDF) (Safe, 1990 ; Gonzales et a1.,1991). La

stnrcture dqs PCDD et des PCDF est pésentée sur l,a figure 1. t€s dioxines sont des

substances particulièrement préoccupantes : ellqs accompagnent souvent les chlorophénols et

les péparations commerciales de PCB en tnnt qu'impuretés Qe rapport FCDF/FCB est

compris entre 2.1O3 et2.lù6, suivant lbrigine de la péparation) ou sont formées lors de la

combustion incontôlée de déchets ménagers (incinérateurs municipaux), indusniels (sciu,e

de bois tnité aux chlorophénols, bouqs de STEP en aval d'usines à papier) ou hospitaliers,

lors de la combustion de charbon, de tourbe, de carburanB ou lors d'incendies de

transformateurs ou de décharge.s (revuas par Rappe, l99l et Safe, 1990 ; Halonen et aL,1998

; ,{.rsmuth & Vartiainen,19D,4). La formation des rcDD/PCDF e.st caralysée par la présence
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de métaux ; cette situaton est notamment rencontrée lors de l'incinération de boues de STEP

(Halonen et a1.,1993).

I-es incinéraæurs étaient jusqu'à maintenant considérés comme une source importanæ

de dioxines, mais de nouvelles technologies permettent de réduire efficacement leurs

émissions (Schecær et a1.,1995). Les incendies de décharge seraient responsables d'une plus

grande part des émissions: en Finlande et en Suède, les incendies de décharge produisent

trois fois plus de PCDD/PCDF que les incinérateurs (soit respectivement, 50-70 et 35 g

TEQ(Nordique)/an€) ; RuokojEirvi et a1.,1995). Les dioxines sont transportées par voie

atmosphérique et la conélation existant entre la présence de dioxines dans les "nuagesn et la

présence de SOx ou de NOx prouve I'origine urbaine ou industrielle de ces nuages (Tysklind

et a1.,1993).

En Angletere, des échantillons de sols et de végétaux archivés (de 1856 à 1988) ont

été analys{s : des dioxines ont été détectées dans tous les échantillons,lia quantité de dioxines

dans le sol a doublé entre la première (655 pg TE€/kg) et la deuxième guerre mondiale

(1.080 pg TEQ/kg) puis s'est stabilisée (1.160 pg TEQ/kg en 1986). Dans les végétaux, la

prograssion est plus lenæ jusque dans les années 60, puis les teneurs ont presque doublé enre

L97O Q25 pg TEQ/kg) et 1988 (1.150 pg TEQlkg). A partir de 1950 apparait une

augmentation de congénères hepta- et octa-chlorés qui indique I'influence de sources

anthropogéniques comme le pentachlorophénol.

La déposition atmosphérique serait de I'ordre de 5 ng TEQ/mz en Norvège ou en

Islande mais serait multipliée par 10 dans des zones moins isolée.s (en Suisse) et par 100 dans

laznnedes Grands Lacs Américains @appe, 1991). A proximité d'une usine de récuffration

de cuirne par pyrolyse de câbles usagés, des concenEations dans le sol comprises entre 0,253

et 27,8W pg TEQlkg (Schrenk et a1.,1991) et allant jusqu'à 29 lte TEQ/ke sur un site

semblable (IVuthe et aL, t992) ont été mesuéqs. Sur ce siæ, 30 à 83 ng TEQ/kg de poussières

pélevées dans les habitations voisines (à environ 200 m de I'usine) ont été mesurés (dans les

greniers, les teneurs sont comprises entre 436 et 651 ng TEQ/kg de poussière). La Ûeneur en

dioxines à la surface du sol, à proximité d'une usine produisant des chlorophénols se situe

autour de2t pg TEQ/kg ; dans une décharge de scierie Oois traité), cetæ tcneur est 10 fois

plus faible (Assmuth & Vartiainen,l994).Dans les cendres d'un incinérateur,les Ûeneurs sont

de I'ordre de 4 à 54 pe TEQ/kg (Pehlivan et aJ.,1994). Ruokoj?irvi et aL (1995) ont mesuré

des teneurs de 4 à 300 ng TEQ/kg dans les résidus d'incendies de décharge.

L13. Les hYdrocarbures

Læs hydrocarbures rcgroupent les hydrocarbures aliphatiques, les hydrocarbures aromatique.s

(benzène...) et les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP : benzo(a)pyrène,

2 Nordic Toxic Equivalent
3 IcL lnternationat Toxic Equivalent (ou I-TEQ)
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benzo(a)anthracène, phénanthrène, fluoranthène...). 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 très toxiques : le

benêne, le dibenzo(a,h)anthracène, le benzo(a)pyrène (B(a)P), et le benzo(b)fluoranthène

(B(b)D font partie des 20 substances les plus dangereuses classées par l"'Agency for Toxic

Substances and Disease' américaine (ATSD).

Les HAP peuvent être d'origine naturelle (volcans, feux de forêt, maturation de la

matière organique) mais ils sont le plus souvent produits lors d'activités anthropiquas ælles

que production d'énergie, transports et activités industrielles mettant en oeuwe une

combustion incomplèæ de combustibles fossiles ou de matières organiques.Ils entrent dans la

composition de la créosote, utilisée pour lia conservation du bois. La plupart des sites

fortement contaminés sont d'anciens sites industriels (cokeries, usines à gaz, usines de

traitement du bois au céosote...), les décharges de produits toxiques ou les boues de STEP,

mais le.s HAP sont des polluants ubiquisæs détectés dans I'atmosphère, les sols, les eaux et les

sédiments.

Des boues provenant de23 stations dEpuration urbaines finlandaisss (1.000 à 23.000

habitants) ont été analysées : la concentration totale en HAP varie de 0,018 à 119 mg/kg de

r{sidu sec, avec une moyenne de 1,9 ppm. Ce.s concentrations sont plus faibles d'un ordre de

grandeur que celles mesurées dans des bouqs en Allemagne ou au Canada, et plus élevéas que

les boues correspondant à des zones rurales (Sandell et a1.,1993).

Dans une forêt de pins située à proximité de hauts fourneaux, les concentrations en

HAP en surface sont de I'ordre de 100 ppb (B(a)P + B(b+k)F). Entre 2 et8 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 à gaz varie entre 200 et 900 ppm

en surface ; elle e.st de I'ordre de 10.000 ppm à 10 cm de profondeur (Shaw et aL,1995). Des

prélèvements effectués entre 0 et 50 cm de profondeur d'une dépression rcmblayée (siæ de

Replonges) ayant reçu des vidânges de cuves dhydrocarbures montrent des teneurs en HAP

de I'ordre de 80 ppm (Fouchécourt & Rivière, 1996).

L1.4. Les métaux

Bien qu'une faible quantité de la plupart des métaux soit indispensable à notre organisme, ils

peuvent devenir toxiques à foræs 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 I'ATSD. Iæs métaux sont largement répandus dans

lbnvironnement à la suiæ d'activités industrielles (exploitation de mines, stockage de déchets

(ænils), indusnie métallurgique, combustion de carburants...) et à lépandage de bouqs de
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STEP, mais la majorité des contaminations résulæ de dépôts atmosphériques et concerne la

surface des sols. Nous ne développerons ici que deux exemples.

Les nombrcuses utilisations du plomb (industries, batteries, peintures, agriculture,

carburants...) font que sa dispersion dans I'environnement est importante. De foræs

concentratiotui sont observées aux alentours des usines de récupération de métaux non ferreux

et, plus couramment, à proximité des autoroutes ou des lieux de trafic intense. Le

développement du carburant sans plomb a permis de réduire de 4OVo les émissions de plomb

dues au trafic automobile. Du plomb aêtÉ, déte*tÉ, dans 635 des 1.177 site.s classés dangereux

sur la lisæ prioritaire des Etas-Unis. Ce toxique cumulatif a une toxicité aiguë assez élevée

(DLSO : l0 mg/kg, rat, voie orale) et peut êne transporté sur de grandas distancqs par voie

atmosphérique. A proximité d'une usine de batæries,les concentrations de plomb dens le sol

(0 à 2 cm de profondeur) sont comprises entre 38 et 130 ppm (de 50 à 500 m de I'usine), et

entre 8 et 19 ppm (de 600 à 1.000 m), la concentration dans les sols témoins allant de7 ù3L

ppm ; sur le site, lia teneur est de 1E0 ppm et dans lherbo les concentrations varient entre 120

et720 ppm (de 50 à 300 m de I'usine). Des concentrations de 205 à 370 ppm ont été mesurées

dans de lherbe poussant à côté d'une route à fort nafic @eardsley et aJ.,1978) ; dans la même

étude, une moyenne de 2l ppm est mesurée dans les végétaux cultivâs sur un sol fertilisé avec

des boues.
Le cadniu,? est utilisé dans I'industrie (soudurcs, appareils électriques, alliages...)

mais il est aussi présent dans les minerais de plomb ou de zinç. ls contarnination est

importanæ dans lqs effluents d'usines (galvanoplastie par exemple), à proximité de.s mines de

zinc ou de plomb et dans les zones agricoles (contamination naturelle des engrais, épandage

de bouqs de STEP). Le cadmium est un toxique cumulatif : il nbst pratiquement pas éliminé

de I'organisrne et son accumulation dans les crustacés et les viandes est un problème majeur.

Sa toxicité aiguë est faible (DLso : 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 et46/.J- ppm de plomb (Anderson et a1.,1982).

12. Devenir des polluants dans I'environnement

Iæs polluants environnementaux sont soumis à divers phénomènes physiques, chimiques ou

biologiques capables de modifier leur répartition, leur structure ou leur biodisponibilité

(frgure 5). Volatilisation, solubilisation, précipitation, adsorption, oxydation, réduction,

hydrolyse, substitution nucléophile, complexation, photolyse, biodégradation sont autant

d'événements qui dépendent de la nanue du polluant et de paramètres du milieu (sol, eaq air).

Par exemple, les phénomènes d'adsorption sont rencontrés dans les sols, surlout s'ils sont

riches en humus et en argile, et dans les sédiments (Flercher & McKay, 1993) ; les polluants

présents dans I'atmosphère sont davantags ssgmis à la photodégfadation que les polluants

présents dans le sol, plutôt sujets à une biodégradation ; les phénomènes 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, crs qui peut également influencer la

biodégradation (par des micro-organismes aérobieVanaérobies).

Le profil d'un mélange de polluants Fut donc être modifié au cours du temps : par

exemple, le rapport PCDF/PCDD est supérieur à I au niveau des émissions (proximité

d'incinéraæurs) mais devient inférieur à I lorsque I'analyse est effectuée sur I'air. Cet

appauwissement en PCDF et en congénères faiblement chlorés peut être dû à une dégradation

photolytique ou à des réactions radicalaires agissant différemment sur les PCDD et les PCDF

(IysHind et a1.,1993).

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

enviromementale

U1.1. Sur la faune tenestre

[æs mammifèrqs et les oiseaux sont les deux principaux groupes de vertébrés (numériquement

parlant) constituant la faune sauvage temestre. Au delà des cas de mortalité aiguë (marée

noires, utilisation de pesticides dans de mauvaises conditions), I'exposition sublétale aux

grandes fa^milles de polluants (composés organohalogénés, métaux, pasticides) est plus

difEcile à meUre en évidence. Iæ.s effets toxiques des polluants ont surtout été étrldiés chez les

oiseaux, mais des études récentes ont monûré leurs effets nocifs sur les mammifèrcs.

La disémination 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). Iæs PCB et les dioxines

sont des contaminants majeurs des Grands Lacs Américains et sont responsables d'effets

embryotoxiques et tératogènes chez les oiseaux d'eatrx et les rapaces (Kubiak et oL,1989 ;

Gilbertson et al.,l99l). Parmi les métaux lourds, le plomb est le plus dangereux et le plus

répandu. t,a çqatemination des oiseaux d'eau par les plombs de chasse ou de @he a été

établie. En dehors de sa toxicité aiguë, le plomb peut contribuer par se.s effets sublétaux à

lbxtinction de certaines populations d'oiseaux (revue par Rivière et al., à pamitre).

Les données concemant le risque des polluants pour les mammifères t€meshes sont

encote rar€s. De.s énrde.s de ærrain ont été menées sur des siæs contaminés, mais la majorité

de ces énrdes se limiæ à la recherche de marqueu$ dbxposition (æneurs en polluants dans

l'organisme ou inductions enzymatiques ; Lubet et aL,1992 ; Rattner et a1.,1993 ; Bhatira er

aL,lW4)...).

L:i.1.1. Exposition des mammiÊres aux polluants organiques

L'accident de Seveso (Italie) au cours duquet des symptômes d'intoxication ont été observés

cbzdenombreux nnimaux domestiques et sauvages zévêlé la toxicité des dioxines au gfand
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public. Dans le Missouri, des chevaux contaminés par de lhuile de écupération déversée sur

la sciure de leur manège ont présenté de sévères troubles hépatiquas et cutanés (Buck, 1979).

L'épithélium trachéal de petits mammifères et d'oiseaux vivant à 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 côæs argentines

par des hydrocarbures (dégazage, contamination au niveau des ports) est chaque année

responsable de la mort de dizaines de pingouins migrateun (Gandini et aL,1994).

Batty et al. (1990) ont mis en évidence la disparition d'une population de musaraignes

snr un siæ pollué par des PCB et des métaux lourds, et plusieurs travaux ont montré

l'existence d'effets génotoxiques (échange de chromatides soeurs, adduits à I'ADN,

aneuploi'die...) chez des rongeurs vivant sur des siæs à pollution complexe (Nayak & Petras,

1985 ; McBee et al., t987,McBee et Bickham, 1988 ; Thompson et a1.,1988 ; McBee, 1991 ;

Shaw-Allen & McBee, L993), chez de.s rats musqués vivant auprès d'une rivière contaminéb

par des HAP (Halbr:ook et aL,1993) ou chez des bovins vivant à proximité d'un site indusuiel

(Parada & I asæzak" I 993).
pans los années 70, de très nombreuses équipes se sont intére.ssées à la contamination

d€s nnimaux sauvages terrestres et marins par les PCB (revue par Kamrin & Ringer, 1994).

Les PCB ssal smniprésents dans le monde mais le.s plus fortes teneunl sont rctrouvês dans

lhémisphère Nord ; le continent arctique n'est pas épargné, même si lia contamination est

moins importanæ que sur lqs auûes continents. Iæ continent antarctique est le plus faiblement

afteint. D'une manièrc générale, les mammifères mâles sont plus fortement contaminés que les

femelles, qui éliminent une partie des PCB lors de la gasation et de I'allaiæment : Ies teneurs

en PCB mesuées sur des chauve-souris nouveau-nés varient enEe une valeur indétectable et

25 ppm (exprimé paf, rapport aux matières grasse.s de I'organisme),les teneurr mqsuées chez

la mère étant comprises entre 35 et 25 ppm ; ds souvent, le niveau de contaminæion est fiès

semblable cbezlamère et le nouveau-né. Des concentrations de 6 à 60 ppm et de 0,(b à 7,4

ppm ont été mesurées sur des visons, respectivement morts et vivants. Chez les loutres

moræs, des teneurs allant jusqu'à 3@ ppn ont pu être mesurées. En Europe (Suisse et

Allemagne), des teneurs variant enEe 1,1 etl2l ppm ont été mesuréqs sur des putois (Mason

& Weber, 1990). A proximité d'une usine de transformaæurs, des concentrations en PCB

comprises enfie 4,9 et 8,7, et 2,9 ù 17,2 ppm ont été mesurées dans le foie et le muscle

(respectivement) de campagnols, de souris et d'écureuils. Des souris vivant près d'une

décharge d'usine électrique (transformateurs) contiennent ll,2 ppm, contre une valeur

indétectable chez des souris non exposées. Des ours polaires captués au Canada ont des

tÊneuls comprises entre 1,6 et825 ppm dans les tissus adipeux, conte 2l ppm chez un ours

nré au Groenland ; les congénèras hexachlorés #153 et #138 représenænt respectivement 42%

et!77o du total des congénèras. Chez les mammiêres marins, les teneun sont hès variables et

dépendent de la localisation des animarx, de leur régime alimentaire, de leur sexe, de leur

espèæ et de leur âge. tæ.s teneurs mesurées chez des baleines, des marsouins, des dauphins,
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des lions de mer ou des phoques varient de quelques dixièmes de ppm à plusieurs centaines
de ppm (dauphins de Californie du Sud), voire quelques milliers (phoques des côtes
américaines et Européennes). Il est fort probable que ces produis ont un effet sur le déclin de
ces populations de mammifères ou sur leur reproduction, mais il n'a pas été possible de le

prouver par les enquètes écoépidémiologiques.

Les poissons et les oiseaux vivant dans la région des Grands Lacs ou à proximité de

décharges de produits dangereux sont plus fortement contaminés que les autres (2,3 pglg de

2,3,7,8:|CDD, contre O,03 pùg chez les poissons provenant d'autres zones urbaines, Travis

& Hattemer-Frey, 1990 cité par Fleæher & McKay, 1993) ; des truites vivant dans une rivière

contaminée par des dioxines (1,3-3.228 ng TEQ/kg de sédiments) contennent entre 163 et

982ngTEQ/kg (pp| de matière grasse. Les poissons sont une source de contamination pour

les prédaæurs et les dioxines sont particulièrement bien accumulées dans la chalne

alimentaire, lia bioaccumulation des différents congénères de PCDD/PCDF dépendant de

chaque congénère (Ftirst et aI,1993). Dans le lait de vache, les teneurs en dioxines ne sont
pas liées au niveau de contamination du sol mais dépendent de la æneul dens I'herbe et I'air
(Wuthe et aL, 1992). Des souris capturées à proximité d'une usine de pyrolyse de cables
usagés sont contâminées par des dioxines (28 à 158 ng TEQ/kg de foie) et les activités EROD

hépatiques de ces souris sont multipliées 1,5 à 2 fois (æneurs dans le sol comprises entne 253

et 27 .770 ng TEQ/kg ; Schrenk et aJ., 1991).

L3.1.2. Exposition des mammifères aux métaux

L'utilisation des boues de STEF urbaines cornme fenilisant agricole contribue à la disprsion

de métaux lourds. Ces métaux sont peuvent s'accumuler dans les végétaux et il a été montré

au laboratoire et sur le terrain que les animaux nourris avec des végétaux cultivés sur un

terrain agricole fertilisé par des boues accumulaient des métaux lourds dans leur organisme :

la teneur en cadmium chez les carnpagnols est comprise entre 0,6 et 24 fois la valeur du

témoin dans le foie, et 1,6 à 193 fois la valeur du témoin dansle rein (Anderson et aL,1982).

La durée de vie des campagnols est réduite lorsqu'ils vivent sur dqs terrains fertilisés depuis

plusieurs années par des boues de STEP, particulièrement riches en cadmium (Maly, 1984).

L'accumulation corporelle de métaux lourds est hétérogène et dépend du métal, de

I'organe (rein, foie, et moelle sont souvent les tissus les plus accumulateurs), du sexe (les

femelles sont meilleures accumulanices que les mâles) et de I'espèce (Way & Schroder,

1982 ; Anderson et oL, 1982).

Des surmulots vivants en zone urbaine ont des concentrations en cadmium

décroissanæs dans le rein, le foie, les muscles, les testicules et la moelle (Anderson et al.,

1982). Les surmulots vivant à Houston (USA) absorberaient environ 800 pg de plomb par

jour, conte 85 pg pour des rats vivants en zone rurale (Way & Schroder, 1982). Il e.st difficile

d'évaluer les conséquences toxicologiques d'une pollution par das métaux car leur toxicité est
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Figure 6 : Voies majeures d'exposition'de l'homme aux polluants présents dans le sol
(selon Poels et Veerkamp, 1992).



très dépendanæ de I'espèce (Shore et Douben, 1994b). La contamination des petits

mammifères (musaraignes) consommant beaucoup d'Oligochètes est supérieure à celle des

rongeurs car ils sont situés plus haut dans la chaîne alimentaire, mais la toxicité n'est pas

facile à corréler avec la teneur en métal dans les organes. Ainsi, certaines es$ces fortement

accumulatrices (musaraignes) sont plus résistantes que d'autres (souris, campagnols) ;

I'accumulation de métaux lourds sous une forme non toxique (liaison à une métallothionéine)

protègerait efficacement ces espèces accumulatrices (Ma et aL, 1991 ; Shore & Douben,

1994b). Uingestion de sol et de nourriture étant les voias majeures d'exposition @eardsley er

al.,1978),la contamination des petits mammifères est corrélée à la teneur en métaux dans le

sol et les végétaux ; la mesure des teneurs en mercure dans le sol,lherbe, les vers de terre et

les tissus de rongeurs vivant à proximité d'une industrie rejetant du mercure montre une

augmentation dans ces échantillons pax rapport à une zone non contaminée @ull et al.,l9[7).

Dubétail peut aussi être suffisament contaminé par ingestion dherbe et inhalation d'air pollués

par du plomb pour que la morbidité du troupeau soit augmentée (Kisseberth et aJ.,1984).

Lémail dentaire et sa genèse sont sévèrement altérés chez des cerfs et des rats vivant dans des

égions fortement polluées par du fluor @aranjp et aL, t994 ; Kierdorf er aL,1996).

Hl2. Sur I'homme

Pour la majorité des polluants, les expositions professionnelles sont le.s sources d'exposition

majeures, si I'on exclut les expositions accidentelles, mais I'exposition environnementale ne

doit pas êne négligée : la consommation d'aliments contaminés (poissons, viande, lait) est une

soutpe importanæ de contamination de lhomme, dernier maillon de la chalne nlimentaire

(Theelen & Liem, I9D,4 ; Krauthacker & Reiner, t994), mais I'inhalation d'air contaminé et la

ré.sidence sur des sols contaminés sont également des soruces d'exposition à prendre en

compte. tæs différenæs voies d'exposition de lhomme aux polluants présents dans le sol sont

repré.sentéas sur la fïgure 6.

132.1. Expæiûon aux polluants organiques

De nos jours il est admis que toute la population humaine est contaminée par les PCB, y

compris les enfans (conramination par le lai$. Un enfant nourri au sein ingèrerait 3 pg de

PCB/kg/jour àTagreb (valeur médiane) et 5,9 pg de PCB/jour en France, pendant les trois

premiers mois de sa vie @ordet et aL,199t3 ; I(rauthacker et Reineç IW ).

En Russie,la concentration en FCB dans le.s æufs de poules élevées à 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 eomprise ente 500 et2.m pgt chez les femmes

vivant à moins de 500 m de I'usine et travaillant à I'usine. De ælles concentrations amènent

les béMs âgés de 1 à 2 mois à absorber qrælques l.l$ pg de PCB par jour, soit environ 500

fois [a dose maximale admissible (1 pglkffour). Les femme,s vivant s1ûavaillânt à plus de 2
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et 1,5 km (respectivement) ont encorc des teneurs élevées (22 ù 600 pgn). [æ.s effets observés

sur les Mbés sont rréunis sous le terme général de diathèse, ce qui signifie que ces enfants

souffrent de très nombreuses pathologies (Bobovnikovl et a1.,1993).

Dans le lait" les congénères penta- et hexa- chlorés sont majoritaires ; les congénères

hexachlorés #153 et #138 et heptachloré #180 représentent chacun environ I0 Vo du total des

congénères @ordet et a1.,1993 ; Safe, 1994 ; Wuthe et aL,1996).

Les symptômes varient suivant la gravité de I'intoxication (James et aL, 1993).

Cependant, las effets clinique.s observés dans les deux cas accidenæls de Yusho et de Yu-

Cheng pourraient être fortement liés à la contamination importanæ das mélanges de PCB par

des dioxines (le rapport PCDF/PCB des mélanges commerciaux à I'origine de la

contamination était de 2,4.1F).

La présence de diortnes aété mise en évidence dans des animaux sauvages (poissons, torûrcs,

oiseaux) et dans le lait, le sérum et le tissu adipeux fuumains. Ia demi-vie de.s PCDD/FCDF
qst d'environ 10 à 12 ans dans le sol et 7 à l0 ans chez lhomme (Pehlivan et aL,1994; Shore

& Douben, 1994a; Pirtle et aL,1995).

[æ.s congénères substinrés en positions 2,3,7,8 sont majoritaires dans les échantillons

humains ou animaux (rewe par Safe, 1990). La2,3,7,8-tétrachlorodrbruvydioxine CICDD)
est le congénère le plus toxique. Elle altère les fonctions de la reproduction, provoque des

effets immunotoxiques et elle est classée dans le groupe 28 (possible carcinogène pour

lhomme) par ITARC, mais sa oxicité est extemement variable en fonction de I'es@e (DI+O

par voie orale : 0,6 ttg/kg chez le cochon dÏnde, 22 tttkg chez le rat mâle, 5.m0 pglkg chez

le hamsær). Lqs autrres congénères (di-, hexa- et octa-substitués) sont nettement moins

toxiques (DLso de 100 à plus de 2.000 mdkg). Iæ stockage des dioxine.s (et autres molécules

lipophiles) dans les tisssus adipeux expliquerait les différences de toxicité importantes en

fonction de l'âge, du sexe ou de I'esÊce (Geyer et aL,1993).

Lhomme est exposé aux dioxines par la consommation de denrées contnminées ou

I'inhalation de poussières chargées de dioxine.s. Iæs concentations aEnosphériques varient de

3-4 fg TEQ/61 à plus de 500 fg TEQ/m3, rcspectivement en zones rurale et fortement

indusrialisée ; dans I'enceinæ d'une aciérie suédoise, les teneurs varient entne 100 et 14.(n0

fg TEQ/m3. Dans lqs eaux de boisson, de.s teneurs de2 pg TEQ/ma ont été mesuréqs (revue

par Rappe, 1991). Une étude américaine basée sru I'analyse des teneurs en dioxines dans les

eliments (0,02 à 15 ppt TEO et tenant compte de la consommation journalière de différentes

denrées, estime qu'un Américain adulæ ingère enre 0,3 et 53 pg TEQ par kg par jour. Un

béM nouni au sein recewait 35 à 53 pg TEQegjour pendant la première année de sa vie

(Schecter et aL,1994). [.es teneurs en dioxines dans le lait sont particulièrement élevées du

fait de l'association de ce.s composés lipophiles avec les lipides présents en grande quantité

dans le lait D'après la \[orld Health Organization (W'HO), le niveau de FCDD/FCDF dans le

lait humain des individus vivant en Europe, aux EtaB-Unis, au Japon ou au Vietnam, est
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compris entre 8 et 39 pg TEQ/g de matières grasses du lait (Rappe, 1991). En Croatie, les

congénères oc!ô-, hepta- et hexa-PCDD sont les plus abondants (mesures effectuées entre

1981 et 1987 ; Krauthacker & Reiner, 1994).

LEPA estime qu'une exposition journalière de 0,006 pg de TCDD/kg pendant 70 ans

provoque un cancer pour un million de personnas. Quelques étude.s épidémiologiquas ont pu

mettre en évidence I'implication d'une exposition aiguë ou chronique aux TCDD dans le

développement de cancers (rewes par Tritschet et aL, 1994). D'autres points finaux que le

cancer peuvent être utilisés pour les études épidémiologiques : par exemple, les effets

immunotoxiques,les troubles de la reproduction ou les troubles du développemenl

I"es HAP peuvent pénétrer dans I'organisme par trois voies : I'inhalation d'air contaminé

(fumée de cigaretæs par exemple), I'ingestion et le contact cutané (avec des huiles, dqs suies

ou des sols). L'exposition professionnelle concerne les travailleurs dqs usines fabriquant des

produits contenant des HAP (créosoæ par exemple), les mécaniciens, les personnes havaillant

avec de.s goudrons, les ouwiers des cokeries et d'usines d'incinération..... La lipophilie de.s

HAP explique leur capacité d'accumulation dans le.s tissus adipeux ou le lait Ia toxicité aiguë

des HAP est faible mais certains de leurs métaboliæs sont capables de former des adduits à

I'ADN, souvent précurseurs du développement de cancers. Le benzène et la fumée de

cigalettes sont classés parmi les agenB carcinogènes pour lhomme (groupe 1) et de nombreux

HAP sont classés dans le groupe 2A\28 ou 2C (IARC, 1987). Iæ cancer du sctotum chez les

ramoneuns est un exemple hisorique de cancer profassionnel lié aux HAP.

I"a pollution atmosphérique est un problème de plus en plus ptéoccupant dans tous les

pays : dans certaines zone^s,les teneurs en HAP et dérivés (comme les nitroaênes) sont très

élevées. A Santiago du Chili, Quiflones & Gil (1995) ont détecé au moins 16 HAP différents

dans les particules aunosphériques. Iæs HAP carcinogènes (B(a)P, benzo(a)anthracène,

BO)F, B(k)F, dibenz(a,h)anthraêne et indéno(l,2,3cd)pytène) rcprésentÊnt 49 à 857o de.s

HAP totaux mesurés dans les échantillons. Toujours selon ces autcurs, un habitant de

Santiago inhalerait en moyenne 158 pg de B(a)P par an. L'incidence de maladies du sysême

respiratoire (bronchiæs, emphysème pulmonaire) et de cancers du poumon pourrait être liée à

la pollution atmosphérique, mais les études épidémiologiques ne permettent pas encore

d'établir cette corélation avec certitude. Toutefois, plusieurs études ont montré la

mutagénicité et la carcinogénicité de particules recueillies dans I'air de zones urbaines

foræment polluées (rewes par Quiflonas & Gil, 1995). Des cancers de la peau, du poumon et

des leucémies ont pu être mis en évidence chez des animaux de laboratoire ; la corrélation

entre ccs types de cancers et l'exposition d'hommes sur leur lieu de travail a été établie

(Simonato & Saraci, 1983).
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L3.2.4. Exposition aux métaux lourds

La consommation d'eau, d'aliments, de sol et I'inhalation d'air contaminés sont les soluces

principales d'exposition au plomb. Chez I'homme adulte, la voie majeure d'exposition est

I'inhalation (et I'ingestion pour les enfants). Le contact cutané qst une voie d'exposition

minime.

Le,plornb fixé dans le squelete et les dents (907o du plomb présent dans I'organisme) a

une durée de demi-vie de2O ans, alors qu'elle n'est que de quelques semaines dans les tissus

mous. Il est éliminé par voie f.écale et urinaire. Les intoxications au plomb sont

particulièrement graves pour les foetus (tératogenèse) ou les jeunes enfants, car leur

développement psychomoteur peut être atrectÉ. Une exposition chronique peut provoquer de

nombreux effets toxiques : troubles hématologiques (inhibition de la synthàse de I'hème),

néphriæs, troubles digestifs ("colique de plomb"), accidents cardiovasculaires, troubles du

système nen'eux central et parasympathique....

Le cadmiumsst un métal thioloprive (il monopolise les atomes de soufre et peut ainsi

bloquer I'action de certaines enzrTmes) qui a la particularité de fortement induire la production

de métallothionéines, protéines destinées à stocker le métal sous une forme non toxique. Iæ

cadmium est principalement bioaccumulé dans les reins, le foie, le poumon et le pancréas.

Son élimination est quasiment nulle (de 0,001 à 0,01 Vo delacharge corporelle par jour), ce

qui signifie qu'une forte accumulation sera irréversible. Lorsque la charge corporelle dépasse

2(X) mg, les effets toxiques sont inévitables. Iæ cadmium peut provoquer différenæs

pathologies : emphysème pulmonaire (fumeurs), ulcération dqs cloisons nasales, troubles

cardiovasculaire mais surtout, il est considéré comme carcinogène probable pour lhomme

(groupe 2A). L'intoxication accidenælle la plus connue est lia maladie diæ de Itar'-Itai : une

rizière çearqminée a provoqué lTntoxication de toute une population, oe qui s'est traduit par

des néphrites et de.s déficience.s en calcium et des cas d'ostéomalacie chez les femmes. .

I.4. Les sites pollués en France : réglementations etêtatdes lieux

L4.l.Asp€ct juridique

Juridiquement, trois lois à propos des siæs et sols pollués (15 juillet 1975,19 juillet 1976, et

13 juillet 1992) ont établi trois grands principes :

a) le pollueur qst le payeur : les produits chimiques éprtoriés et autres substances

dangereuses ne peuvent être stockés, produiB et utilisés satts autorisation. Ce.s 'installations

classês" doivent être conformes à certaines êgles de protection de l'environnement et de

sécurité. Iæ tiulaire de.s autorisations doit prévenir tous les type.s de pollutions liês à ces

installations, même après fermenup. En cas de pollution, il doit prendre en charge la

réhabilitation du siæ. Si I'exploitrnt titulaire est défaillant et s'il n'est pas le propriétaire du

site, le propriétaire du siæ peut être le payeur.
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b) depuis l992,le traiæment et le stockage des déchets ne peuvent être autorisés que si

I'exploitant dispose de capacités æchniques et financières suffisanæs.

c) il est obligatoire pour le vendeur d'un terrain indusriel à activité classée d'infotmer

I'acquéreur de ce.s activités.

La circulaire du 3 décembre 1993 évoque une politique de gestion administrative des siæs

pollués : un sol doit être adapté à son usage actuel ou futur et ne doit pas présenter de risques

inacceptables pour la santé publique et I'environnement. La gestion des siæs comprend 4

étapes : la première est le recensement des site.s Qe premier a été publié en 1994), la deuxième

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. Le.s deux dernière.s étape.s consistent en

l'évaluation de I'impact du siæ en fonction de son utilisation et au traitement de dépollution

suivi d'une nouvelle éude d'impact

La loi du 2 féwier 1995 (décret d'application du 19 sepæmbre 1995) instaure une taxe

sur les déchets industriels spéciaux (DIS) destinée à financer la éhabilitation de siæs

orphelins (sites n'ayant pas de propriétaire solvable ou dont le propriéaire n'est pas identifié).

Cetæ taxe est actuellement de 30 F/onne de DIS traité et 60 F/tonne de DIS stocké, et devrait

rapporter 115 millions de francs en 1998 @rugeilles, 1995).

L42. Recensement des sites pollués

Un siæ pollué e.st défini comme "un siæ dont le sol, le sous-sol ou les eaux souterraines ont

été pollués par d'anciens dépôts de déchets ou par I'infilûation de substances polluantes, cette

pollution étant susceptible de provoquer une nuisance ou un risque pérenne pour les

perronnes ou l'environnement". Læ.s siæs pollués sont diyisés en trois catégories (Minisêre de

lEnvironnement, 1994) :
- les anciennes décharges, établies en dehors des règles æchniques actuelles

(notamment saut se soucier des risques de pollution pour les eaux souterraines),
- les dépôts de déchea ou de produia çhimiquss abandonnés à la suiæ de faillite.s

d'entrreprises ou résultant de pratiquas frauduleuses d'imporation ou d'élimination de déchets,
- les sols pollués par des retombées, des infiltrations ou des déversements de

substances polluantas, Uâs à I'exploitation passée ou présente d'une installation indusuielle ou

à un accident de ransport

Les dangers et les risques poru la population avoisinant de æls sites sont rarement

immédiats. L'accès à des sites contenant des matières dangereuses peut êtrre linité par des

mesures simples (clôture, enlèvement ou confinement des substances polluantes,

gardiennage). Iæ risque le plùs imporunt consiste souvent en lia contamination des eaux

superficielles et souterraines.
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Il convient aujourd'hui de traiær les sites polluâs dhier, tout en pévenant 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 sitas pollués basée sur le teoensement et l'étude

de ces sites, et à la définition de priorités de dépollution tenant compte des risques encounrs

pour lhomme et I'environnemenL

Les 669 sites recensés en France en t994 sont lqs sites connus par I'administration

pour avoir un sol pollué ou étant à I'origine de la pollution des eaux superficielles ou

souterraines. Iæs siæs dépollués sans resriction d'usage, les anciennes décharges de déchets

ménagers n'ayant pas entaîné de pollution et les siæs pollués par des substances radioactives

ne font pas partie du recensemenl

La répartition égionale des siæs pollués (présentée dans le tableau 1) e.st relativement

bien corrélée au poids industriel. Les régions Nord-Pas de Calais, Rhône-Alpes et Ile de

France sont celles contenant le plus de siæs. Sur les 669 siæs recensés en 1994, 611 ont un

responsable identifié, 20 sont déclarés "orphelinsn ; pour les autres, la recherche de

rasponsabilité, a été, engagée (en 1994).

Tableau I : Locallsatlon des sltes pollués recensés en France en 1994 (d'apês le Mlni$ère de

l'EnvlronnemenÇ lY)4).

Réglons Nombredesltes Réglons Nombrede dtes
par r{glon par réglon

Ile de Rance

Asuitaine 36 Languedoc Rous$llon

BasseNormandie 2l Lonalne 49

Bourgome 17 Midi-PYrénées

Brcûame Nord-Pas deCalats

PoitouChæntes

DOM 16 Provence Alpes Coted'44qI 23 -- -
Franche Comté Rhône Alpes q)

HauENormandle K TOTAL 69

Les activitAs sources des pollutions constaées sott les industries chimiques, pharmaceutiques

et parachimiques (19,57o), lTndustie des métaux fenerx (187o),le uaiæment et lElimination

des déchets (14,37o),1'indusuie du pérole et du gaz naturel (lÙS%),les cokeries et usines à

gaz de vrlle (9,6%) et I'industrie des métarx non feneux Qn.I-es2l,6%o de sites polluâs
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restant sont dus à des activiés individuelles représentant chacune moins de 2Vo 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 à moins de 300 m (32Vo), cours d'eau à

moins de 500 m (36Vo), captage d'eau potable à proximité (I57o)...).

I-e tableau 2 présenæ la nature des polluans (présents dans le sol et la nappe) et des

déchets.

Tableau 2 : Nature des polluants identifiés flans le sol et la nappe et nature des déchets ldentlfiés

sun les sites poltués recensés en 1994 (dlaprès le Minlstère de l'Environnement, lW4).

Oéchets Nombre
do sites

1 50 Métanges liquides eau/hydrocerbures 91

221 Brais, goudrons. bitumes 17

203 Laitiers. scories. crasses, réfraclaires usés 47

980 DécheG industriels banals en métange 40

284 Résidus de décantation. fittration. centrifugation 36

202 Poussières lines et cendres volantes 27

121 Solvants halogénés 27

302 Abso.bants. adsorbants. matériaux souillés

notamrnent de produits oqanQues

23

.2O4 Sables cle fonderie usagés 73

201 Mâchefec. suies. et cendres non volantes 1 8

225 Loupés et sousfroduits de fabdcation de

syntËse organiquc

1E

305 Emballagessouillés 1 8

970 Odures nrénagères 'tE

303 AbsoÈants. adsorbants, meténaux souillés

notammenl de pro<luiG inorganiqltes

1 6

122 Solvants non halogénés 1 5

108 Lhuides, bains et boues contenant des métaux

non pécipilés (autres que bs décfiets 101 à 107)

1 3

zEE Boues de lavag€ de gaz 1 3

261 Oxydes métalliques résiduaires solides 1 2

282 Boues d'hydroxydes métalliques n'ayant pas subi

un traiternent tle déshy<lratation

1 2

930 Oéchets de démolition 12

Nombre
de sites

Avec analyse 377

Sans anatyse 1 1 0

Polluants

Arsenic 47

Baryum 1 4

Cadmium 38

Cobalt 7

Chrome 82

Cuivrc 59

Merctre 30

Motybdène 3

Nickel 34

Plomb 100

Sélénium 2

Zinc 85

Cyanure 18

Hydrocarbures 231

H . P Â  ( 1 ) 66

PCB (2). PCT (3) 34

Sotvants halogénés 62

Sotvants non halogénés 35

Pesticides 1 8

Autres 238

(l ) : Hydrocatnrcs rromrriqucs polycycliques.
(2) : Polychlorobiphénylcs
l3) : Polychlorouiphénylcs.

Parmi les déchets, las hydrocarbures et les déchets hydrocarburés sont les plus courants'

suivis par les cendres, les poussières et les solvants halogénés. Comme nous I'avons vu, la

majorité des déchets contient de.s 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 inærventions à réaliser sur ces sites varient en foncton de la pollution et de I'usage

prévu pour le siæ : dans certains cils, une couverture imperméable suffit à éviær le contact en

surface et I'infiltration dans les sols, dans d'autres cas des mesures de dépollution doivent être

prises, le niveau de dépollution à atteindre dépendant de I'usage ultérieur du siæ (site à

vocation industrielle,zoîe de loisirs...). Pour 337 siæs, un traitement de dépollution est

effecnlé ou envisagé à court tenne ; pour plus d'un tiers de ces sites, des traiæments

complexes seront nécessaires.

I.5. Aperçu de la situation en Europe

La situation en Europe de I'Ouest est bien contrôlée par de nombreux règlements sévères (par

exemple, aux Pays-Bas), mais les problèmes de pollution les plus préoccupants viennent des

pays d'Europe de l'Est- Dans ces pays, la contamination par les métaux est un problème

majeur (revue par Carpenter et aL,1996). Par exemple, en Bulgarie, la contarnination est telle

que certaines régions ne sont plus utilisables sur le plan agricole. Dans plusieurs zones très

industrialisées, l'accumulation de plomb, de zinc et de cuivre a été mise en évidence chez

lhomme dans le sang, les urines, les phanères et les dents. En moyenne, 400 g de substances

toxiques émises par des activités industrielles seraient inhalés par chaque habitanL en un an.

En République Tchèque, la pollution provient essentiellement des mines d'uranium et de

charbon, mais d'anciennes zones militaires sont également la source de contaminations

extnêmement importanæs en hydrocarbures : des teneurs dans le sol pouvant aller jusque 100

g/kg ont été rclevées, des couches d'hydrocarbures de I 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

dimiqution notable de I'espérance de vie. Largement contaminée par des métaux et des

composés organiques toxiques, I'Europe de lEst est aussi envahie par d'innombrables

décharges, dans lesquelles déchets toxiques et ordures ménagères ne sont pas différenciés.

Depuis quelques années, une réglementation commence à être mise en place, mais elle ne

concerne pour I'instant que quelques centaine.s de décharges ; il en rc.ste des milliers, qui ne

sont ni conformes ni conrôlées.
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trI. LEs raÉcnrrilsMEs DE nÉrnNsn coNTRE r,Es AGRESsToNs cHrMre[JEs

La plupart des polluants environnementaux organiques (HAP et HAPH) sont des molécules
ubiquisæs dans I'environnement et plus ou moins persistanæs. Ces molécules ont des
caractéristiques chimiques communes : elle.s sont hydrophobes, assez volumineuses (au moins
deux cycles benzéniques) et certaines d'entre elles sont planes. Leur caractère lipophile leur
permet de traverser facilement les membranes et de pénétrer dans I'organisme. Une partie des
xénobiotiques sont métabolisé.s dès leur entrée dans I'organisme (cellules de la peau, cellules
inæstinale.s, cellules pulmonaires), I'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.

[æ.s composés organiques sont métabolisés dans de nombreux organes par un système
de déoxication qui comprend une phase de fonctionnalisation (phase I) et une phase de
conjugaison (phase tr). Ces deux étapas aboutissent à des métabolites plus polaires qui sont
plus facilemsal f,liminés. Parallèlement à ce sysême de détoxication,le sysême antioxydant
composé dbnrymes antioxydantes et de molécules piégeuses de radicaux libre.s lutte contre
les radicaux oxygénés ou les oxydants. Un troisième système de défense, le sysême
immunitaire, est un système biologique extrêmement complexe qui permet la reconnaissance
des éléments éEangers à l'organisme (grosses molécules, micro-organismes...). tr peut êg'e
directement sollicité par les polluants environnementaux (allergies) mais il est aussi
susceptible d'être perturbé indirecæment par des toxiques (ou leurs métaboliæs), ce qui peut
entraîner g1s immsaomodulation, souvent suivie de la baisse de résistance de l'organis6g 1
des agents pathogènas.

Dans un premier temps, nous décrirons les systèmes de détoxication et de lutte contre
le sEess oxydant et les liens qui exisænt entne ces deux processus, puis nous présenterons les
événements consécutifs à une intoxication par des métaur Iæ fonctionnement du système
immunitaire étant très complexg nous en ferons une prâsenation nès succincte, qui permeura
la compréhension des événementsimmunotoxiques que nous développerom ensuiæ.

ILl. Les systèmes de détoxication

LElimination d'un composé organique exogène se faiten 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 liMration de fonctions chimiques
polaires dans le xénobiotique, favorisant ainsi l'action des enzymes de phase II. Iæs
oxydations sontprincipalementcatalysées parles monooxygénases àcytochrome P450 etles
monooxygénases à flavine ; les hydrolyse.s sont effectuées par les estérases. La figure 8
regroupe les différentes rÉactions de phase t
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b) phase II : les enzymes de conjugaison additionnent une molécule endogène
hydrosoluble sur le xénobiotique ou un de ses métaboliæs primaires. Ces additions font
intervenir diverses enzymes de conjugaison spécifiques du substrat endogène conjugué :
glutathion .S-transférases (glutathion), uridine diphosphate glucuronosyl transférase (acide
glucuronique), sulfotransférase (3'-phosphoadénosine-5'-phosphosulfate), acétyl-coenzyne A
N-acétyltransférase (adtyl+oenzyme A) et époxyde hydrolase (eau) en sont les principales.

c) élimination des métaboliæs.

tr 1.1. Le cytochrome P-450

Le pigment 'P-450' a été, dêpouvert en 1958 par ses propriétés d'absorption à 450 nm
lorsqu'il est réduit par du dithioniæ en présence de monoxyde de carbone. En 1964, Omura &
Sato montrent que le "P450" est une hémoprotéine qui sera désormais applêe "c5rtochrome
P-450'. Iæs études ultérieures mirent en évidence l'existence de plusieurs formes de
cytochrome P450 ayant des spectras d'absorption différents et ne répondant pas de la même
façon à différents inducteurs (notarnment le phénobaôital et le 3-méthylcholanthêne).

IL1.1.1. Phylogenèse

Iæs premiers gènes codant pour le cytochrome P-450 seraient apparus il y a trois milliards

d'années ; le rôle des cytochromes P-450 était alors vraisemblablement limité à de.s réactions

de éduction (conditions d'anaérobiose). I-es gènes de qrtochromes P450 sont appanrs chez
les animau:r et lqs plantes il y a un milliard d'années, dans des conditions d'aérobiose cene
fois et avec des fonctions oxydantes (figure 9). L€s premiers gènes codaient pour les
cytochromes P-450 métabolisant les molécules endogènas, comme les stéroïdes ou les acides
gras (familles 3 et 4). Iæ.s gènes codant pour le métabolisme des xénobiotiques (familles 1 et
2) datoraient de 800 millions d'années seulement ! Le nombre de gènes de cytochromes P450

aurait vraisemblablement augmenté en fonction de lEvolution, surûout pendant les derniers

{QQ millieas d'années (figure 9). Ia diversification qui s'est produit sur ces différents gènes
peut s'expliquer par les changeuients de conditions de vie (passage du milieu aquatique au
milieu ten€sre, métabolisrne secondaire des planæs...).

La connaissance de ces gènes a tês vite évolué: en L987, seulement 31 gènes

différents étaient identifiés (Goeptar et al., 1995) ; en 1990, 154 gènes codant pour le

cytochrome P-450 étaient (sur un total de 23 eucaryoæs et 7 prokaryotas) regrouffs en 29

familles, dont 9 étaient retrouyées chez les mammifères. Chez le rat" 38 gènes étaient

identifiés, chaque gène codant pour une protéine (Nebert, 1991). En 1996, Nelson et cL
(1996) ont établi une nouvelle liste, comprenant 481 gènes et 22 pseudogènes, décrits chez

105 as@es (85 eucaryotes et 2O procaryoæs). Ces gènes sont regrouffs dans 74 famille.s ;
L4 &, ces farnilles existent chez tous les mammifères observés et sont divisées en sous-
familles.
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fi.1.1,2. Nomenclature

La nomenclature établie par Nebert et aI. (L987, l99l) est basée sur I'homologie des

#quences primùes de la partie protéique du cytochrome P-450 : les différentes formes sont
classées par familles ou sous-familles de gènes. En règle générale, les familles regroupent les
protéines ayant au moins 40 Vo d'homologie ; elles sont indiquées en chiffre arabe (par

exemple : CYPI). Iæs protéines ayant au moins 597o d'homologie font partie de la même

sôus-famille, indiquée par une lettre majuscule (CYPIA). Les différents cytochromes

appartenant à la même sous-famille sont signalés par un chiffre arabe (CYPlAl). Iæ.s gènes

sont désignés par les caracêres majuscules (homme) ou minuscules (souris) italiques

(CYPIA, CYP2B|...).

II.1.13. Sûrrcûrre

Les cytochromes P'450 sont des hémoprotéines de poids moléculaire compris entre 45 et 55

lD, la partie hémique se sihrant dans une cavité hydrophobe de la partie protéique.Iæ noyau

hémique des cytochromes P450 est constitué d'une ferroproûoporphyrine D(. L'aûome de fer

est coordonné à quame ligands équatoriaux (atomes d'az.ots des noyaux pyrroliques) et à deux

ligands axiaux qui sont le groupement thiol d'une cystéine faisant partie de l'apoprotéine et

probablement une molécule d'eau

La stnrchrre prinaire de la partie protéique est connue, puisqu'elle est à la base de la

classification des différenæs formes de cytochromes P450. 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 I'ancrage de lhémoprotéine dans la bicouche

lipidique du réticulum endoplasmique, les régions de fixation de I'hème (région riche en

résidus cystéine à I'extnémité C-ærminale) et de I'oxygène (zone centrale de I'hélice D. La

structurre secondaire et tertiaire n'a pu êre déærminée qu'à partir du cytochrome P-450

soluble de Pseudomonos purtda e450 101, métabolisant le camphre) : la protéine du

cytochrome P450 est constituée de 12 hélices o et 4 feuillets B. Lhème est située enûe les

hélices I et C et le feuillet 83.

ILl. 1.4. Propriétés spec'trales

læ cytochrome P450 réduit par de la dithioniæ et fixant du CO absorbe dans le bleu, avec un

pic d'absorption à 450 nm. [æs changements de l'état de spin du fer hémique provoquent des

différences spectrales de type I, II ou I inversé. Un specte de type I résulte de l'interaction

entre nn ligand faible (hydrophobe) et I'apoprotéine : l'état de spin du fer est augmenté, et le

système a un fort poæntiel d'oxydo-réduction (cas des CYPIA). Les spectrss de type II sont

obtenus avec des ligands forts, pour lesquels l'état de spin du fer est diminué (cas du

CYP2B). L'origine des specres de typ I invené est mal connue.
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il.1.1.5. Spécifrcité de substrat

Lhème faisant partie intégranæ du siæ actif, le substrat doit pouvoir s'intercaler entre I'hème
et la protéine. Ainsi, le CYPIA1 e.st spécifique des molécules planes (les hydrocarbures
aromatques polycycliques plans dont la double liaison doit être oxydée pour former un
époxyde doivent se positionner sur une surface comprise entre 7 et l0 Â ; figure 10), alors
que ies cytochromes P-450 28 s'accommodent de molécules globulaires.

8.1.2. Le sysême multienzymatique à cytodrrome P-450

ILI 2.1. Topologie membranaire

Chez la majorité des eucaryotes, les isozymes de cyochromes P-450 sont situâs dans la
membrane du éticulum endoplasmique ou des mitochondries. L'ancrage ne soncerne que la
partie N-ærminale de la protéine, le restant du cytochrome étant situé côté cytosol. Dans le
sysême multienrymatique à cytochrome P-450, le cytochrome P-450 est associé à une
NADPH-cytochrome P45Gréductase, et parfois à un cytochrome bs et sa réductase. Il y

aurait environ 15 molécules de cytochrome P-450 pour une réductase ; la fluidité
membranaire prmet à la réductase de se déplacer au sein de la membrane et de s'associer aux
cytochromes P-450 (Blanck & Ruckpaul, 1993).

ILl.2 2. Cyde catalytique

Iæ cytochrome P-450 est le catalyseur ærminal de la chalne de transfert d'élecûons du
système multienzymatique à cytochrome P450. En l'absence de substrat, le fer est sous une
forme ferrique prédominante (hexacoordonnée), probablement sous I'action d'une molécule

d'eau, qui sert de sixième ligand. La fixation du substrat (hydrophobe) sur le siæ catalytique

chasse la molécule d'eau, ce qui provoque un déplacement du fer yers une forme
pentacoordonnée. L'atome de fer ne fait alors plus partie du plan de lhème (figure 11). La
réduction du complexe enzyme-substat par la NADPH-cytochrome P-450 réductase conduit
à la réduction du fer, et la fixation d'oxygène moléculaire (Q) sur le fer réduit lui fournit un
électron. Le complexe enzyme-substrat-O2o est éduit une deuxième fois par un électon
prcvenant du NAD(P)H (réaction caalysée par une NADPH-cytochrome-P450 réductase ou

une NADH-cyûochrome b5 réductase-cytochrome b5). I"a réduction d'un des deux atomes

d'oxygène en eau et l'insertion du deuxième atome dans le substrat, conduit à la liMration de

celui-ci et à la égénération du cytochrome P-450 sous sa forme oxydée initiale.
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IL1,.23. Réactions catalysées par les cytochromes P-450

Les cytochromes P'450 peuyent catalyser plusieurs types d'oxydation qui peuvent se résumer

ainsi:
R-H + Oz + NADPH + H+ + R-OH + NADP+ + HzO

Iæs monooxygénases à cytochrome P450 peuvent oxyder des liaisons C-H sur des

hydrocarbures aliphatiques ou des hydrocarbures azotés, soufrés, nitrés ou halogénés

(oxydation en position c), des doubles liaisons C=C (époxydation des alcènes et des

hydrocarbures aromatiques) ou des hétéroéléments (il-oxydation, S-oxydation). Lorsque les

cytochromes P-450 sont sous forme réduiæ (fer feneux), il peuvent catalyser la réduction des

dérivé.s nitrés ou des N-oxydes et la déshalogénation de composés tels que le tétrachlorure de

carbone. Ces réactions interviennent dans le métabolisme de substances endogènes (stéroides,

prostaglandines, acides gras, cytokines) et dans la métabolisation des xénobiotiques

(médicaments, polluants).

IL1.2.4. Régulation

La régulation de ces activités monooxygénases peut être endogène ou exogène. De

nombreuses hormones (hormones de croissance, hormones sexuelles, insuline, hormones

thyroi'diennes) interviennent sur la égulæion du métabolisme des molécules endogènes par

les enzymes cytochrome P450 dépendanæs, ce qui explique les différences liées au sexe, à

l'âge, à I'espèce... Des phénomènas externes (température, nutrition, stress...) peuvent

influencer ces régulations et certains xénobiotiques sont capables d'induire ou d'inhiber des

activités cytochrome P-450 dépendante.s. L'inductibilité des monooxygénases à cytochrome

P-450 par les xénobiotiques est particulièrement intéressanæ, puisqu'elle prmet de metûe en

évidence la prrésence de composés inducteurs. Le classement des inducteurs basé sur

lïnduction de cytochromes P450 sffcifiques présenæ I'avantage dêtne simple, mais il n'est

pas tnès réaliste, rme même substance étant susceptible d'induirc simultanément plusieurs

formes de cytochromes P-450. Par exemple, le toluène induit au moins six isozymes de

cytochrome P-450 (Nakajina &Wang, lW4).

II.1.2.5. Techniques de locaHsation et de quantification des

diftrents isoenzymes de cytoehrome P-450

Les cytochromes P-450 peuvent être localisé.s au sein des tissus par des techniques

d'immunohistochimie. La mise en évidence des différentes formes de cytochromes P450

était autrefois réalisée en utilisant leurs propriétés spectrales, mais aujourdhui elles peuvent

êUe identifiées par électrophoêse après déna$ration des protéines ; I'utilisation d'anticorps

monoclonaux ou polyclonaux pennet de les quantifier. Ia quantification das ARNm par

immunochimie permet de metfie en évidence les inductions à Égulations transçTiptionnelle.s ;
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la quantification des protéines a I'avantage de pouvoir déæcær également les inductions à
régulations post-transcriptionnelles (CYP2EI par exemple). La mesure d'activités
enzymatiques spécifiques d'un ou plusieurs isozymes peut également être utilisée (rewe par
Nims & Lubet, 1995).

tr.1.3. Induction par les xénobiotiques

Iæs premières inductions d'activités cytochromes P-450 dépendanæ par les xénobiotiques ont
été observées dans les années 60. En 1963, Remmer & Merker constatent que le traitement
chronique de rats avec le phénobaôital (barbiturique) diminue progressivement le æmps de
sommeil, ce qui serait dt à un métabolisme accru du phénobarbital. En L967, Conney obserue
une diminution du pouvoir cancérogène de colorants azoïques lorsqu'ils sont administnés en
même temps que du 3-méthylcholanthêne. Ces effets sont rapidement mis en relation avec
I'induction d'activités cytochrome P-450 dépendanæs; une synthèse dc ruvo de ces enzymes
est évoquée par Conney dès 1967.

L'inductibilité par les xénobiotiques ne concerne que quelques familles de
cytochrcmes P450 et seulement quelques sous-familles (tableau 3).

Tableau 3 : Gènes de cytoctrrome P-{50lnductlbles par des xénoblotlques chez les eucaryotes et
leurs substrats enzymatlques (d'après Denlson & Whttlock, 199O.

Inducteur Cytæhrome P-450 Subctrat spéclfique

CertainsHAP, HAH4

CTPCB

CYPlAl

CYPlA2

CYP1Bl

c|tPzA3

HAP

Médiroents stéroldes
HAP, stéroides ?
Stûddes

Babiffiiques,

DDT' dieldrine

oertains BG

CYPzAl
cYT'IBtt2
C,'|TY2HIN

cltPzcuomn
cItP3.Arn
CYËA1

Stéroïds

Médicaments, stéroïdes" HAP

l[tlicanents, stéroldqsr HAP

StéroIdes, acidæ græ, médicaments

Stéroides, médicaments, antibiotiques

Pesticides

Proliférateurs de percxysomes CYP2Bl

CYP4NNNWT

Médicaments, stéroïdeù HAP

Acides sras

Dexmétbasone, FCt[,
gluocorticolde.s

CYP3Al
G)TYIBIN
cYP2fi

StércIdes, nédicamenq andbiotiques

Médicanentsn stéûofdesr HAP

Stiérofrbs. acides sras. médiments
a.' hydrccrburec aromatiqæs halogénés
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II.13.1. Les inducteurs type $méthylctrolanthrène

Iæs inducteurs de type 3-méthylcholanthrène (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 de.s produits alimentaires (tableau 4).

L'existence de souris non inductibles a facilité la compréhension du mécanisme

d'induction du cyûochrome P450 1A1 (revue par Nebert, 1989) : la capacité d'induction est

fortement liée à la structure de lTnducæur, puisque chez des souris ne portant pas I'allèle

dominant b, nécessaire à I'induction par le 3-MC, le CYPIA1 est quand même inductible par

1a2l.,7,$-TCDD. L'induction serait donc liée à un récepteur ayant une foræ affinité pour la

23,7,$-TCDD (Poland & Glover, t974).

Tableau 4 : Composés ctrlmtques ayant des proprlétés lnductrlces de typc $méthylcholanthêne

(d'après BatJ et al,l993).

- UyAocrUures romatiques polycyctiques : 3-métbylchdætbrhe, B(a)B benz(a)antbracène
b€nzo(a,h)anthraêre, benzo(a,cFnthracène
-FOD

-F@F

-FCts etPBB
- Eltipticine
-ExtraiB deÉtrolebnlt
- Produits de laphoooxydationde lhisidine etdu tsyptopbme
- Phénothiazines : Snaphoflavone et autes flavones
- Indolæ végétarx : indole-3-aétmirile et indole-3qÙinot
- Inriolrsrtnz<rles (norrritrre crillée il btbeûe. fimée de cisûeûes)

IÂ,2,3,7,8-TCDD est le plus puissant inducteur du CYPlAl. : sa capacité d'induction est

30.m0 fois supérieure à celle du 3-MC, et sa DE5ig est seulement de 0,85 nmoUkg (Poland &

Glover, 1974).Iæ gène CYPIAI n'est pas exprimé constitutivement et peut eEe induit dans

de nombreux organe.s par I'inærvention d'un inducteur associé à un récepæur. Deux types de

rÉcepæurs sont connus : le récepæurA& ("arylhydrocarbon') découvert en l9i16 par Poland et

aL êgalement appelé récepæur de la dioxine ('dioxin-like" receptor) ou écepteur 8S, put se

lier avec la dioxine ou le 3-MC ; les benzopyênes induisent le CYPIAI en se liant à un autre

récepteur, la protéine 45. Ce.s deux récepteurs agissent d'une façon semblable, mais le

complexe ligand récepæu se lie sur une Suence différenæ de I'ADN.

Le mécanisme de I'induction paf, la TCDD est maintenurt bien connu (figut€ 12):la

rcDD se lie au récepteur Ah, lui-même lié à une protéine de choc thermique (hsp90). I.e'

complexe xénobiotique-récepteur-protéine migre dans le noyau, libère la protéine et va se

fixer sur une région S'-flanquanæ du gène CYPIAI,Ia région XRE (Xenobiotic Responsive
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Element) ; une autre région S'-flanquanæ du gène interagit en synergie avec le siæ XRE pour

stimuler la transcription du gène CYP 1Al.

Le récepteur Aà 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 hsp% (90

kD), d'une protéine de 56 kD et peut-être d'une ftsp7O. Ce récepteur a un point commun avec

les récepæurs d'hormones thyroïdiennes ou stéroidiennes : la liaison du siæ récepteur du

xénobiotique (ou de I'hormone) avec la protéine hsp9o empêche le récepteur de se fixer sur

I'ADN. Cene inhibition est levée lorsque I'ltspX) est éliminée après fixation du xénobiotique.

Il exisæ des activités cytochrome P-450 dépendanæs autres que CYPIAI pouvant

métaboliser les hydrocarbures aromatiques tels que le B(a)P ou le toluène (CYP2Cll,

CYP2,BU2), ce qui explique l'observation d'une activité enzymatique avec des substrats

communs sans pétraitement par un inducteur (Nakajima et a1.,1994 ; Nakajima & Wang,

t994).Iæ.s métabolites produits par le CYPIAI sont 10 à 100 fois plus toxiques, mutagènes

ou carcinogènes que ceux produits par les auEes isoenzyrnes. Iæ CYPIAI étant inductible

chez lbmbryon, oe phénomène expliquerait le caracêre tératogène de certains inducteurs
(notamment les dioxines). Dans le poumon et dans le foie, l'induction du CYPIAI est

corélée à la survenue de cancers (rewe par Nedelcheva & Gut, 1994).

La égulation du cytochrome P450 lAl étant tanscriptionnelle, son induction peut

eûre mise en évidence par la quantification de son ARN messager (ARNn) ou par lia mesure

d'activités enzymatiques qui lui sont sffcifiques (par exemple, I'activité AIil{).

Le CYPIA2 est une forme constitutive inductible par les hydrocarbures aromatiques

polycycliques et par des amines et de.s amides aromatiques, présents dans certaines denrées
elimentaires (tableau 4). Contrairement aux CYPlAl, le CYPIA2 n'est pas inductible avant

la naissance. Son induction est surtout égulée par des mécanismes post-transcriptionnels

(stabilisation de.s ARl.Im et des protéines), mais I'induction par la TCDD est essentiellement

tanscriptionnelle.

IL13â Les lnduc{eurs type phénobarbital

Iæs inducteurs de type phénobarbital (PB) n'ont pas de spécilicité strucurale et leur nature

chimique est variée (ableau 5). On rcmarquera la présence de polluants environnementaux

parmi ces composés (rcB, insecticides organochlorés ; tevue parNims et Lubet, 1995). Chez

le rat, ces composés provoquent une hypertrophie hépatique, une prolifération importante du

réticulum endoplasmique lisse dans le foie, et I'induction de nombreuses enzymes

intervenant dans le métabolisme des xénobiotiques (CYP2Bl, CYP2B2, époxyde hydrolase,

NADPH-cytochrome P-450 réductase, LJDP-glucuronylfansférase...). D'autes cytochromes

P-450 sont également induits par les inducteurs tlpe phénobarbital (revue par Batt et al.,

193). LTnduction de.s CYP2BI et CYP2B2 nécessiæ des doses mille fois plus élevéas que

l'induction des cytochromes de la famille 1A et consiste en l'activation de la tanscription de
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leurs gènes respectifs (revue par Adesnik & Atchinson, 1986). La transcription des ARNm

commence dès les 30 premières minutes après I'administration du barbiturique. Sans

induction, I'isozyme CYPZB2 hépatique est très légèrement exprimé, et le CYP2BI est

indéæctable.

Tableau 5 : C.omposés chlmlques ayant des propriétés Inductrlces de type phénobarbltal

(d'après Okey, 1990 ; Diatt et aL,1993).

- Phénobabial et aures babitniques - OctachluosSnène

- Ph&ytoilne (5,5'diphényl-hydantolne) - Oxy& de trans-stilbène

- Benzènepenmméthylé - DDT4 Gnductern chez la souris, mais pas chez le rat)
-FCBnonconlanires - AéWlamino2-fluoÈne

L'absence d'une relation structure/activité suggère que I'induction ne résulte pas d'une

reconnaissance entre le substrat et un récepteur, mais pourrait ésulær de plusieurs

phénomènes (rewe par Denison & Whitlock" 1995). Shaw et aL (193) ont mis en évidence

lbxistence d'une régulation transcriptionnnelle : le PB inhiberait I'action d'un répresseur d'où

une activation de la transctiption, mais des recherches complémentaires sont nécessaires à la

compréhension des mécanismes d'activation de la transcription par les inducteurs t'?e

phénobarbital. L€ fait que I'on n'obserye pas d'induction du CYP2B en culture cellulaire ne

faciliæ pas les recherches.

IL1.33. Les inducteurs type éthanol

L'induction des cytochromes P-450 par l'éthanol a êtÉ, mise en évidence par I'observation

d'une meilleure dégradation de l'alcool lorsque celui+i était administré chroniquement

(Lieber & De Carli, 1968). L'alcool peut aussi accélérer (induction du gttochrome P450

correspondant) ou ralentir (par compétition) le métabolisme de certains médicaments. Iæ

cytochrome P-450 2El est inductible par diverses molécules de petit poids moléculaire

(tableau 6).

Tableau 6 : Composés chlmtques ayant des proprtétés lnductrlces de type éthanol (d'aprk Batt

d &,19q3).

-Etbarcl
- tsopropanot
- Imidazole

- Aétone
- Triclloroéthytène (ICE)
- PJrazole

-Isoniazide -Méthylprrrazole(ieM

Sur le lieu de travail, certains composés inducteurs sont susceptibles d'ême rencontrés à des

doses suffisamment élevées pour provoquer une induction ; aux USA, 3,5 millions de

4 Dicblorodiphénylric,hforoétbne, hsecticide cgmocùlaé

-6-



travailleurs ont été exposés au TCE5, 100.000 y sont encore exposés en pennanence sur leur

lieu de travail (Atkinson et al., 1993). Le jeûne, le diabèæ ou I'oMsité sont également

susceptibles d'augmenter les activités du CYP2El. Iæ cytochrome P-450 2El métabolise de

nombreux solvants (DMSO, mercaptoéthanol, glycérol...),le CCla, divers alcools,le benzène

et certains médicament comme I'influrane (anesthésique).

La régulation de I'induction du CYP2EI est transcriptionnelle et post-

transcriptionnelle, mais la régulation post-traductionnelle prédomine lors des inductions par

les xénobiotiques.

IL1.3.4. Les inducteurs type prégnénolone l6a-carbonitrile

Les inducteurs type prégnénolone 16-a-carbonitrile (PCtù présentés dans le tableau 7
induisent les cytochromes P-450 3ll,2Bll2 et2c6 du rat. Ces cytochromes interviennent

essentiellement dans le métabolisme de molécules endogènes courme les stéroides, ou de
molécules exogènes comme le.s antibiotiques macrolides ou la cyclosporine. La PCN et la

dexaméthasone activent la transcription du gène CYP3A.| par une égulation crs : une égion

de I'ADN voisine du gène sensible à ces deux inducteurs a été mise en évidence (revues par

Bat et aI,1993;Denison & Whitlock" 1995).

Tableau 7 : Composés chlmiques ayant des proprlét6lnductricc de type cyanoprégnénolone
(d'après Batt et ol,lg)3).

- Glucoorticddes endogènes et spthétiquas
-Dexamétbasoæ
- Spironolactone
.PB
- Imidazoles antifongiques
(clotrimazole. kéoconazole)

- Diphénylhydantolæ
. DDT
. PCB
- mtibiotiquas de type nacrolides
(Eiaétyloléædonycine, érythrmycine
rifmroicine)

If.1.35. Lcs induc'teurs de la prolifération des peroxysomes

[æs agenB hypolipémiants (clofibraæ, ciprofibrate), certains stéroldes nafiuels, les agents
plastifiants Ghtalates) et certains herbicides (chlorophénoxyacides ; rcvue par Nims & Lubet,

1995) induisent une hépatomégalie, associée à la prolifération des peroxysomes et à une

augmentation de I'activité catalase et des cytochrome P-450 4A impliqués dans le

métabolisme dqs acides gmg des leucotriènes et des prostaglandines. Un récepæur nucléaire

de la famille des récepæurs hormonaux intervient dans l'induction des CYP4A en se fixant

sur une région régulanice du gène (revue par Ban et aJ.,1993 ; Denison & Whitlock" 1995).

5 Solvæt lrgement utilM dans les indusries chimiques ou pbfrrnaceutiques et comne déCraissant de.s
métaux
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tr.1.4. Conséquences toxicologiques de I'induction

Iæs composés inducteurs métabolisés par les cytochromes P-450 induisent leur propre

métabolisme et stimulent le métabolisme d'autres substrats, exogènes ou endogènes
(stéroides), dont I'oxydation est catalysée par la forme de cytochrome P-450 induiæ.

Le métabolisme des xénobiotiques génère des métabolites soit moins toxiques
(détoxication), soit plus toxiques (activation métabolique) que le composé inirial. La prise en
charge de.s métabolites dépend de l'équilibre entre la production de métaboliæs lors de la
phase I et leur prise en charge par les enzymes de phase tr (figure 13). Chez les animaux non
Eaités, les CYP1A représentent environ 57o du total des cyûochromes P450, et dans ces
conditions,les enzymes de phase II peuvent éliminer tous les intermédiaircs réactifs (Ayrton

et aJ.,1990). L'induction des enzymes de phase tr par les xénobiotiques est possible (Mâûtila

et aL, 1983 ; Hanioka et aL,1995 ; Schrenk et aJ.,1995 ; Van Birgelen et aL,1995 ; Madra et
al., 1996) mais elle est souvent plus faible que celle des monooxygénases à cytochromes P-
450 ; un déséquilibre entre les deux phases peut se produire et les métabolites réactifs sont

alors libérés dans I'organisme. Ainsi, même si le phénomène d'induction n'a pas de
signification toxicologique univoque, il faut tout de même tenter de déterminer si il nbst pas

préjudiciable à I'individu, en tenant compte de la nature de I'inducteur (qui détermine quel

cytochrome P450 et quelles enz5mes de conjugaison seront mis en oeurne), de la nanre du

substrat métabolisé (connu ou non pourses métaboliæs éactifs) et do la voie d'administration
qui déærmine en partie les organes et les tissus cibles.

Deux types de molécules toxiques peuvent être générées : dqs métaboliæs du substrat
inducteur du cytocbrome P450 ou dqs entitâs oxygénées réactives. te problème posé par ces
dernières sera traité plus loin.

II.1.4.1. Cellules cibles des métabolites réactifs

Iæ foie, organe cenEal du métabolisme des xénobiotiques, est particulièrcment exposé aux

métabolites toxiques mais toutes les cellules ayant une activité métabolique inductible
produisant des entités éactives (le.s cyochromes P-450 1A et 2El notamment) sont

susceptibles de subir leur agression (par exemple, les cellules du système immunitaire;

Germolec et aL,1995). [a voie d'exposition, qui déærmine la épartition du xénobiotique

dans les organes et les tissus, joue un rôle important dans la locailsation des conséquences

toxiques.

n.1.4.2. Cytochromes P-450 impliqués dans la production de

métabolites réactifs

Le'il-nitrosodiméthytamine (NMDA) est un contaminant ubiquiste de note environnement:

il est présent à faible concentration dans I'air, de nombreux aliments, I'eau, le tabac, les
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boissons alcoolisées... Seule I'activité lf-déméthylase du CYP2EI peut métaboliser le
NMDA en un puissant mutagène etlou carcinogène (Tu & Yang, 1983) ; I'alcool, inducteur
du CYP2E1 peut indirecæment générer davantage de métaboliæs carcinogènes (fsutsumi et
aL,1993).

L'induction du cytochrome P450 441 a étÉ, corrél&, 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 métaboliæs
génotoxiques, mais par augmentation des activité.s peroxysomales (peroxydation des acides
gras) ce qui conduit à la formation accrue de peroxyde dhydrogène pouvant altérer I'ADN ou
initer la peroxydation lipidique.

Les inducteurs type PB sont promoteurs de tumeurs hépatiques, mais ce ne serait pas
toujurs lié à leur capacité d'induction ; I'induction du CYP2Bl par des PCB a été corrélée à la
promotion de hrmeurs hépæiques (Lubet et aJ.,1989).

Les cytochromes P450 lAl et 1A2 génèrent des molécules électrophiles très
réactives, capables d'attaquer des grcupements nucléophiles (-NH, -OH, -StD prÉsents surles
acides nucléiques (adduits à I'ADI$ ou les protéines (adduits à l'hème) : les amines
aromatiques hétérocycliques, par exemple les dérivés du tryptophane issus d'une pyrolyse,

ont un pouvoir carcinogène reconnu, lié à la formation de métaboliæs réactifs par les
CYPIA2 (Hashimoto & Degaw4 1995). Certains HAP et certains PICB sont connus pour leur
génotoxicité et leur carcinogénicité.

IL1.43. Activation métabolique des PCB

Iæs congénères foræment chloés sont assez résistana au métabolisme, mais les congénères
peu substitués sont souvent hydroxylés par les cytochromes P450 1A et 28. Les métabolite.s
des PCB sont des mono- ou polychlorobiphényles monohydroxylés, formés par
l'isomérisation d'un oxyde d'arène inærmédiaire ou par I'insertion direcæ du groupe
hydroxyle. L'époxyde peut soit former de"s adduits anx macromolécules (Dubois et aL,1995 ;
Mclean et al., 1996a), soit être conjugué au glutathion sous I'action d'une glutathion ,S-
transférase, soit êtne à nouveau hydroxylé paf, une époxyde hydrrolase pour donner naissance à
un dihydrodiol

lÂs PCB conjugués au glutathion peuvent subir un clivage de la liaison C-S au niveau
intestinal et, après méthylation du thiol, êûe éabsorbés et subir une S-oxydation pour donner
un métaboliæ méthylsulfoné. Ces métabolites se répartissent dans tout l'organisme avec une
préférence pour le rein et le poumon, où ils se lient à des protéines ressemblant à des
utéroglobines. La signification oxicologique de ces inæractions n'est pas connue (rewe par
Safe,1994).

Iæs dihydrodiols peuvent donner naissance à des inærmédiaires semi-quinoniques puis

des catéchols, des quinones et des hydroquinones (figure 14 ; rewe par Oakley et aL,1996;
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Mclean et al., 1996b). I-es semi-quinones, les catéchols et les quinones sont des entités

électrophiles capables de se lier de façon covalente à 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). I-es

catéchols et les quinones ont la particularité d'être mutagènes dans les cellules de

mammifères V79, sans que le test d'Ames soit positif (avec ou sans S9).

If.1.4.4. Activation métabolique des HAF

Nous n'aborderons ici que le mécanisme d'activation du B(a)P qui peut suivre plusieurs voies

(figurc 15 ; Flowers-Geary et a1.,1996) :

a) la méthylation du B(a)P en position C6 conduit à la formation d'un 6-

méthylbenzo(a)pyrène qui peut être conjugué à un groupement sulfatÊ. I,e, groupement

méthylsulfate peut facilement se séparer du B(a)P pour donner naissance à un ion carbonium

benzylique, exEêmement réactif avec I'ADN. Iæ Gméthylbenzo(a)pyène est reconnu comme

un procarcinogène des plus puissants,

b) I'oxydation du B(a)P par un seul élecron donne un radical cationique, lui aussi

capable d'atraquer I'ADN,

c) enfin, le B(a)P peut eue oxydé en époxyde et en phénol par les monooxygénases à

cytochromes P450. Les époxydes sont des molécules instables :te23-époxyde est converti

en 3-OH-B(a)P, métaboliæ principal du B(a)P. Iæs 4,5-, 7,8- et 9,lGépoxydes peuvent être

soit directement conjugués puis éliminés, soit convertis en phénols puis en quinones, soit

ransformés en diols de façon stéréospécifique par une époxyde hydrolase. [.es Oquinones

sont génératrice"s d'entités oxygénées réactives et de radicaux semi-quinoniques susceptibles

d'altérer I'ADN (rewe par Flowers-Geary et a1.,1996).

Comme les phénols, les diols peuvent être conjugués pour être éliminés, ou subir une

seconde oxydation catalysée par le cyûochrome P-450, qui aboutira à des diol-époxydes

(fryure 16) : le B(a)P-tans(+)-7,8-diol-9,10-époxyde est un métaboliæ ultime du B(a)P

extrêmement éactif vis-à-vis des macromolécules biologiques. Il provient de l'oxydation

Séréospécifique du 7,8époxyde en u\ trans (-) 7,8 diol4poxyde, lui-même oxydé en un

trans(+)7,8-diol-9,1Gépoxyde (figure L7).1-e, stééoisomère C) de cette molécule n'a pas

d'activité carcinogène, alors que le B(a)P-rrans(+)-7,8diol-9,10époxyde est particulièrement

éactif yis-à-vis des macromolécule.s (Iævin et aL,1982) et provoque l'apparition de nrmeurs

cutanées et pulmonaires chez la souris. Comme nous le verrons plus loin, les métabolites

éactifs sont aussi à lorigine d'effets immunotoxiques.

IL1.45. Mécanismes de encérogenbe

la cancérogenèse dépend de plusieurs événements : I'inititation, la promotion et la

progression. La prolifération anormale des cellules tumorales est due à I'expression
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d'oncogènes ou à I'inhibition de gènes suppresseurs. Les oncogènes sont des gènes codant

pour des produits impliqués dans la transformation cellulaire. Dans une cellule normale, ces

gènes ne sont pas exprimés et sont applés proto-oncogènes. Le proto-oncogène peut etre

exprimé à la suiæ d'une altération de I'ADN (initiation). Si la lésion n'est pas réparée, les

cellules initiées prolifèrent pour donner une tumeur bénigne, puis maligne, puis des

métastases (progression).

Il exisæ deux typas de mécanismes cancérogènes : la cancérogenèse génotoxique et la

cancérogenèse épigénétique (Shaw & Jones, 1994). Certains composés sont carcinogènes

complets (initiaæur et promoteur), d'autres sont soit initiaæur, soit promoteur. L'initiation

génooxique peut être mise en évidence par des te.sts de mutagenèse sur bactéries ou snr

cellules de mammifères, mais les æsts de mutagenèse ne permettent pas de prouver la

carcinogénicité d'une molécule (il exisæ des carcinogènes non mutagènes Qe benzène par

exemple) et des mutagènes non carcinogènes; ævue parYoshikaw4 1996).

II.1.4.6. Pouvoir carcinogène des HAP

I€s HAP et notamment le B(a)P, sont carcinogènes chez les rongeurs : de nombrpuses éudes

ont mis en évidence leur rôle dans le développement de canceflt par différentes voies

d'administration (application Opique, instillation intrarachéale, inhalation). Quelle que soit la

voie d'administration, le poumon semble être un organe particulièrement sensible au

développement de hrmeu$.

Différenæs étude.s portant sur le métabolisme des HAP, leur mutagénicité et leur

carcinogénicité et la relation entre leur structurc et leur activité toxique, ont permis de mettne

en évidence une relation entre la structure de leurs diol-époxydes et leur caractère

carcinogène : les diol4poxydes portant la fonction époxyde sur un cycle bendnique saturé

adjacent à une strucûrrc décrivant une 'région baie' sont particulièrement carcinogènes chez

les souris (figurc 18 ; L€vin et aL,1982).

Iæs canérogènes chimiques génotoxiques se fixent de manière covalente à I'ADN

pour former des adduits à I'ADN, ce qui peut provoquer une mutation (transition,

transversion, décalage du cadre de lecture), une alkylation, une intercalation entre le.s bases

ou la cassure d'un brin d'ADN. Par exemple, le (+[,8diol-9,1Gépoxyde du B(a)P se fixe sur

le groupement anine en position tI2 de la désoxyguanosine et sur le groupement arnine en

position N6 de la désoxyadénosine. Ces adduits prcvoquentla transversion G-> Tet A> T.

Iæ pouvoir génotoxique des HAP dépend de leur aptitude à être transformés en

métaboliæs génotoxiques (Levin et aL, 1982). tr peut être évalué par différenæs

méthodologies nettement moins longues etmoins lourde.s que lEnrde de leur carcinogénicité,

qui nécessiæ des e$sais à long tsrme (usqu'à 2 ans). Parmi les test les plus courants, nous

ciærons la recherche de micronoyaux (clasogénicité),la recherche d'adduiB à I'ADN et l,a et

lia mesure des échanges de chromatides soeurs (translocation chromosomique).... Ces
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méthodologies offrent I'avantage d'être rapides et non invasives pour certaines (praticables

sur des lymphocyæs) mais elles ne peuvent détecær les agents induisant des cancers

épigénétiquas.

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

La synthèse des cytochromes P-450 peut être 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 I'inhibirion des activités enzymatiques cytochrome P-450 dépendanæs au

niveau post-traductionnel a permis de caractériser différents isozymes et de mieux connaitrre

le fonctionnement du cycle catalytique du complexe en4matique. ThéoriquemenÇ trois

étape.s du cycle peuvent faire I'objet d'une inhibition : la fixation du substrat, la fixation de

I'oxygène moléculaire et le transfert de I'oxygène au substrat Il exisæ trois modes

d'inhibition:
- inhibition réversible : les molécules capables de se fixer sur le siæ catalytique sont

des inhibiæurs 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 I'oxygène 0iaison de

coordination avec le fer hémique à l'état ferreux (monoxyde de carbone) ou ferrique

(cyanures) ou c) de la fixation du substrat sur la protéine et I'hème : lïnhibiæur établit une

coordination avec le fer et une liaison avec un résidu de la protéine sinré dans le site de

fixation (pyridines, imidazole.s, 7,8-benzoflavone, mét1.rapone...),
- inhibition par formation d'un complexe inærmédiaire [cytochrome P-45f

métabolitel : le cytochrome P-450 peut générer un métabolite réactif ayant une grande

atrinité pour le fer hémique, se qui résulte en un complexe stable. C'est le cas des

benzodioxoles (safrole, isosafrole), des synergistes d'insecticides (qui inhibent le

métabolisme de lTnsecticide), de certaines hydrazines et des antibiotiques macrolides,
- inhibition irréversible : les susbuats suicides sont oxydés par le cytochrome P450 en

une forme réactive qui se fixe irréversiblement sur lhème (oléfines, dihydropyridines,

cyclopropylamides, tétrachlonrrc de carbone) ou sur la partie protéique du cytochrome P-450

(chloramphénicol, paralhion, malathion).

Iæs inhibitaurs permettent léEde des stnrctures, des mécanismes et du rôle biologiqæ des

cytochromes P-450. Les substrats suicides pésentent l'avantage d'agir avec une grande

spécificité, ce qui n'est pas le cas des inhibiæurs éversible.s. Ainsi, la 7,E-benzoflavone

permet de prouver qu'une éaction est catalysée par le CYPlAl. Les domaines médical

(inhibition du métabolisme d'un médicament) et phytosanitaire (inhibition du métabolime

des pesticides) sont particulièrement intéressés par l'étude des inhibiæuts spécifiques (Van

Wauwe & fanssen, 1989 ; Jayyosi et oL, 1991).
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II. 1.6. Les activités cytoctrrome P-450 extratrépatiques

Les cytochromes P-450 sont répartis dans de nombreux organes (Fosær et a1.,1986) : tractus
gasno-inæstinal (Strobel et a1.,1993), épithétium olfactif (Ding & Coon, 1993 ; B&éz;rat et
al.,1995), rein (Funae et al.,1985 ; l(im et al.,1995), ceryeau @hagwat et al.,l995a et b),
peau, poumon ... IJ 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 représenæ et par son rôle comme
porte d'entrée des xénobiotiques. [.e derme et l'épiderme sont pourvui d'enzSmes du
métabolisme des xénobiotiques de phase I, notarnment les monooxygénases à cytochromes P-
450 1A et2B et d'enz5nnes de phase tr. I€s CYP1A et 28 sont inductibles. I€s CYPIA sont,
somme dans le foie, à I'origine de métaboliæs mutagènes etlou carrcinogènes et peuvent être
inhiMs par des phénols issus des plantes (acide allagique) ou par de.s antifongiques (dérivés

de I'imidazole). Ces inhibitions peuvent aussi s'accompagner de I'induction d'activités
glutathion S-transférases (rewe par l(ao & Carver, 1990).

Le poumon comport€ une quarantaine de types cellulaires différents, avec des
capacités métaboliques différenæs (rcvue par Kil*awa, 1992). Les cellules pulmonaires sont
pouryues d'enz5rmes de phase I et de phase tr (Minchin & Boyd, 1983 ; revue par Baron &
Voigt, 1990). Le.s cellules les plus actives sur le plan métabolique sont les cellules

bronchoalvéolaires de Clara et les pneumocytes de type tr (alvéolaires) ; les cellules ciliées
de l'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, 199,4 ; Pairon et aL, L9,4;I.æ, &Dinsdale, 1995).

Bien que le niveau de cytochrome P-450 pulmonaire soit faible si on le compare au
foie Q% de la æneur hépatique), le poumon est capable de méaboliser un grand nombre de
xénobiotiques (revue par Arinç, 1993). I€ CYPIA1 n'est pas exprimé de manière constitutive

dans le poumon, mais il est hautement inductible par les inducteurs type 3-MC dans les

cellule.s de Clara les pneumocytes de type tr et lqs cellules endothéliales veineuse.s (For&ert

et aJ.,1986 ; Keith et a1.,1987 ; Pairon et aL,1994). En revanche, le cytochrome P-450 1A2

est Fès peu exprimé et n'est pas inductible par le 3-MC. Chez le rat adulte, le CYP2BI est

I'isoz5me constitutif majoritaire dans le poumon ; il e.st exprimé dans le.s cellules de Clara et

les pneumoc)'tos de tlTe It L'inductibilité de ceue forme par le phénobarbital est beaucoup
plus faible que dans le foie. Le cyochrome P-450 2B2 n'est exprimé ni chez les rats non

traités, ni chez les rats traités par du phénobarbial. Ces deux formes de cytochrome P450 ne

sont pas exprimées chez le foetus. Les cytochromes P-450 2t'3 et 4Bl putnonaires sont

exprimés constitutivement (ce qui nbst pas le cas dans le foie) ; le CYP 2A3 est inductible

par le 3-MC mais il est inhibé par le PB (Kinura et aL,1989, cité par Arinç, 1993) ; le

CYP4Bl n'est pas induit par le PB.
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Chez I'homme, les cytochromes P-450 pulmonaires sont quantitativement moins
importants que chez le rat ou le lapin (e rapport P-450 total poumon/foie est différent) mais
les CYPIA1 et CYPIA2 sont exprimés de façon constitutive chez I'homme (revue par Foth,
19es).

fI.2. Les systèmes de défense contre le stress oxydant

Le stress oxydant résulæ d'un déséquilibre entre les conditions pro-oxydanæs et les défenses
antioxydantes dans les tissus et les organes. Iæ stress oxydant peut donc être ta 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 système de détoxication
inærvient dans la production d'entités réactives.

n2.1. Les espàces oxygénées réactives

Iæ.s es$ces réactives de I'oxygène sont formées dans les systèmes biologiques à partir de la
réduction de I'oxygène moléculaire (O2), selon la réaction (l).

o, "-) q' e-> Hro, "-) Hd e-> t1o (1)

L'anion superoxyde (Oz-) est à la fois réducteur et oxydant Cette forme instable peut

gênr&er des formes plus réactives, comme le radical hydroperoxyle (OH.) ou le radical

superoxyde protoné (HQ. ). Ia dismutation de I'anion superoxyde, spontanée ou catalysée
par la superoxyde dismutase (2), conduit à la formation de peroxyde dhydrogène (tlzOz ).

- surproxvde dismutase
2q

En l'absence d'ion 66tallique, le peroxyde dhydrogène nbst pas rès réactif et peut etre

détruit par la catalase (3) ou la glutathion peroxydase (4).

catalase
2\oz-2\o + oz (3)

(4)

(2)

glutathion Peroxydase
H{J2 + 2 GSH
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Par contre, en présence d'un donneur d'élecFon (Fs2+ par exemple), le peroxyde dhydrogène

conduit à la formation du radical hydroxyle (HO') par la réacton de Fenton (5).

\oz*Fe2+ "+ t Ho * Ilo +Feh

Comme tout radical libre, le radical hydroxyle est une espce moléculaire rendue très réactive

par I'exisænce d'un électron non apparié sur une orbitale extérieure. Ces radicaux peuvent

devenir ûoxiques pour les cellules et les tissus (inactivations enzlmatiques, peroxydation

lipidique, altérations du génome) ; ils interviennent aussi largement dans les états

inflammatoires. Les réactions en chaîne de la peroxydation lipidique peuvent conduire à la

formation de I'oxygène singulet qui, comme les radicaux librcs, peut détruire les membranes

cellulaircs ou les lipides extracellulaire.s.

Ilâ2.Fomation des endtés oxygénées Éactives et des radicaux libres

La production de ces différentes es@ces réactives peut etre provoquée lors d'une exposition à

des radiations ionisantes, d'une réaction inllanmatoire (activation du métabolisme des

cellules phagocytaires) ou au counl de processus métaboliques comme la respiration

cellulaire, la spthàse de prostaglandines ou I'activités de certains cytochromes P450. Des

substances se comportant comme un système redox (pouvant réduirc I'oxygène moléculaire

par transfert d'un électron : quinones, ions bipyridiliums, composés aromatiques nitrés,

catéchols, ...) sont également sounces d'entités oxygénées réactives.

U.22.1. InGrvention des cytoclromes P450

Iæ.s cytochrome.s P450 sont dirrectement ou indirecæment (figure 19) généraæurs d'entités

oxygénées réactives et de radicaux libres (rewe par Kappus,1993; Bondy & Naderi, 1994).

Le mauvais couplage entre le siæ actif du cytochrome P-450 et son substrat peut

prcyoquer la formation de l'anion superoxyde 0e deuxième élecnon du cycle catalytique ast

écupéré par I'oxygène moléculaire), ensuiæ dismuté en peroxyde d'hydrogène. Ce

phénomène peut se produire avec de nombreux xénobiotiques inducteurs du CYP1A du

CYI|IB ou du CYP2El.

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

substat : des molécules comportant des cycles aromatiques (benzène, HAP, PCB) peuvent

êre métabolisées en quinones poæntiellement génératrice.s d'entités oxygénées réactives et

de radicaux libres (semi4uinones ; figrre 20), susceptibles d'afiaquer les macromolécules

biologiquas (Ftowers€eary et aL,1993,1996) et de détruirc les cytochromes P-450 (Soucek,

et aL,1994); le métabolisme de talcool par le cytochrome P450 2E1 conduit à la formation

du radical (RC.HOH) et dbntités oxygénées (Poli, 19f/3 ;Ingelman-sundberg et aL,1993) ;

(s)

1{
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le clivage homolytique du tétrachlorure de carbone par les cytochromes P450 conduit à la
formation du radical trichlorométhyle (CClr.) ou de son dérivé peroxydé, le radical

trichlorométhylperoxyde (CCI3-OO.), 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'oxygène pour former un anion
superoxyde (Tomita & Okuyamu 1994); le métabolisme des peroxydes par les cytochromes
P-450 génère 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'oxygène, l'oxydation du NADPH et la peroxydation lipidique.

Iæ stress oxydant causé par ces dernierscomposés peut être lié à leur biotransformation
(formation de radicaux), I'inhibition d'enzymes antiradicalaires, la destruction des cellules
hépatiques (avec, à foræ dose, un processus inflemmatoire) et I'induction de la prolifération

des poroxysomes (Atkinson et aL,1993).
Les HAP, les TCDDs et certains pesticides (lindane, endrine...) provoquent la

formation d'espèces oxygénées éactives dans les macrophages, les mitochondries ou lqs

microsomes hépatiques. LTnduction de la production dbntités oxygénées réactives par la

TCDD est en partie dépendanæ du récepæurArr (Alsharif et al., L994a)-

nz.2z.Autres s)urces

Une accumulation de fer consécutive à la destruction de lbème peut favoriser la formation de
radicaux et entités réactives (réaction de Fenton).

La déplétion en molécules piégeuses de radicaux ou éduisant les entités oxygénées
(par exemple, déplétion en glutathion par le paracétamol) ou I'inhibition d'activités

enz5matiques antioxydantes (parexemple, inhibition des activités SOD etcatalase hépatiquas

par les inducteurs de CYP1A ; Stohs, 1990 ; Mâurtyla & Ahotupa, 1993 ou inhibition de la

Se-GSH-k par le fer ; Madra et aL,1996) sont responsables de I'augmentation du stre.ss

oxydant

De nombreux polluants atmosphériques tels que les NOx, I'ozone ou la fumée de

cigaretæs sont responsables de lésions des cellulqs alvéolaires de type I, qui servent de

banière entre la voie aérienne (au niveau pulmonaire) et le sysême circulatoire (rewe par

Ryrfeldt et al., 1993). L'inhalation de particules d'amiante etlou de silice conduit à leur

phagocyose par des macrophages alvéolaires ; la lyse de ces cellules activées entraîne la

liMration d'enz5rmas protéolytiquas et de médiateurs chimiotactiquas qui attirent des cellules

neutrophiles, initiant le processus inflammatoire générateur dbntités 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 putnonaires associées à la peroxydation des lipides malgré

lTnduction des enz5rmes antioxydantes (Vincent et aL,1989).

-56-



)GI

/:\/: ,
GrI) Qf)

I
I
I

Aldehyde I

'iiH"#"11
products \

decoryosition
A
I
I

Fe"'batalyæd

cL- )

\â/FY,v+ïr#r
1,r, Â,o-l 

oo' '/

\/* -t*ffir
G.od I .,#:jaÏ*
I
ln
V oou

\J.{,lrffi,V<

Figure 2L zl'aperoxydatlon lipldique et les dlfférentes étapes d'une réactioo 
"o 

shaîne.

(1) : étape d'initiation X. : radical libre

Q): êtaW de propagation

(3) : résonance
(4) : étape de terminaison



tr.2.3. Effets toxiques

I-es composés radicalaires ont la particularité d'initier des réactions en chaîne qui comportent

trois étapes : I'initiation, la propagation et la ærminaison (figure 21). I-es lipides insaturés
sont de bonnes cibles pour ce type de éactions : la peroxydation lipidique perturbant la
fluidité et la perméabilité des membranes conduit à leur désorganisation (Stohs, 1990 ;
Bagchi & Stohs, 1993) ; I'augmentation du calcium intracellulaire qui en résulæ conduit
notamment à l'activation des systèmes calcium-dépendants et à la mort et la destruction

cellulaire (Orrenius et al., 1989) ; la désorganisation de la membrane du réticulum

endoplasmique, composée de 30 à 40Vo de phospholipides, perturbe la coopération enre la

NADPH-cytochrome P-450-réductase et le cytochrome P-450 (Gut er al., L985). La
peroxydation des lipides membranaires peut aussi conduire à la destnrction spécifique de
lhème de certains cytochromes P450 (Levin et aL,l%3 ;lvlori et aI,l99l) et à la liHration

de fer dans le milieu cellulaire. La peroxydation lipidique peut également jouer le rôle de

catalyseur dans le métabolisme des HAP (oxydation des dihydrodiols en

dihydrodiolépoxydes, métabolite.s ultimes mutagènes et poæntiellementcarcinogènes ; Dix &

Marnett, 1984).

Iæs radicaux et les entités oxygénées sont capables d'ataquer les protéines et les

acides nucléiques pour former des adduits ou oxyder des bases. Les adduits aux protéines

conduisent à I'inactivation et la dégradation d'enz5mes. L'altération de I'ADN provoque des
mutations (qui sont fixées si la réparation n'a pas lieu ou est inefficace) qui peuvent eE€ à

I'origine du développement de tumeurs Ghase 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 à la peræ de régulation du calcium et à I'activation des

protéases, mutagenèse et activié promoûice de tumeur ; Stohs, 1990 ; Alsharif er al.,l994b).

Iæ naitement par la 2,3,7,$-rcDD de cellules exprimant le CYPlAl conduit à la formation

d'adduits en position l.I8 de la guanosine (Park et aL,1996). In vitro,le paraquat induit des

aberrations chromosomiquas et des échanges de chromatides soeurs sur des fibroblastes
(Nicotera et al., 1985). Les entités oxygénées en général, et le radical hydroxyle en

particulier, faciliænt la formation d'adduits à IADN par de grosses molécules (Randerath et

aL,L99l)-

La présence de ces éléments réactifs en Eop grande quantité amène un déficit en

molécules piégeuses (déficits en cofacteurs enz5rmatiques, en glutathion (GSH), en

vitamine C...). La consommation excessive de NADPH par le système de défense peut

perûrrber le catabolisrne de molécules endogènes (comme les stéroïdes) ou d'autres processus

physiologiques importants (rewe par Miller et aL,1993).

Toutes ce.s altérations au niveau cellulaire conduisent au vieillissement des cellule.s

(Nohl, 1993 ; Yen et aL, 1994). L'impact de ces réactions dépend de.s cible.s atreintes, de

na-t-v \!('6 
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I'inænsité de I'effet toxique, et des capacités des cellules à réparer ou remplacer les molécules

affectées.

Malgré son intervention dans des processus toxiques, le peroxyde dhydrogène est

capable de limiær la formation de métaboliæs carcinogènes et la production d'entités

oxygénées réactives en inhibant la transcription des gènes CYPIAI etCYPIA2 (rewe par

Barker et al., L994).

II2.4. Le système de défense

Iæ système de défense contre ces entités est composé d'activités enzymatiques et de

molécules qui proêgent les éléments vitaux contre les oxydants en piègeant les radicaux

libres.

II2.4.1. Compæê piégeurs de radicaux libres

Ia solubilité das composé.s piégeun de radicaux [bres détermine leur champ d'action. Ainsi,

les composés liposolubles (vitamine E, provitamine A &carotène) protégeront las acides gras

de la peroxydation lipidique, et les composés hydrosolubles protégeront les protéines et

I'ADN de la formation d'adduits (glutathion, vitamine C).I€"s chélateurs du fer permettent de

lutter congp la production de radicaux hydroxyles (réaction 5). Iæ glutathion joue un rôle clef

darrs la lutte conûe le stress oxydant (figr[e 22): en parallèle avec son rôle dans le système

de détoxication (groupement de conjugaison) le GSH peut agir comme réducteur (il est

régénéré par la glutathion réductase).

II24 2. Ac{ûYitê enzymati ques

AcûvûU @talose

La catalase est une enzyme principalement peroxysomale qui décompose le peroxyde

d'hydrogène (HzOz) en eau et en oxygène (réaction 3). Surtout prûsenæ dans le foie et les

érythrocytes, cette enzyme tétramérique est liée au FerE d'un hème et à une molécule de

NADPH.

Activité ghttdltbn p eroxyilase

Les glutathion peroxydasas sont situées dans le cytosol et la matrice mitochondriale.

En association avec une gluAthion réductase et en présence d'un sysême régénérant de

NADPH, elle permettent la réduction des peroxydes (figure 22). L'acivité glutathion

peroxydase peut etre catalysée par deux enzymes :
- I'activité glutathion peroxydase séléno-dépendanæ (Se-GSH-PX) est capable de

catalyser la réduction des hydroperoxydes organiques et de lhydroperoxyde dhydrogène.

C'est un tétramère dont chaque unité est liée à un atome de sélénium (Stadman, 1983). Elle

est inhibée par le zinc et I'anion superoxyde.
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- l'activité glutattrion peroxydase séléno-indépendante (GSH-PX) a pour substrats les

peroxydes d'acides nucléiques et lipidiques. Cetæ fonction de peroxydase est assurée par les

glutathion,S-transférase.s.

Les glutathion peroxydases ont un rôle clef dans la lutte contre le stress oxydant car

elles agissent sur de faibles concentrations de subsEat (foussaint et aL,1993).

Activité s up e roxy de dis matas e

La superoxyde dismutase (SOD) est une métalloprotéine qui, en association avec le

NADH, dismuæ I'anion superoxyde en peroxyde d'hydrogène selon la réaction (2) déjà

dêctiæ. tr exisæ plusieurs formes de SOD :
- la SOD cytosolique est un dimère de 16 kD par unité, chacune contenant un atome de

zi"c et un atome de cuiwe (Cu-Zn-SOD). Elle peut être inhibée par divers métaux (ou

cyanures) se liant au cuirne. Plusieurs fomes de CvZr-SOD coexistent dans le miligu

extracellulaire.
- la SOD mitochondriale (Mn-SOD) est dimérique ou tétramérique (selon I'es@e), et

comprend un atome de manganèse par unité. Cefe enzyme n'est pas inhitÉe par les cyanures'

mars elle e.st inductible par l'anion zuperoxyde et par des cytokines (chez le.s mammifèrcs). Iæ

caracêre inductible de la SOD monre son importance dans la lu$e antiradicalairc.

Bien que I'on considère souvent la SOD et les GSH-Px comme des en4mes cytosoliques, et

la catalase cornme cybsolique et peroxysomale, ces tois enzymes sont pr4senæs (et actives)

dans le.s peroxysomes (Dhaunsi et a1.,1993).

II3. Les systèmes de défense contre la toxicité des métaux

II3.1. Métabolisme et stockage des métaux

La pénétration des métaux dans I'organisme, leur métabolisme et leur toxicité dépendent

essentiellement de leur spéciation et de la solubilité de leurs dérivés. Par exemple, l'élément

metpurc Hgo est absorbé 10 fois moins viæ et se lie moins fortement aux protéines que le

meleure divalentHg2+.

Læ métabolisme modilie la spéciation et les organes de stockage sont sélectifs des

différente.s formes du métal. La formation d'un complexe [métal-molécule organique]

faciliæ leur absorption, leur transport et leur excrétion (par exemple, élimination du

complexe biliaire du plomb) : le transport est facilité par la complexation avec une

métallothionéine, dont la biosynthèse est induite par le métal lui-même (notamment le

cadmium).

Cependant, si ces protéines pemettent une foræ accumulation de métal sorn une

fotme non toxique, le métal peû etre liMré ulérieurement et exercer sa toxicité (par

exemple, liEration de cadmium dans les urbules rénaux)-
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II.3.2.Interactions avec les autres systèmes de défense

La voie d'entrée principale des métaux est pulmonaire et, comme nous I'avons w,le tractus
rcspiratoire est aussi la voie d'entrée de nombreux polluants métabolisés par le cytochrome
P450 1A1 en métaboliæs carcinogènes. Une étude réalisée in vitro (les métaux sont mis en
pésence de fractions microsomales de ras prétraiés 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
inhibiæurs de I'activité (Asokan et a1.,1985). Iæ cadmium a un effet inhibiteur synergique
avec celui des trois autres métaux. Le poæntiel inhibiæur de ces métaux est lié à leur affinité
pour le cytochrome P-450 (liaison au résidu cystéine, ligand du fer hémique). In vivo,
I'inhalation simultanée de HAP et des métaux cités précédemment augmente la concentration
de.s HAP dans la circulation sanguine, les capacités de métabolisation des HAP étant réduiæs

dans le poumon.

I-e méthyl-mercutre, le plomb et le cadmium sont générateurs de radicaux libres
(Bansal et al., L992) et le chlorure de cadmium peut induire les activités enzymatiques

antioxydantes dans le poumon (Vincent et aI,1989). Le caractère thioloprive de ces métaux
provoque des déficits en glutathion et I'inhibition des enz5rmes dont le fonctionnement
dépend d'un atome de soufrc (par exemple, lia cystéine du site actif des cytochromes P-450).
Le plomb est un inhibiæur de la biosynthèse de I'hème et inhibe la formation des
hémoprotéines, dont font partie las cytochromes P-450 (I{arada et aL,1990).

Iæs effets toxiques dus aux métaux sont le plus souvent observés dans des conditions

expérimentales, avec de fortes doses de sels de métaux administrés à des animaux de

laboratoire. Etant donné I'importance de I'espèce, de I'origine de la souche de I'animal

(sauvage ou de laboratoire) et de la spéciation du métal, il paraît difficile d'établir une

corrélation entre les effets observés dans ces conditions et les doses mesurées chez des
animau)K exposés naturellement, d'autant plus que les métaux sont rarement à l'état de sels
dans l'environnement

II.4. Le système immunitaire

Iæ système immunitaire contribue au maintien de I'intégrité physiologique de lïndividu en

assurant lElimination des matériaux éfangers et des agents infecteux auxquels I'orgarrisme

est exposé. Deux proces$ur assument cette fonction biologique : I'immunité non spécifrque et

l'immunité spécifique. Ce.s deux type.s d'immunité font inærvenir des cellule.s et des molécules

solubles dans les milieux biologiques.

L'immunité non spécifique (ou nanrelle) est innée et ne présente aucune mémoire ou

adaptation aux nouyeaux pathogènes. Elle constifte une première ligne de défense, capable

d'arrêter la plupart des agents pathogènes 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 I'agent infectieux en cause. Lors d'un contact ultérieur avec ce même
antigène, la réponse sera plus rapide grâce à la mémoire de I'immunité spécifique.

Le fonctionnement du système immunitaire étant extrêmement 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 être considérée comme un résumé de

l'ensemble du sysême immunitaire et de son fonctionnemenl Dans une deuxième partie, nous

résumerons les différentes formes de toxicité pouvant être la con$quence d'une exposition à

des polluants.

IL4.1. Le sysême immunitaire des mammilères

En êgle générale, toute cellule (ou ensemble de cellules) étrangère à l'organisme est

considérée comme faisant partie du onon-soio, car elle ne porte pas les récepteurs propres à

I'individu. A I'inverse, les cellules fabriquées par I'organisme sont r€connues comme faisant

partie du 'soio. L'organisme peut également différencier une molécule endogène d'une

molécule exogène.

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

Toutes les cellules du sysême immunitaire sont issues d'une cellule souche hématopoit9tique6,

sinrée dans la moelle osseuse. Ces cellules souches pluripoænæs peuvent donner naissance à

deux lignées : la lignée myéloi'de et la lignée lymphoide (figurc 23).

Les cellules provenant de la lignée myéloide sont réparties dans les tissus mous

(polynucléaires, mastoc5rtes, macrophages) ou dans le sang (monocytes, polynucléaires). Leur

rôle est essentiellement lié à la phagocyose des éléments étrangers. Le sysême lymphoïde e.st

composé de lymphoc)rtes, de cellules accessoires (macrophages, cellules présentatrices de

l'antigène) et parfois de cellule.s épithétiales. L'ensemble de ce.s cellules est réparti dans des

organqs encapsulés ou des tissus lymphoi'des diffus (figurc 2a).

l,a différenciation das lymphocyæs a pour finatité de donner à ces cellules les moyens

de reconnaître des antigènes ou d'autres molécules grâce à I'expression de récepteurs de

surface. Elles acquièrent aussi la capacité de distinguer las antigène.s du osoi" de ceux du
nnon-soio (molécules du complexe majeur dbistocompatibilité, le CMII).

Les lymphocyæs B se différencient dans le foie foetal, puis la moelle osseuse. Il,s ont

pour marqueurs de surface des immunoglobulines (Ig). Différenæs classes dÏg peuvent être

représentées sur la même cellule QgM etlou IgD), mais leur partie variable (spécifique de

l'antigène) est obligatoirement identique snr une même cellule.

6 C'estOe cene cellule souche que dériventous les éléments $nguins (eythrocyta,leucocltes,
plaquenes)
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La différenciation des lymphocytes T se produit dans le thymus et consiste à
sélectionner des cellules spécifiques des ensembles [molécules du CMH-peptides
antigéniquesl. Les lymphocytes T matures portent des récepteurs leur permettant de
reconnaître les antigènes du CMH de classe I et II (respectivement CD8 et CD4). I-es
lymphocyæs T sont porteurs de nombreux autres récepteurs membranaires, que nous ne
détaillerons pas ici.

I-es lymphocytes T et B n'atteignent le stade ærminal de leur différenciation que s'ils
entnent en contact aveÆ un antigène (au niveau das organes et tissus lymphoî'des secondaires)
qui stimule la formation d'un clone sffcifique.

IL4.l2. L'immunité non spécifique

Iæs acteurs de I'immunité naturelle sont variés : les défenses ext€rnes peuvent être physiques
(peau) ou biochimiques Qysozynes, mucus, acidité...), les défenses internes sont cellulaires
(cellules phagocytaires) ou moléculaires (cytokines, système du complément).

Lorsque le revêtement épithélial est franchi, I'antigène (micro-organisme par exemple)
se trouve en présence de cellules phagocytaires (circulantes ou tissulaires) qui capænt les
particules étrangères, les ingèrent et les détnrisent : c'est la phagocytose. Ces cellules agissent
sans sffcificité, mais sont primordiales dans la cooffration avec les cellules de I'immunité

sffcifique (rôle dans la présentation de I'antigène; figure 25).

I-es particules phagocytéas sont englobées dans un phagosome qui peut fusionner avec
le lysosome, vacuole contenant des composants bactéricide.s et des en4mes. La destnrction
des micro-organismes peut se faire par deux grands mécarrismes: a) un sysême moléculaire
indépendant de I'oxygène (acidification de la vacuole et lyse enzSpatique de la membrane),
ou b) un système dépendant de I'oxygène (explosion respiratoire et formation d'entités
oxygénéas éactives).

Certaines cellules phagocytaires Qes cellules présentant I'antigène, CPA) opèrent des
changements structurarx etlou conformationnels de l'antigène, générant das peptides qui sont

alors exprimés à leur surface en association avec des protéines de classe tr du CMH. læur rôle

est primordial dans I'actvation des lymphocytes T, qui ne reconnaissent que des épitopesT

composés de quelques acide.s aminés.

Le.s cellules tueuses NK sont en majorité des grands lymphocytes granulaires qui,

activés par des cytokines etlou des inærférons lysent les cellules cancéreuses ou infectées par

un vinrs, reconnues par leurs altérations membranaircs. Ia lyse des cellules cible.s est facilitê

pax le système du complément (opsonisation et attirance das phagocyte.s).

Iæs cytokines sonl des glycoprotéines généralement produiæs en réponse à une

agression ou une stimulation cellulaire ; elles agissent comme médiateur cellulaire au sein du

système immunitaire et enfie les composants de ce système et d'auEes organes. Produiæs par

7 Un @itope (ol déterminmtantigénique) estrm site de l'antigène sur lequel pant se fixsrm antiærps
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des cellules T des signaux de division et de
différenciation en cellules sécétrices danticorps (CSA) et
en cellules mémoire (Blv|.
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Figure 27 z Les voles de I'immunlté à médiation
cellulaire (selon Rolttet aL,lgg4).Iæs réponses immunes
à médiation cellulaire suivent la présentadon de l,antigène
et I'activation de.s cellules T, connôlée par les lymphocytes
suppresseurs et helper. Certaines cellules élaborent des
Iymphokines et activent les fonctions phagocytaires et
bactéricides des macrophages. Læs cellules T cytotoxiques
sont activées par I'antigène avec I'aide des cellules helper,
lesquelles coopèrent aussi avec les cellules B pour la
production d'anticorps. Ces derniers peuvent armer des
cellules qui expriment des récepteurs Fc (par exemple, les
cellules NK). Les cellules NK agissent sans spécificité
connue.



des leucocytes (macrophages, lymphocyæs) et agissant péférentiellement sur des leucocytes,

elles seront plus spécifiquement appelées interleukines (IL). Les cytokines contrôlent un

grand nombre de processus biologiques æls que la croissance cellulaire ou I'inflammation et
jouent un rôle régulateur important, puisqu'elles interviennent lors de la sélection des

mécanismes effecæurs à I'occasion du premier contact avec le pathogène

IL4.13. L'immunité spécifrque

Les lymphocytes T et B sont les cellules clefs de I'immunité spécifique. L'inærvention des

cellules T nécessite une coopération cellulaire avec des cellules leur présentant I'antigène en
association avec les molécules de classe tr du CMH (figure 26), alors que les cellules B
peuvent reconnaîtne I'antigène sans nécessité de cooffration cellulaire. Iæs lymphocytes T et

B peuvent inæragir par contacts cellulaires ou par le biais de cytokines.

Certains lymphocyæs (cellules mémoires à vie longue) sont capables de garder en

mémoire tout contact avec un antigène, ce qui permet une réponse plus rapide et plus efficace

lors d,rn contact ultérieur avec le même antigène.

L'immunlûâ à mâdiation cehulairc

Iæ lymphocyæ activé prolifèrc et forme un clone sffæifique de I'antigène, ce qui

améliorera la rapidité et I'efficacité de la éponse lors d'un contact ultérieur. tr peut se former

des clones de cellules effectrices (à fonctions "helpern ou cytotoxique) ou de cellules

mémoires (figure 27). I,eÂ cytokines jouent un rôle tès important dans l'activation mutuelle

des deux t)?es de cellules. Le contrôle de l'activation des cellules T est assuré par les

lymphocytes "suppresseurs" Cfs) et "helper" (Th). I€s lymphocyæs Th jouent plusieuæ rôles,

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 à la multiplication des lymphocyæs.

L'înnunité à médiation humoralt

Le contact de l'antigène 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 sécétrices d'anticorps spécifiques de

I'antigène activateur (figure 26). Les anticorps libérés rendront le sysême de lyse plus

efficace (meilleure opsonisation de I'antigène).

Iæs immunoglobulines (ou anticorps) sont des glycoprotéines présenæs dans le sérum

ou les fluides interstitiels, ou ancrées à la surface membranaire des lymphocytes B. tr existe

cinq ctassas d'immunoglobuline.s (IgM, IgG, IgA IgD, IgE) déterminées par la nature de la

chaîne lourde. Toutes le.s Ig sont construites selon le même modèle : deux chaftres lourdes (tI)

identiques et deux chalnes légères (L) identiques, composées de domaines variables (V) et
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Figure 28 : Les réponses anûcorps primaire et secondaire (Roitt et aL, lgg4).
Dans une réponse primaire, I'apparition des IgG est précédée de celle tles IgM. Au cours d\rne
réponse immune typique, les anticorps qui apparaissent à la suite d,une stimulation
antigénique secondaire a) augmentent plus rapidement en concentration et persistent plus
Iongtemps, b) atteignent des taux plus élevés et c) sont constitués essentiellement d,IgG.



constants (C) sont liées entre elles par des ponts disulfures intracaténaires. La p,artie variable

de lïg est spécifique de I'antigène.

Laréponse anlÎcorps

Lors d'une première stimulation antigénique (premier contact entre I'antigène et

l'organisme), on observe une phase de latence sans anticorps déæctables. Puis le titre en

anticorps augmente de façon exponentielle pour atteindre un plateau et redescendre

(catabolisme naturel des anticorps, fixation sur I'antigène et élimination de la circulation). Au

deuxième contact (réponse secondaire), la phase de laænce ast plus courte, le taux maximum

d'anticorps est plus élevé (d'un facæur 100) et I'affinité pour I'antigène est meilleurc.

Lors de la réponse primaire,les premiers anticorps synthétisés sont des IgM, suivis par

des IgG, qui pésentent une meilleure affinité que les IgM. Dans le cadre d'une éponse

secondaire, les IgM apparaissent le.s premiers, mais ils sont rapidement remplacés par las IgG

(figure 28). Les IgM sont donc plutôt marqueu$ d'une éponse primairc récente, voire d'un

début de éponse secondairc alors que les IgG qui gardent un taux élevé pendant une période

rclativement longue sont marqueurs d'une réponse primaire ou secondaire "efficace" (ils

permettÊnt de vérifier I'existence d'une immunisation vis-à-vis d'un antigène particulier).

La réponse anticorps varie selon la nature de I'antigène : les antigènes T-dépendantss

provoquent une réponse plus inænse que les Ag T-indépendants lors d'un premier contâct ;

lors d'une éponse secondaire, les Ag T-indépendants n'induisent que la production dÏgM,

alors que les Ag Tdépendants induisent la production dTgM puis dTgG.

IL4.1.4. Régulation de la réponse immudtaire

L'ensemble de la réponse immunitaire e.st soumis à plusieurs sysêmes de contrôle, qui

peuvent être cellulaires, humoraux ou génétiques. La plupart des acæurs de la stimulation ou

de la réponse immunitaire sont impliqués dans les mécanismes de égulation : les anticorps,

las crTtokines sécétées par les lymphocytes Th et la olérance des antigènes du "soio limiænt

les éactions immunitaires. Iæ système nerveux, qui contrôle la production dtormones, agt

sur les lymphocytes portant des récepæurs à ces hormones (par exemple, immunodépression

due à un s6€$s, PrueE et aL,lW3). Génétiquement, il exisæ des profils de sensibilité à des

infections particulières : lia résistance à certaines bactéries peut eEe transmise de façon

hééditaire. Les gènes concernés p€uvent ête, ou ne pas êre, situés dans le complexe majeur

dtistocompatibilité.

E Néoessitant l'interve,nÉm dÊs lyryhæytÊs T porn acriver la sylthèse d'antioorps s@ifiques.
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1..4.2. Le système immunitaire en action

I mnunité antÎb actérfu nne et antiv iralo

Toutes les bactérie.s n'ont pas le même mécanisme pathogène : elles peuvent exencer

une action oxique seule, une invasion seule, ou associer les deux. La première barrière e.st

physique (peau, muqueuses...) puis entrent en jeu les effecæurs de I'immunité nanrelle. Au

delà" la réponse spécifique est sollicitée et les macrophages sont activés pour leur effet

bactéricide.

En cas d'infection virale, les inærférons sont susceptibles d'éviter I'infection des

cellules hôtes nécessaire à la multiplication des "parasites' que sont les vinrs (on entend par

parasiæ un élément dépendant de la machinerie cellulaire d'un hôæ pour sa propre

multiplication). En cas d'échec, les lymphocytes T ont un rôle antiviral majeur en provoquant

la synthèse d'anticorps et I'activation de cellules cytotoxiques (lymphocytes T cytotoxiques

(fc), cellules NK cellules K). Les éponsas antivirales peuvent être néfasæs à l'hôæ par

formation de complexes immun$ mort des cellulqs infectês (nécroses) et déclenchement de

réactions rutoFimmunes.

Immunité antipuaslrabe

[æs macrophages, les polynucléaires et les plaquettes participnt à la défense de lhôæ

con6e le.s heLninthes et les protozoaires ; les llmph(rcytes, les macrophages et les cytokinqs

sont des effecæurs importants. Les infections par des helminthes sont caractérisées par une

hyperéosinophilie et la synthèse d'IgE. La plupart des parasites sont capables d'induire une

immunssupprqssion comme mécanisme d'échappement (surçharge antigénique par exemple).

Réoctions d' hytp enerailtîMi @ S)

Ce sont des éponses immunitaires inappropriées ou exagérées à I'origine de lésions

tissulaires. Il existe quatne tpes dhypersensibilité qui peuvent êfe dues à des anticorps ou à

de"s cellules.

I€ type I, ou HS immédiate, est liée à une réponse IgE contre des antigènes sans

toxicité propre. I-es mastocyæs sensibilisés par les IgE libèrent des médiateurs qui

déclenchent une réaction aiguë pathologique (allergie).

Iæ type II, caracérisé par une cytotoxicité dépendanæ des anticorps, s'obsele

lorsqu'un anticorps se lie À un antigène celulaire pour induire phagocytose, cytotoxicité de

type K ou lyse cellulaire par activation du complément

L'hypersensibilité de type III ou à complexes immuns, est consécutive à

l'accgmulation de complexes immuns qui n'ont pas pu être éliminés par le système réticulo-

histiocyaire.
Enfin, lhlpersensibilité de type IV, ou HS retardée ou HS cellulairp, est provoquée par

la nondestruction des antigènes phagocytés. tæ.s llmphocyæ.s T produisent des llmphokines
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qui entraînent une réaction inflammatoire. Les HS de rype tV sont rencontrées dans les rejets

de greffe, les allergies de contact....

Lcs maladic s auto -immune s
Le hasard des recombinaisons génétiques étant à I'origine de la variété des récepæurs

des lymphocytes T et B,le système immunitaire doit apprendre à reconnaître les antigènes du
nsoi" 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 être génétique (prédisposition

héréditaire à certaine.s MAI) ou pathogène : les éactions auto-immunes peuvent être elles-

mêmes responsables de lésions caractéristiques de la maladie, mais la maladie peut aussi
provenir d'une autre cause, et les lésions tissulaires entraînent alors I'apparition

d'autoanticorps. Troisième cas : un même facteur provoque à la fois lésions et manifestations

auto-immunes. La présentation d'un antigène exogène peut stimuler une cellule T naïve (qui

nb pas encore renconfé d'antigène) qui peut alors reconnaître cet antigène avec une foræ

atrinité ou, par une réaction croisée, reconnaltre un antigène du soi qui, masqué, nEtait pas

devenu immunogèneg.

Les dêfrLfE immunilalrcs

I-es déficits immunitaires primitifs sont dus à des défauts intrinsèques du sysême
immunitaire et sont pour la plupart d'origine génétique. I-es déficits immunitaires secondaires

sont causés par des facæurs extrinsèques tels que las médicaments, I'iradiation, la

malnutrition ou l'infection. tes immunodéficiences peuvent porter à tous les niveaux du

système immunitaire, Çu'il s'agisse des facteurs humoraux ou cellulaires, de lia réponse

s@ifrque ou non sScifique.

Iwrunité de Srefîe
Les antigènes d'histocompatibilité sont exprimés sur les tissus d'organismes

génétiquement différents et déærminent la compatibilité tissulaire. Codés par des gènas

dhistocompatibilité, ils sont rasponsables d'un rejet plus ou moins rapide, les éactions les

plus vigoureuses étant induites par les alloantigènes codés par les gènes du CMH. Lhôte

éagit contre la greffe, mais le greffon peut aussi réagir contre lhôæ ("graft venius host" :

GVH). Dans les deux cas, les cellules T ont un rôle primordial : les T helper (et leurs

cyûokines) sont nécessaires et suffisants pour provoquer un rejeL

9 Pouvmt induire une réponse inmmitaire
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Immunité antitumoralz

La lutte antitumorale est essentiellement cytotoxique (cellules NK). Elle est favorisée
par linærvention des interférons.

IL4.3. Le système immunitaire : cible de produits toxiques

Comme nous I'avons vu,l'efficacité du système immunitaire est due à une énorme capacité de
prolifération cellulaire et à des interactions intercellulaires directes ou par le biais de
molécules solubles. Mais le système immunitaire est aussi une cible pour les agenB toxiques :
les cas dTmmunosuppression par des polluants chimiques ne sont pas rares en conditions
expérimentales et démontrent la vulnérabilité de ce système de défense (revue par Bhæia &
Kaur, 1993).

La toxicité du sysême immunitaire, ou immunotoxicité, est définie comme une
réponse défavorable du sysême à un xénobiotique se traduisant par une immunosuppression
(altération de la résistance de lhôæ aux maladiqs infectieuses...), des maladie.s auto-immunes
ou des éats dhypersensibilité (allergies ; figure 29). LTnnunotoxicologie est létude de ces
effets défavorables. La cible du produit immunotoxique n'est pas obligatoirement une cellule
ou une molécule spécifique du système immuniaire : par exemple, le stress çhimiqus
provoque une augmentation des teneurs en glucocorticoides qui provoque des
immulesuppressions (Pnren et a1.,1993) et des inæractions directes entre le toxique et le
cerveau Fuvent conduire à des phénomènes d'immunosuppression (Fuchs & Sanders,1994).
Eunt donné l'ampleur du sujet, nous ne mettrons l'accent que sur les immunosuppressions.

IL43.1. Intérêt en toxicologie de I'environnement

Le système immunitaire est un oorgane cible' particulièrement sensible pour deux raisons : a)
les propriétés générales des xénobiotiques (caracêre toxique lié à leur réactivité avec des
macromolécules) et b) I'extrême complexité du sysême en termes de constinrants et de
mécanismes (coopérations cellulaires, molécules solubles, amplification, différenciation,
prolifération, régulation dépendante du système neuroendocrinien...). Les xénobiotiques

immunotoxiques augmentent la sensibilité des individus aux agene infectieux et au

développement de cellules tumorales. Ainsi, même à des doses très inférieure.s à celle.s

entralnant des effets toxiques observables cliniquement ou biochimiquemenq certains
polluants provoquent une dépression du système immunitaire, dont I'inænsité peut être

variable suivant les paramètres étudiés : une énrde comparative des effets provoqués par

plusieurs isomères des heptachlorodibenzofurannes sur la synthèse d'anticorps s@ifiques et
I'induction d'activités monooxygénase.s (EROD, AIIH) chez des souris montre que la DEso est

10 à 36 fois plus faible pour les paramères immunologiquas @ickerson et a1.,1990) ; avec

certains HAP (3-MC et 1,2,5,6-dibenz(a)anthracène), la DE5sest 9 à 18 fois plus faible pour
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la suppression des cellules sécrétrices d'anticorps (PFC) que pour I'induction de I'activité

EROD (Dickerson et aL, t994).

La plupart des études expérientales ont été effectuées sur rongeurs (souris

essentiellement), mais plusieurs cas de contamination humaine accidenælle ont montré que

lhomme éagit d'une façon semblable (rewes par Lusær et al., 1988 ; Vos et al.,1989 ; Dean

et al., 1990). La sensibilité du sysême cible et les répercussions potentielles de son

dysfonctionnement font donc de l'immunotoxicologie un domaine particulièrement intéressant

en toxicologie environnementale (Kimber, 1991).

I-es mécanismes paf, lesquels les xénobiotiques sont immunotoxiques sont assez bien

connus. Nous distinguerons ici trois catégories de polluants environnementaux : les HAP,les

HAPH et les métaur A notre connaissance, les effets immunotoxiques chez les mammifères

n'ont été observés que dans des conditons expérimentales, mais le développement de

maladies liées à une immunodépression a êtÉ mis en évidence chez des poissons vivant dans

une zone polluée (rewe par Vos et aL, 1989) et des rats musqué.s vivant dans une zone

contaminée par de.s HAP présentent davantage d'infections parasiaires que les rats musqués

vivant dans une zone non contaminée (Halbroock et aL,193).

IL4.32. Immunotoxicité des HAP et des HAPH

Méæntsmos

I-es HAP et les HAPH sont ubiquistes dans I'environnement et ont un mécanisme de

toxicité commun : la plupart des molécules de ce type ont une conformation plane qui permet

à ces composés d'être reconnus par le écepæurAtr. Iæs effets toxiques des HAP et des HAPH

éant liés à leur métabolisation par les monooxygénases à cytochrome P450, il faut s'attendre

à ce que toutes les cellules pouryues de ce système de détoxication puissent être la cible de

ce.s toxique.s (figure 30). Or, beaucoup de cellules autres que les hépatocyæs possèdent ce

sysême et notamment les cellules du sysême immunitaire (lymphocyæs, monoc5rtes,

macrophages, cellules de Ïépithélium thymique ; Lorr et aL,1992; De Heer et al.,199,4;

D'Souza et aI, L994 i Germolec et oL,1995).

Plusieurs auteurs sa[ mis en évidence le rôle central de I'activation métabolique dans

le développement de propriétâs carcinogènes et immunotoxiques des métaboliæs : certaines

molécules sont carcinogènes et immunotoxiques (B(a)P), alors que d'auEes molécules de

même formule mais de configuration différente (B(e)P ; faible affinité pour le récepæurAh)

ne sont ni carcinogènes, ni immunotoxiques (rewe par Ward et d.,1985 ; Hardin et al.,

1992 ; Lusær et al,l9?Àr.

La liaison entre le ÉcepæurAft et les hydrocarbures aromatiques chlorts, responsable

de lTnduction des gènas CYP1À dépend du degé de chloration et de la position des atomes

de chlore. La relation qui exisæ entne l'immunotoxicité et l'activation des CYPIA est bien

éablie : nne étude comparant I'activation de ces enzymes de métabolisation et la réponse
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humorale de souris exposées à différents isomères dheptachlorodibenzofurannes, montre que

les molécules tétrasubstituées en positions 2,3,'1,8 sont plus nefficaces" que celles ayant

seulement 3 substitutions latérales (Dickerson et a1.,190). Cetæ conformation est celle qui a

la meilleure affinité pour le récepæur Ah et I'immunosuppression est dépendanæ de cetæ

étape. Un PCB de foræ affinité pour le récepteur Aà est immunotoxique chez les souris

portant I'allèle Aftb, alors que dans les souris Ahd,il perd son immunotoxicité (Silkworth et

aL,1984; Kerkvliet et a1.,1990 ; Bandiera et al.,1982, cité par Tryphonas,1994). Certains

HAP peuvent également perturber le fonctionnement du sysême immunitaire par des

mécanismes épigénétiques en altérant la fonction de cellules ûrmoricides, ce qui faciliæ le

développment de cellule.s transformées (métastasas ; Baldwin 1973, crrtÉ par Ward, 1985).

Chez ceftaines espèces de souris, les PCB augmentent le niveau de glucocorticoides, qui ont

un effet immunosuppresseur (rewe par Pruen et aJ.,1993).

Effee bnmunobxlques

La réponse humorale est la fonction du système immunitaire la plus sensible aux

HAPH chez les rongeurs et le.s primate.s (rernre par Tryphonas, 1994). La æchnique la plus

employée pour metre cette inhibition en évidence est la quantification des cellules

productricas d'anticorps (Plage Forming Cell : PFC) dirigés contrre des globules rouges de

mouton (Sheep Red Blood Cells : SRBC).

La2,3,7,$-TCDD, congénère le plus oxique des dioxines, est particulièrement active

dans les cellules épithéliales du thymus riches en écepæur Ah (nt et souris), dont elle

provoque I'atrophie et nne déplétion lymphocyairc (De Heer et al.,1994); la répartition des

sous-populations lymphocytaires est modifiée (Kerkvliet & Brauner, 1990) à très faibles

dose.s (dose unique de 10 ndkg ou exposition long tenne à 0,3 ng/kg ; Esser, L994). L'action

de la 2,3,7,8-TCDD sur la éponse humorale varie selon I'es$ce utilisée : elle inhibe la

production d'anticorps anti-SBRC chez la souris (DBo : O,7 ltglkg), mais pas chez le rat,

même à nne dose de 30 pdkg (Hanson & Smialowica 1994; Smialowicz et aL,1994).1-e

thymus et la raæ peuyent être afophié.s, mais ces effets sont variables suivant les espèces

utilisées. La proliférationinvitro de certaines sous-populations de lymphocytes T est altâée.

L'activité macrophagique est réduiæ,la résistance aux virus est diminuée, et la sensibilité arrx

endooxine.s bactériennes est augmentée.

Iæs dibenzofurannes chloés proyoquent le même type de perturbations avec une

inænsité variable (selon la position et le nombrc de substitutions ; Dickerson et aL,1990). I€

traitement combiné de souris par de la 2,3,7,t-TCDD (1 ttg/kg) et de"s inducteurs de CYPIA

(&naphtoflavone, 3-MC) conduit à l'additiyité des effets immunotoxique.s des deux composés

(PFC et prolifération in vito par mitogènes) ; la coadministmtion de 2,3,7,8-TCDD et de

phénobarbital (inducæur de CYP2B) ne modifie pas les effes observés avec la TCDD seule.

Avec une dose unique de I pglkg,lL23J,$-TCDD n'inhibe pas I'activité NK (Vecchi et aL,

1986).
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Les PCB causent de sévères suppressions de la réponse humorale (revue par

Tryphonas , I994).Iæs congénères coplanaires sont les plus toxiques (Davis & Safe, 1990) et

leur immunotoxicité augmente avec leur degré de chloration. Cependant, certains congénèras

ont des propriétés immunotoxiques, bien qu'ils ne soient pas des ligands du récepæur Ah.Ce

mécanisme pourrait êre lié à la production des entités réactives lors du métabolisme des PCB

en formes quinoniques. La plupart des congénères ont des effets immunotoxiques additifs

avec ceux de1a2,3,7,8-TCDD (3J nmol&g), mais les congénères #108 et #159 (congénères

mono-ortho-substinaés, ayec 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

primaæs ont montré que leur sysême immunitaire est sensible aux PCB, même à de faibles

concenEations.

I€s HAP sonteux aussi immunotoxiques après leur métabolisation paf, les monooxygénases à

cytochrome P-450. Le B(a)P, bien connu pour sa carcinogénicité, exerre une action

immunotorxique en inhibant la lymphopoïè.se des lymphocyæs B (Hardin et aI,1992), ce qui

entraftre une suppression de la réponse anticorps. D'autres HAP, comme le 3-MC ou le

diméthylbenz(a)anthracène sont également inhi[ilsurs de la réponse anticorps, mais ils

diminue6 aussi les réactions de rejet de greffe etlou les fonctions de cytotoxicité NK (revues

par Ward et a1.,1985 ; Lusær et aL,1987).

Les hydrocarbures aromatiques simples, comme le benzène, ont un pouvoir

immunotoxique (sur les cellules mitotiques de la moelle osseuse et las lymphocytes) mais leur

métabolisation étant tràs rapide (70 % d'une dose unique de 880 mg/kg disparaissent en 8

heures chez la souris), les effets disparaissent rapidement Cet êtat de fait doit être pris en

compte si des biomarqueurs immunslegiques (ou biochimiques) sont utilisés pour la mise en

évidence d'une exposition à du benzène par exemple (McMurry et al,199l).

IL433. Immunotoxicité des métaux lourds

Iæs métagx lourds, notamment le plomb, le mercure et le cadmium, soltt toxiques pour le

sysême immunitairc : ils peuvent êæ immunosuppresseurs ou immunostimulaæurs, selon la

dose, lra voie, lia durée d'exposition et I'es@ce de I'individu exposé (revues par Lvsær et al.

1987 et 7æli&;otr et aL,1994).

Le, plomb (sous forme de sels ou de composés organiques) est un immunosuppresseur

aFssant sur les rÉponses humorales et cellulaireg diminuant la ré.sistance de lhôæ contre les

agents infectieux et le développement de tumeurs. Le plomb inhibe la fonction de

présentation de l'antigène par les macrophages, ce qui empêche I'activation das lymphocyæ.s

T et la liMration de leur cytokines. Il semblerait que cette inhibition soit liée à une

modification des molécules du CMH de classe tr, indispensables pour qu'il existe une

coopération physique entre les deux type.s de cellules (revue par Exon et aL,1987).
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I-e cadmiu,?, a une action cytotoxique sur les cellules spléniques, et inhibitrice de la

réponse humorale primaire (I{rzystiniak et a1.,1987). Ce métal inhibe la réponse cytotoxique

NK chez lhomme (Cifone et a1.,1991). Dans I'environnement, I'exposition à des mélanges de

plomb et de cadmium est courante et il a été montré expérimentalement que ces deux métaux

agissent en synergie pour inhiber la production des macrophages de la moelle osseup.

Iæ mercure a les même.s effets et serait en plus à I'origine de réactions auto-immune.s
(Lawrence, 1985 cité par Tnhkoff,1994). Le plomb et le mercurc sont capables d'augmenter

la réponse humorale (production d'anticorps) ou de diminuer I'immunité à médiation

cellulaire. Iæ chlorure de mercure diminue la prolifémtion des cellules T in vitro (Dieær et

al.,1983) et I'activité NK ; le méthyl mercure inhibe I'activité NK mais I'action de ce produit

sur la prolifération des lymphocyte.s est sujet à contoverse (Nakaauru et al. l9E5; Ilblick,

1991).

Iæ nickel inhibe I'activité des cellules NK (Smialowicz et al., 1987) et peut êfre,

comme le chrome, responsable d'allergies de contact; le mercure, I'or et le lithium peuvent

provoquer des maladies auto-immunes.

IL4.4. Stratégies et néthodes d'études en immunotoxicologie

L4.4.1. Stratégies de détection d'effets lmmunoûoxiques

Le, Natiorul Tortcobgy Progran (NTP) a dévelopff et validé une sratégie en deux étapes

appliquée à l'énrde immunotoxicologique de molécules chimiques chez la souris (tableau I ;

Luster et aL,1988 ; Luster et al.,l992z).Iæs tests rctenus dans la batterie sont des æsts qui se

sont montrés efficaces dans la mise en évidence de déficiences imm"nitaires primaires ou

secondaires, chez des animau:r de laboratoire ou des humains. La validation de ces tests de tri

tient compte de leur sensibilité et de leur effrcacité à détecær des altérations immunologiques

subtiles, susceptiblas de donner lieu à des pathologies d'immunodéficience secondaire.

La première étape regroupe un nombre linité de æsts fonctionnels simples qui

explorent toutes les voie.s de l'immunité : immunité à médiations cellulaire et humorale,

immulspathologie et immunité non s@ifique. Ces tests fournissent peu d'informations sur le

6lsanisme de I'action immunotoxique, mais permettent de déceler toute altération provoquée

par un produit chimique et d'orienter le choix des modèles d'infection dans l,a deuxième étape

(Lusær et a1.,1988).

La deuième étape est effecurée si de.s altérations fonctionnelles ont été misss en

évidence lors des te.sts de la première étape, avec des doses nbntralnant pas d'effet toxique

apparent (diminution du poids corporel par exemple). t"es invastigations concernent la CIvII,

I'HMI, I'immunité non spécifique et la résistance de l'hôæ à diverse.s infections et au

développement de tumeurs ; elles fournissent des informations sur le mécanisme

immunetoxique et aident à caractériser la nature de l'effer
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Tableau 8 : Batterle de tests pour la détectlon d'altératlons lmmunitaires consécutlves à

l'exposltlon de rongeurs4 à des produits chlmiques Industrlels ou à des médlcaments (d'après

Luster et aL, 19EE et l992a).

Paramètre Procédure
Première étape
hntngtopdltologic Hématologie : numérafion etformule sanguine

Pesée : oorps, mte, thlmuc rei4 foie

Ce[ularité: rate' mælle osseup
Ilistologie des organes lympholdes

btttrwnité à ntédiation hunnralc Numération des cellules fcmant plages (PFC) à IgM anti

antigène Tdépe,ndant (SRB C)
Blastogenèse des lynphocyres B induiæparle

tipopolysacc.naide (tPS)

Inmwitéàtnédiationcellulaire BlasbgenàsedeslymSocyæsT:

:lffiJhii",uLR)
Iwnwité non soécifroue Arfiryitêdæcnllulæ\tK
Ilerdème étape
hnrutupdltobSfu Quantificati@ des lpphocytes T et B spléniques (marqueurs de

surfaoe)
hwrunitéùtttédiationlu'noralz Nrmérationd6PFcàIgcanti-SRBC'
hwunité àntédiation celluhire Cltolyse pr des lyn$ocytes T cytooxiques (CIL)

Répmse dhnersensibilité rcmdée (DIR)

Inurunité rcn Wécifique Fwfionnacmphagique, quantificatim des cellules périOnéales
résidenæ.1 ætiviÉ pbagocYtatuef

Modètcs dc résistarce dc Yhôt4 Cellules umtrales s]ngéniqu€s
Sacæ II[86 (incidence de umeur)
Mélmme 81tr10 (qumtité de nodules pulmonaires)

Modèles bactûiens
liswia nonæyngercs (mortidité)
Strepac occts (noùidité)

Modèb Yiral
Influenza (noôidité)

Modèbpmsitale
Plary-4ltnYoelii(wasÎÊnne\

a Csne batleris ds tctÉ8 I été déveloE ée on des souris B6C3FI
â Co testn'estltos bujours etrecûré
c Tost t€thé de la bamerie €n 1992
d Ssulo un ou èux modèles soil testés Pour charye proùtttchinlçe

I,3 baisse de la résisance de ltôte arx infections implique de nombrerx mécanismes

cellulaires et subcellulaires : communication entre cellules, altération de I'expression de

moléculqs constiurtiyes, apparition de néoantigènes, modulation du signal de transduction

eflou altération de facteurs de ranscription. La réponse cellulairc dépend principalement des

macrophages et des lymphocyæs T helper Cfhl), productours dTI2. Si la production de ces

cellules est bloquée, la réponse sera très fortement ralentie, puisque la coopération
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macrophage-lymphocyte sera très faible. Il n'est pas utile d'utiliser tous les modèles de

ésisUnce de I'hôæ à I'infection : généralcment, deux modèles sont choisis en fonction des

informations fournies par les tests fonctonnels de la première étape. Par exemple, si les

produits æstés provoquent une altération de la fonction des lymphocytes T, le modèle

bactérien Listeria monocytogenes (bactÉrie intracellulafue) ou le modèle tumoral PYB6 sera

choisi ; si le produit a des effets lorsqu'il est administré par voie pulmonaire, les modèles

Influenza (viral) ou B16F10 (développement de tumeurs pulmonaires) seront préconisés.

En Europe, un système semblable a été mis en place par le NIPHEP (National Instituæ

of Public Health and Environmental Protection, Pays-Bas). Iæs æsts sélectionnés et leur

répartition dans les deux étapes ne sont pas rigoureusement identiquas au modèle préconisé

par le NTP mais le principe d'une méthodologie en deux étapes est conservé (Vos et al.,

1989 ; Vos & Van LoverBn,1994).

IL4.4Z Tests recommandê par le NIP

Etape de tt

Iæs investigations immunopathologiques faisant partie de la première étape de tri sont

des paramètras généraux des organes lymphoi'des et du sysême sanguin qui permeuent de

déceler une anomalie cellulaire (déplétion par exemple). Lhistologie du thymlrs, do la raæ et

des ganglions lymphoi'des, le poids de la raæ et du thymus, la numération et la formule

sanguine et la cellularité de la rafe et de la moelle osssuse sont des æsts qui peuvent eEe

incorporés en histopathologie de routine. Lhistopathologie des organes lymphoides, en

association avec une modification du poids de la raæ etlou du thynus, ou de la cellularité de

la rate, lnrmet de détecær un effet immunomodulaæur (Schuurman et 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 sffcifiques, maf,quage immunologique, cyométrie

de flux).

La capacité de réponse humorale peut erc énrdiée par deu tlpe.s de tesB : lia mesurc

de la éponse anticorps et la capacité dqs lymphocytes B à prolifércr in vitro: la réponse

anticorps primaire aux globules rouges de mouton est très sensibles à de nombreux produits

chimiques et la technique des PFC est couramment utilisée. La éponse à cet antigène T-

dépendant nécessiæ une cooSration enEe macrophages,lymphocyæs T et lymphocytes B. Ce

test peut donc déæcær les altérations fonctionnelle.s à tous les niveaux (activation,

différenciation, prolifération. . . ).
La prolifération des lymphocyæ.s B est une des étapes clefs du développement d'une

réponse immunitaire humorale qui put êne suivie in vitro par I'incorporation de thymidine

tririée dans I'ADN de lymphocyæs B stimulés par du LPS (hpopolysaccharide bactérien).

Cependant, le.s résultats de ce æst ne sont pas toujours corrélés à la réponse anticorps, car la

mitogenèse 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 à
médiation cellulaire dans l'étape de tri : la prolifération des cellules T sous I'action d'une
lectine mitogène, la concanavaline A (ConA) etlou la phytohémagglutinine (PHA). Le
principe de la mesure est le même que pour les lymphoproliférations au LPS (incorporation

de Pfil thymidine) ; la sensibilitÉ, de détection dépend de la concentration du mitogène, qui

derna donc toujours être optimale.

La réponse lymphocytaire mixte (MLR : 'Mixed Lymphocyæ Responsen) qui est un
æst particulièrement sensible aux immunosuppressions chimiques. Il consiste à mesurer la
prolifération des lymphocyæs spléniques lors d'un contact avec des cellules allogéniques
(d'un individu de même espèce), par incorporation de thymidine tritiée. tr est péférable

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 vito ne sont pas très sensibles, mais ils ont

I'avantage de se pratiquer dans des conditions semblables à celles du te.st de prolifération des

lymphocytes B, et ne repésentent pas une surcharge de travail imporunæ par rapport à ce

test.

L'immunité non s@ifrque peut êre explorée en mesurant I'activité des cellules NK
qui ont une activité cytotoxique naturelle contre les cellules tumorales (inhibition de la

croissance et de la dissémination métastasique) et certains agents infectieux. Leur activité NK

e.st évaluée en me$uant la quantité de slCr relarguée par des cellules cibles Qymphome murin

YAC-I, par exemple). L'activité des cellules NK est indépendanæ des voies de l'immunité

spécifique et ces cellules sont les cible.s spécifiques d'un certain nombre de produits

chimiques (Lusær et a1.,1987).

Etape de comprôhorcbn et d'éveluation de b réslstance de l'hôu

La quantilication des sous-populations spléniques de lymphocytes T et B renseigne sur

la spécifrcité 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 eEe

recherchés ; le rapport CD[:CD8 est un paramètre souvent utilisé.

La capacité de réponse humorale secondaire peut être évaluée par un test de plages de

lyse à IgG, mais ce test n'est pas réalisé systématiquemenl [.es tests portant sur I'immunité

cellulaire renseignent sur la fonction cellulaire effectrice atteinte. L'interaction de

lymphocyæs T avec des cellules tumorales ou allogéniques induit la synthèse dTLz et de ses

récepteurs, ce qui provoque le développement de lymphocyæs Tc. La genèse des lymphocytes

Tc est mesurée in vitro à I'aide d'une lignée de cellules tumorales cibles. La réponse à

médiation cellulaire peut être estimée in vivo, grâce la réaction dhypersensibilité rctardée
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("Delayed Hypersensivity Response" : DHR) à la KLH10, qui dépend de toutes les étapes de

la CMI : reconnaissance et digestion de I'antigène, blastogenèse et prolifération, migration des

cellules T mémoires sur le siæ de l'inflammation, production et libération de médiaæurs

inllanmatoires et de lymphokines. Ce te.st est plus sensible chez lhomme que chez la souris.

La numération et la capacité fonctionnelle des macrophages péritonéaux résidents

(inmunité non s$cifique) sont assez peu sensibles et ont été supprimés de la batterie de æsts

de deuxième étape en1992.

La diminution de la résistance de I'hôæ à des agents infectieux ou à des cellules

tumorales permet d'évaluer invivo le.s effets immunotoxiques réels du produit testé. L'agent

infectieux ou les cellules nrmorales sont administrés une première fois aux souris à des doses

faible @LtOgO ou DT1ç3011 respectivement). Une seconde administration à doses plus

élevée.s (DI t0 AO ou DT6p69) permet de définir si le traiæment des animaux avait permis leur

immunisation vis-à-vis de I'agent pathogène. I-es modèles utilisés sont bactériens, hrmoraux,

parasitaires ou viraux (tableau 8).

SensibilW etperfornwrce des usæ

Une cinqù4ltnins de produits ont été testés suivant ces protocoles et les données

obtenues ont été traitées dans le but de déærminer quels sont les æsts les plus sensibles et

donnant la meilleure concordancel2 (Luster et a1.,1993 ; Luster et al., 1994a). Si l'on

considère les tests individuellement, seulement deux tests sont prédictifs d'effets

immunotoxiquesl3 : la éponse anticorps primairc aux globules rouges de mouton et les sous-

populations lymphocytaires (re.spectivement, 78 et83% de concordance ; la combinaison de

derx tests anéliore la concordance. L'association des tests PFC et CIL permet d'obtenir une

prédiction dqs effets immunotoxiquas de lW%; les tests associés à la quantilication des PFC,

à la DHR ou aux marqueurs de surface donnent les meilleurs degnâs de concordance (fryure

31 ; Lusær et al., 1992a). Les auteurs ont également établi que 8t% des composés

irnmunotoxiques testés sont carcinogène.s (P = 0,019).

Une altération importante d'un seul composant du sysême immunitaire ou

l'accgmulation d'altérations de moindre importance sur plusieurs composants peut conduire à

la baisse de résistance de lhôæ : la concordance des tesB avec la résisunce de lhôte aux

infections a également été évaluée : quelquas tesB peuvent prédirc une $sceptibitité accrue

anx infectioilr avec une concordance suffrieure ù707o (PFC, DHR, maryueurs de surface,

cellularité de la rate...), alors que d'autæs sont d'assez mauvais indicateurs (réponse au LPS,

numération des lymphocyæs ; figure 32 ; Lusær et aL,l99l2b).Ia combinaison de.s différents

lone,ynorc tm uryet ltæyæin (Ag T{épendæt)
llDosetnuigère
12 Cmbinaison de la spécificité et de la sensibililé ds claque t€st (s€Nsibilité : le t6t est positif €Û il y a
rn effet inmrmooxiquê (+/+) ; WCOfciæ : le t€st est néguif et il n'y a pas d'etret imrnooxique(-/).
13 Une r@onse inrmrmonxique positive est définie pr Lrsær a aL (1992b) otllllne me relation dose'
rÉponse 0æ derx plrs fqtqs doses doivent provoqler_des modifrcatims siqifrgtiveq Pd),Q) dens au
màins rm dqs tests-ou I'altération signincative (p<0,0t du r€sultat de an moins deux tests différenS.
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tests avec les PFC, les marqueurs de surface ou la DHR 1rcrmet d'obænir une concordance

nettement supérieure à la combinaison d'autres test, à I'exception de la combinaison cellules

NK-CTL (83%).

En conclusion:
- il exisæ une bonne corrélation entre les effets immunotoxiques et I'altération de la

résistance de I'hôte : 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 lhôæ soit altérée,
- aucun test individuel ne suffit à prédire une altération de la résistance, mais de

nombrcux tests sont de bons indicaæurs et leur combinaison améliore fortement leur aptitude

de pédiction,
- si I'on considère que la population humaine est constâmment soumi.se à un certain

nombre dTnfections, il est probable qu'une altération de la fonction immunitaire par un

produit immunotoxique affecte la capacité de ésisunce des individus à ces infections. Cela a

été démontré exffrimentalement, mais une démonsration clinique s'avère difficile,

- la majorité des relations entre les fonctions immunitaires et la résistance de lhôte

sont corrélées de façon linéaire (avec de faibles doses de cyclophosphamide ; Lust€r et aL,

194b).

Applfu:aùrn au rat

Pendant de nombreuses années, I'espèce de choix en immunotoxicologie a été la

souris. Aujourdhui, le rat est considéré comme un modèle d'autant plus intérassant qu'il est

utilisé pour les études toxicologique.s de routine et de nombreux produits spécifiques du rat

(cytokines, anticorps) sont maintenant disponibles sru le marché. La plupart de.s æsts validés

sur les souris ont donc été adaptés sur les rats par les laboratoires américains et euroffens

(Exon et aL,1990 ; I.ang et aL, 1993; Vos & Van Loveren, 1994; Yang et al., 1994).

McMurry et al. (1991, 1995) ont montré que différents biomarqueurs

d'immunotoxicité étaient applicables à des rats sauvages (Sigrnodon hispidas) piégés in siu

ou élevés en laboratoire et préconisent leur emploi dans la surveillance de lbnvironnemenl

Appfucaûttn àl'homne

LEvaluation de l'immunotoxicité est relativement aisée chez les animaux, mais il est

difficile d'extrapoler ces résultats à lhomme. L'évaluation des effets immunotoxiques chez

lbomme est délicate, du fait que le.s techniques invasives et les infections provoquées ne

peuvent être employées. Vos & Van Loveren (1995) ont développé une batærie de te.sb

réalisables chez l'homme, basée sur des paramètras non invasifs (dosage dÏg sériques,

numération et formule sanguine, sous-populations lpphocytaires, réaction dhlpersensibilité

de contact, mesur€ de marqueurs de I'infiammation, dosage d'autoanticorps...). t€s ésultats

obtenus sur I'homme et l'animal peuvent se compléær fla similarité ou la différence de
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certains ésultats peuvent renseigner sur d'évennrels effets sur la résistance de lhôæ, par

exemple). Iæ développement de æchniques non invasives pourrait profrter à certaines aspècas

de mammifère.s particulièrement précieusas.

III. SURvEILLANCE BIOLOGIQUE DE LIENYIRONNEMENT 3 ANIMAUX

SEiTITINELLES, BIOMARQIIEURS ET BIOESSAIS

L'étude de la pollution environnementale est compliquée du rait a) des inæractions qui

exisænt entre le milieu et le polluant et b) de la multipticité das pollutions. Il est narement

possible de faire I'analyse de tous les polluants pésents dans le sol, I'eau, les sédiments ou

I'amosphère mais la connaissance du niveau de contamination des écosystèmes est

nécessaire, bien quï ne sufrise pas à évaluer I'impact d'un polluant sur I'environnemenL En

effet, rien ne prouve que les teneurs en polluants déæctées dans le milieu soient suffisantes

pour provoquer un dysfonctionnement biologique décelable. D'auhe 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 ête pris en considération polr évaluer I'impact d'une

pollution en sihration éelle (McBee & Bickham, 1990).

La surveillance biologique de I'environnement par des indicaæurs biologiques

anim4gl est destinée à compléær les informations obtenues par des techniques analytiques.

Elle est basée sur I'usage de deux outils : lqs indicaæurs biologiques de bioaccumulation et les

indicateurs biologiques dbffets. Par des critères différents, ces organismes informent sur le.s

milieux dans lesquels ils vivent (O'Brien et oL,1993) :
- la capacité des espècas bioaccumularicas àpouvoirconcenter des polluants présens

à de tès faibles concentrations dans le milieu permet de suivre le niveau de pollution de leur

environnemenl Dans le milieu aquatique, certains mollusques (moules), invertébrés et

poissons sont utilisês à cetæ fin. En milieu tenesEe le.s invertébrés sont les plus utilisés, mais

les oisearx ou les mammilères peuvent également concentrer certains polluants dans leurs

phanères (métaux lourds dans le plumage,les bois de Cervidés,les dents ou les os) ou d'auûes

tissus.
- les indicateurs d'effet biologique peuvent être séparés en deux catégorias : les

indicateurs d'effets écologiques et les indicateurs dbffets toxiques. Un indicaæur écologique

est une population ou un ensemble de populæions qui, par ses caractéristiques qualitatives

eUou quantitatives, témoigne de l'état d'un écosysême et qui, par das variations de ses

caractéristiques, pennet de détecær dEventuelles modifications de ce sysême. De tels

indicaæurs pennettent la mise en évidence de l'impact d'une pollution sur les différentes

populations formant la biocénose (taille, stmcture, répartition des populations). Les

indicateurs toxicologiques font appel à différente.s méthodes d'investigations, telles que
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biologie, biochimie, physiologie, cytologie.... Ils sont liés à de.s biomarqueurs d'exposition

ou d'effets toxiquas au niveau de I'individu et peuvent être utilisés comme systèmes d'alarme

précoces d'une contamination dont les effets peuvent encore être réversibles (systèmes

d'animaux sentinelles). La mise en évidence de tels effets n'est qu'une présomption d'effets

défavorables, mais I'impact sur les populations sera ressenti si les effets se propagent dans les

niveaux supérieurs.

III.1. Les systèmes dranimaux sentinelles

IILl.l. Définitions

Un système d'animaux sentinelles est défini comme nun dispositif destiné à collecter,

systématiquement et régulièrement, des données sur des animaux exposés à la pollution

environnementale, cès donnée.s étant ensuiæ analysées pour identifier les dangers poæntiels

pour la santé de lhomme et de I'environnement' (National Re.sealch Council, 1991). I^es

notions de pévision (d'une maladie, d'un désordre physiologique, voire d'une mortalité) et de

signal d'alarme complèænt cefte définition (McBee & Biclùam, 1990 ; Rothwell et aL,1991).

Un système d'anim4g1 sentinelles au sens strict concerne des données obtenues sur

une population vivant dans des conditioilr natur€lles sur le site pollué. Cependant, des

variantes expérimentales portant sur le traiæment des animaux collectés peuvent être

envisagées : prélèvements ou mesures de paramètres non invasifs et relâchement des

animaux, ou sacrilice dans un délai plus ou moins long apês la capture. Ce type d'énrde est

donc davantage de nahue épidémiologique qu'ex$rimentale, mais il est possible de se placer

entre ces deux extrêmes en jouant sur le caractèrc plus ou moins nsauvageo de I'espèce

animale ou plus ou moins 'pur" du produit (Rivière, 193). Ainsi, I'exposition d'animaux

encagés h siu peut être pratiquée dans le milieu terrestr (encagement de canpagnols, Maly,

1984 ; Dickerson et al., 1994) même si cetæ méthode est surtout pratiquée en milieu

aquatique. Iæs animaux peuvent être exposés à de.s échantillom provenant du siæ pollué :

ajout dbffluents à I'eau de l'aquarium (poisson, daphnias), ingestion de petites quantitâs de

matériaux bruts par des rats (sol, cendres, lixiviats ou exEaits organiques), mélange das

natériaux bnrts à la litière (ver de teûe, rats) ; on paderaalors de bioqssai.

ml.2. Criêres de sélection d'une espèce appropriée

[,çs anim4sa sentinelles peuvent appart€nir à plusieurs groupqs zoologiques : inverébrés

terestrcs ou aquatiques, oiseaux, poissons, enimasl domestiques et petits mammifères ont

déjà été utilMs à cetæ fin. Sur le plan évolutif, les mammiêres sont les plus proches de

lhomme et sont de bons candidats à la sunreillance des écosysêmes.t€n€strqs. Une bonne

es@ sentinelle doit remplir plusieurs conditions (National Research Council" 1991) :
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- pré.sence de I'espèce dans la zone polluée,
- possibilité de capture facile : les carnpagnes de capture doivent être brèves, mais les

effectifs doivent être suffisants pour pennettre une exploitation statistique des résultats,
- densité de population suffisante pour permettre des prélèvements 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 permetue les exarnens biologiques et biochimiques

nécessaires, notamment lorsque ceux-ci sont effecnrés sur des organes,
- les voies dbxposition déærminées par lhabitat et la position dans la chaîne rophique

doivent êûe connues,
- possibilité de disposer d'animaux témoins. [æ.s animaux témoins sont un élément

fondamental du dispositif ; ils ne doivent pas être exposés à une pollution, ou tout au moins

présenter un niveau de contamination suffisamment bas pour être considéré comme

négligeable. L'utilisatisa d'4nim4g1de la même espèce, maintenus dans des conditions semi-
naturelles au laboratoire peut être envisagée, mais la semi-captivité peut influencer des

variables physiologiques.

m13. Avantages et limites des dispositifs d'animaux sentinelles

Les études baséqs sur des systèmes d'animaux sentinelles complèænt le.s résultats analytiques,

les essais d'écooxicité classiques, les études épidémiologrques humaines ou les études éco-

épidémiologiques (Kendall et aJ.,1990). Par rapport aux tests classiques de toxicité, ces

étude.s présentent I'avantage dêtre pratiquéas dans des conditions réalistes en termes de mode

d'exposition et de dose, ce qui leur permet de renseigner sur les voies d'exposition pour les

différentes espèces, dont I'homme. Iæs animaux sentinelles sont de bons systèmes d'alarme

d'une pernrrbation de leur environnemenl Ils permettent aussi d'évaluer l'efficacité d'une

mesure de dépollution, de suinre l'évolution de la pollution et d'établir des corrélations enue

les effets toxiques observés et des variables physiologiques ou de.s variables temporelles à

court terme (variations diurnes, saisonnière"s...) ; un suivi à long terme pourra élucider les

tendances et les évolutions de la éponse au cours du temps (Ma et Harris, 1985 ; National

Research Council, 1991). La comparaison de plusieurs modèles in sin basés sur l'énrde de

sitas pollués et non pollués permet d'établir des niveaux de base correspondant aux deux types

de sites (McBee &Biclùam, 19m).

Ia courte est'rance de vie de certains animaux comparée à celle de I'homme (les

petiæ mammifèrps notarnment) permet de considérer les effets toxiques sur le cycle de vie

complet ou sur plusieurs générations (effets sur la reproduction, carcinogenèse). Iæs

exigences éthiques moins stictes pour l'animal que pour l'homme permettent de mener des

études plus approfondies que dans les énrdes épidémiologiques humaines, ce qui enrichit les
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informatons en cas d'extrapolation à lhomme. Enfin, le fait de travailler sur des populiations
non sélectionnées permet de prendre en compte toutes les variations individuelles d'une
population sauvage (âge, sexe, ærrain...). Cette variabilité complique les interprétations, mais
permet de pratiquer des estimations beaucoup plus proches de la réahtÉ,.

mL4. Quelques exemples

L'animal sentinelle le plus connu est cerûainement le canari : cet oiseau plus sensible que
lhomme au monoxyde de carbone f1ai1 utilisf par les mineurs pour détecter la présence
anormale dece gaz dans les galeries. En AngleæIre, au XD(ème siècle, la mort d'animaux de
bétail a été associée à une émission inænse de fumées industrie[es, qui ont ensuiæ provoqué

une augmentation de la morbidité et de la mortalité des populations humaines (National

Research Council, 1991). Ainsi, l'exposition d'animaux dans le même environnement que

l'homme pennet d'obtenir des informations sur lTdentilïcation du danger et l'évaluation du
risque ; lss enim4u[ sont, comme les hommes, exposés 4g1çsatqminants de l'air, du sol, de
I'eau, de la nouniture et peuvent souffrir d'inoxications chroniques ou aiguês. Dans cprtaines
circonstances, les systèmes d'animau:r sentinelles procurent des ésulats plus rapidement, à
moindre prix et dans des conditions plus réalisæs que les exffrimenatioru; en laboratoire.

Deux types d'informations peuvent être 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 à ce milieu Ces différents qpqs de biomarqueurs seront développé.s
plus loin, et nous ne citerons ici que quelques é$des ayant utilisé des populæions animales
pour surveiller I état de leurenvironnemenl

Iæ "Mussel Warch' est la plus grande opération de surveillance du milieu aquatique
qui ait été mise en place. Ce programme, débuté aux Éats-Unis en 1973 sous la tutelle de
IEPA @nvironmental Protection Agency), est toujours en place aux Étas-Unis (sous légide

de la National Oceanic and Amospheric Adminisration) et en Europe. Ce programme est

basé sur l'étude des bivalves (moules ou hultres) vivant sur les côæs américaines et

européerines. Ces animarx, capables de bioconcentrer 100 à 100.m0 fois de nombreux
composés pésenûent enttre autres avantages celui d êtne sédenAires et cosmopoliæs. De.s
paramètras physiologiques et biochimiques sont suivis sur ces arrimaux-

Avec les espcas tenesEes,les énrdes entreprisas sont de moins grande envergurc que

le "Mussel lVatch", mais plusieurs études h siuont été réalisée.s (essentiellement aux Éats-

Unis) le plus souvent avec des petits mammifères (revue par McBee & Bickham, 1990). L€s

paramètres suivis sont variés: certaines études sont limitées à la mesure de la dose inærne

@eardsley et a1.,1978), d'autres associent la dose inærne ou d'autres paramètres ente eux

(modifications physiomorphologiques, histologiques, biochimiques, génétiques, troublqs de la

reproduction... ; Rowley et aL,1983 ; Baty et aL,1990; McBee & Bickham, 1990 ; Owen &
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Flgure 33 : Diagramme slmpllfié de la cascade d'événements compris entre
l'eryrosition et les effets sur la santé, montrant les relations entre les marqueurs
d'exposltion, ls marqueurs d'effets et les marqueurs de susceptibiltté (selon
Fowle etSexton, 192).
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McBee, 1990 ; rewe par Talmage & Walton, 1991). Quelques études portent uniquement sur

des critères écologiques @ickinger & Nichols, 1990).

rrt 15. Le surmuloÇ animal sentinelle de la pollution des sols

Les petits mammifères, les rongeurs en particulier, répondent particulièrement bien aux

exigences nécessaires : ubiquisûes, ayant une aire de dispersion limitée (inférieure à 3

hectares, Talmage & Walton, 1991), r€trouyés à la fois en z<)ne rurale, urbaine et suburbaine,

ils ont une durée de vie assez longue et peuvent êue présents en abondance. Iæs surmulots,

qui sont les plus grosses es$ces commensales de lhomme, sont omnivores ; les décharges,

les égouts, les fermes (proximité d'élevages) sont leurs lieux de prédilection. Le surmulot

appartient à l'espèce Rattus norvegicus (famille des Muridae). n peut peser jusqu'à 6fi)

grammes et mesurer jusqu'à 26 w de longueur de corps et2l cm de longueur de queue. Le

surmulot a déjà été utilisé comme biomoniæuren zone urbaine, mais le principal avantage de

cet animal est qu'il a fait I'objet d'un très grand nombre d'études toxicologiquas

ex$rimentales, puisque les rats de laboratoire sont une souche albinos de cetæ espèce.

D'auhs part" le fait quT soit considéré comme un animal nuisible limite les problèmes

éthiques liés à leur sacrifice.

1U..2. Les biomarqueurs

fJJ.z.l. Défrnitions

Un biomarqueur est un "indicateur de toute altération morphologique, strucûrrale ou
physiologique au niveau moléculaire, cellulaire ou tissulaire d'un système biologique, induito

par un xénobiotique présent dans lbnvironnement de lindividu exposé' (National Research

Council, 1989). Il en existe nois catégorie.s (figurc 33) : les biomarqueurs d'exposition, qui

indiquent la présence dans I'organisme d'un ou plusieurs polluants, les biomarqueurs d'effets

qui renseignent sur les risquas d'effets toxiques et les biomaqlueurs de sensibilité individuelle

qui indiquent I'existence d'une sensibilité différenæ à certains toxiques dans une partie de la
population (capacité métabolique, capacité de réparation de I'ADN, mutations dans des gènes

suppresseurs, . ..).
De très nombreux paramètres biologiques ou biochimiques liés plus ou moins

directement au mode d'action des polluants et à la genèse de pathologies peuvent servir de

base pour développer et valider des biomarqueurs. Les tests usuels de biologie ou de

6iæhimie clinique (formule sanguine, teneurs plasmatiques, activités enzymatiques...)

peuvent donner des informations surlEat de santé de I'organisme. Parexemple, un tarx élevé

de chole.stérol sanguin est indicar€ur d'un risque accnr de maladies cardio-vasculaires.
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IIL2.2. Intérêt des biomarqueuns

La pollution environnementale est soupçonnée d'être la cause d'une dégradation insidieuse de

la sané. Des processus pathogènes à long terme comme le vieillissement cellulaire, le

développement de cancers, I'abaissement des défenses immunitaires, les troubles de la

reproduction ou du développement réduiraient I'espérance de vie d'une génération ou

compromettraient les chances de la génération suivante. L'écotoxicologie se doit donc de

mettne en évidence le.s effets de la contamination prolongée par de faible doses de polluants

dans ta genèse de æls effets. Le biomarqueur est alors considéré comme un signal d'alame,

précoce et sensible du risque de développement dbffets à long terme : on comprend tout

I'intérêt de æls indicateun pour déceler des maladies chez lhomme ou des signas d'altérations

organiques ou fonctionnelles chez des anim4sl sentinelles avant que des dommages

iréversibles soient arrivés à I'individu ou à l'écosysême.

Chez lbomme, la recherche de biomarqueurs d'exposition à de.s produits shimiques

considérés comme pré.sentant un risque toxique élevé (benzène, trichloroéthylène, aoylamide,

plomb...) ou à des classe.s de produits tels que PCB ou dioxine.s est actuellement une priorité

(recommandée par IEPA). Les méthodes utilisant des biomarqusu$ fuurnains doiventêtre non

invasives : les biomarqueurc sont généralement des mesures d'activités enzymatiques (par

exemple, mesul€ de I'activité cholinestérase plasmatique chez des travailleurs de I'indusrie

phytosanitaire et les applicaæurs de pesticides), des dosages de polluants ou de leurs

métabolite.s dans le sang,las urines,les phanères...). En tenne d'effets, il s'agira de rechercher

des biomarqueurs de cancer, de neurotoxicité, dTmmunotoxicité, de toxicité pulmonaire et des

biomarqueurs des tnoubles de la reproduction ou du développement (Fowle & Sexton, 1992).

Les biomarquenrs ont donc un intérêt potentiel considérable pour prédire les effets de

la pollution environnementale pour lhomme et d'autæs es$ces animales à risque, comme les

poissons ou les espèces placées au sommet des chaînes alimentaires (rapaces, oiseaux

piscivorcs ou petits mammifères carnassiers). Iæ.s biomarqueurs polrront ête recherchés dans

das populations d'animaux sentinelles, ayec l'avantage que les exarnens biochimiques et les

explorations fonctionnelles peuventêtre beaucoup plus poussées que chez lhomme.

rrr.23. Exemples de biomarqueurs utilisés dans l'étude de pollutions

environnementales

Plusieurs espces animales (oiseau, mammifères (bétail ou rongeurs...), vers de ærre...) ont

été utilisées conjoinæment avec divers biomarqueurs dans le but de mettre en évidence

I'exposition ou les effets d'une pollutiou Un certain nombrp de biomarqueurs actuellement

trrès utilisés chez le.s anim4gl n'ont pu êre développés chez lhomme, car ils nécessiænt de"s

tecbniquas invasives (prélèvement d'organes par exemples). Iæ tableau 9 résume les grandes

classe.s de biomarqræurs utilisés pour la miseen évidence d'une exposition à des contaminants

biodisponibles.
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Tableau 9 : Marqueurs biologiques d'exposition à des poltuants envlronnementaux (d'après

Shugart etalrl989).

Polluant envlronnemental Marqueur blologlque Tvpc d'informntlon

Métarr todques
Cr1Hg, Ag,7-V C4 ft

Intégnté de I'ADN
Métalloprotéinas
Biosynthèse des puphyrines

Réponse immmitâire
Mébbolisme &s xénobiotioues

a
a r b

4 b ,c
a
a

Compæ6 organlques

HAP Adduits à I'ADN ou à lhémoglobine
Métaboli$ne des xénobiotiques
Réponse fonmunilaire
IntégdtédeI'ADN
Métabolisme des xénobiotiquesFCts etdioxine.s
Profildespo'rphyines a

Répomeinmnitairc a

Intégitédel'ADN a

b : Indicareur d'unp classe ou d'un type do poltuæt
c : Indicateurprédictif dbn effet néfaste à long @rme

Læ.s petits mammifères sont particulièrement bien adaptés à l'étude de siæs pollués par des

mélanges de polluants. Collectés in situ ils ont été utilisés pour l'évaluation de plusieurs

q;pes de contarnination (composés organiques, métaux, radioéléments), l'exemple le plus

tlpique étant le siæ de Love Canal États-Unis) étudié par de nombreuses équipes (McBee er

at., 1987 ; Thompson et aL,1988 ; Bauy et al.,1990 ; Rattner et aI, 1993). Le choix de.s

biomarqueurs et des organes est guidé par le type de pollution : d'une manière générale, le

rein est un organe permettant la détection d'une exposition à un grand nombre de

contaminane inorganiques, mais la moelle osseuse est particulièrement intéressanæ pour les

expositions au plomb ou au fluor.. Pour les contaminanB organiques, les poinB finaux sont

nombrreux et dépendent de la classe du contaminant : dose interne, activités enzymatiques,

hisOlogie des organes cibles, génotoxicité... (rewe par Talmage & Walon, l99f).

IIU!3.1. Biomarqueus d'extrnsiËon

L'exposition d'un organisme à un polluant biodisponible peut eEe mise en évidence de

plusieurs façons : soit par la recherche du polluant ou de ses métabolites dans I'organisme,

soit par 1r recherche de biomarqueurs dbxposition.

Plusieurs études ont mis en évidence l'accumulation de plomb, de cadmium ou de

mengure dans le.s organes vitaux de petits mqmmilèrps vivant dans des zonqs urbaines ou

industrielles (Bull el aL, tTlT ; Way & Schroder, 1982 ; Kisseberth et aL,1984 ; Ma et aL,

l99l) ou consécutiyement à des épandagas de boue.s de STEP (Anderson et al.,1982). Le

dosage de composés lipophiles (FCB, dioxines, HAP) dani te tissu adipeux renseigne sur leru

4 b ,C

4 b
a
a
a
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bioaccumulation et sur la biomagnification qui en résulæ. Le lait est une sécrétion rès utilisée

pour la mise en évidence d'une exposition humaine à ce type de composés. La mesure de
métaux et de radioéléments dans I'organisme d'animalx sauvages est en relation avec les

dépôts sur le sol et le régime alimentaire des individus (herbivores, insectivor€s, vers de terre,

Mascanzoni et al., 1990 ; Talmage & Walton, 1991 ; Van Bnrmmelen et al., 1996). La

présence du plomb dans I'organisme peut aussi être mise en évidence par des indicateurs

biochimiques, en raison de ses capacités d'inhibition de la biosynthèse de lhème (Simmonds

et aJ.,1995).

La nature des polluants à rechercher n'étant pas toujou$ connue, la recherche de

marqueurs biologiques d'exposition spécifiques d'une classe de polluants montre là son

intéret Ces biomarqueurs présentent I'avantage de ænir compte de la sensibitté de I'individu

et des inæractions entre les différents polluants. L'induction des cytochromes P450 est

achrellement un des biomarqueurs d'exposition les plus féquemment utilisés en toxicologie

exffrimentale ; il qst sensible et spécifique de certaines classes de polluants organiques.

Plusieurs activitâs enzlmatiques pemettent de suivre I'induction en utilisant des substrats

modèles, spécifiques des différentes isoformes de cytochrome P-450 inductibles par les

polluants environnementaux (CYPIA, CYP2B essentiellement). Par exemple, la mesure de

I'activité EROD hépatique (spécifique du CYPIAI) chez les poissons préconisée par Palme
(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 quatité de I'eau. Iæs activité.s enzymatiques du sysême de détoxication sont

également applicables aux oiseaux (Sanderson et aL,1994) et aux mammifères (Rauner et aL,

1989) mais le caracêre invasif nécessairc à la mesure de ces activités explique que cet

excellent biomarqueur ne soit pas couramment utilisé chez lhomme. La mesure de la durée de

sommeil provoqué par un traiæment au phénobarbital peut-êre une façon indirecte de mezure

des activités des CYFZB (Halbrook et aL,1993).

L'exposition de petits marnmifères à des polluants inducteurs de CYPIA (dioxine.s,

HAP, PCts) pésents dans le sol a été mise en évidence par lïnduction des activités EROD et

AIIH hépæiques mesurées sur ces anim4111 capnués in sin (Schrenk et aJ.,1991 ; Lubet er

aL,1992; Fouchécourt & Rivière, 1995). Une exposition à des polluants tlrye FCB (inducteur

mixæ de CYPIA et CYP2B) peut erc mise en évidence par la réponse de ce.s deux marqueurs

etlou par I'augmentation de I'activité penoxyrésorufine O-dépentylase (PROD) ou de I'activité

benzoxyrésonrfine O-débenzylase (BROD), spéciliques de la forme 2B (Lubet et a1.,1985 et

19X); Simmons & McKee, 1992 ; Nerurkar et al., 1993). Ces biomaf,queurs sont

suffisamment sensibles pour épondrc à des expositions à des doses environnementales, c'est-

à-dire beaucoup moins élevées que celles utiliséss dans les études de toxicologie

exSrimentale. En complément à ces activités, cerains auûeurs préconisent le dosage du

cytochromes P450 1sg[ dans les microsomes hépatiquas (Hânninen et aL,1985) mais on
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observe rarement des modifications significatives lors d'expositions environnementales

(Elangbam et a1.,199la et b ; Fouchécourt & Rivière, 1995).

Au niveau des activités enzymatiques, I'induction des CYPIA etlou de l'époxyde

hydrolase pourrait êre considérée comme un biomarqueur d'effets, puisqu'elle est corrélée à

la formation de métaboliæs réactfs souvent précurseurs de cancer et à des modulations de la

défense immunitaire (Silkworth et aL,1984; Kizcr et a1.,1985 ; Vecchi et a1.,1986 ; Davis &

Safe, 1990 ; Kerkvliet et aL,l990 ; Hardin et aL,1992). Seules des étude.s expérimentales en

laboratoire ont pu metue en évidence I'action significative de polluants environnementaux tels

que dioxines, paraquat, organæhloés ou métaux sur I'activité des enzyme.s de défense contre

le strress oxydant (Nicotera et aL,1985 ; Vincent et aL,1989 ; Sohs, 1990 ; Bagchi & Stohs,

1993).

m2 3.2. Biomarqueurs d t effets

L'étude des impacts d'une contamination peut se faire à plusieurs niveaux. LéUrde écologique

des populations n'apporte pas suffisarnment d'informatiotut pour être utilisée seule, tout au

moins chez les petits mammifères @ickinger & Nichols, 1990 ; Talmage & Walton, 1991)

mais la recherche de biomarqueurs d'effets toxiques, associée ou non à une énrde

démographique, est souvent très intéressanæ.

Iæs variations physiomorphologiquas figurent parmi les effets les moins spécifiques :

lia taille, le poids et I'histologe des organes de petits mammifènqs peuvent servir d'indicateurs

(Rowley et al., 1983 ; Batty et aL,1990 ; Halbrook et aL,1993) mais ceci ast contesté par

d'autrqs auteurs @ickinger & Nichols, 1990 ; Rattner et aL,1993) qui estiment les r6sultars

très dépendants du mode d'échantillonnage, de.s variations climæiquas, de I'es@ ou du type

de siæ énrdié. Elangbam et aI (I991a) ont mis en évidence I'intéÉt de paramètras tels que

I'ultrastnrcture, le poids et le volume du foie et les activiés enzymatique.s. Des troubles du

comport€ment peuvent aussi être utilisés comme biomarqueurs, mais cela nécessiæ une étude

de ærrain assez lourde. Les effets sur la reproduction et la mortalité sont des points fînaux

surtout utilisés pour les populations d'oiseaux (revue par Kendall et aL,l99O).

L'altération de I'ADN par attaque de ses centres nucléophiles par des éléments

électrophiles (issus de la métabolisation par le CYPlAl ou es$cas oxygénées réactives) peut

conduire à la genèse d'effets génotoxiques au niveau de I'ADN, des gènes ou des

chromosomes. Iæ.s adduits sont des altérations éversibles (cbst un biomarqueur inærmédiaire

d'exposition et d'effets), mais la cassure d'un brin d'ADN, les altérations géniques et

chtomosomiques sont iréversibles. De nombreux polluans environnementaux peuvent être à

I'origine de æls effets, comme l'ont montré plusieurs {uipes lors dEtudes in sin (Nayak et

Petras, 1985 ; McBee et at.,1987 ; McBee & Bickhan, 1988 ; Thompson et a1.,1988 ;

McBee, 1991 ; Shaw et aL,1995). La recherche des adduits à I'ADN par post-marquage au

}ry,Lîme$r€ du contenu cellulaire en ADN ou les altérations chromosomique.s ælles que les
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échanges de chromatides soeurs sont des paramètres utilisâs en toxicologie environnementale,

utilisables sur I'homme (sur des lymphocytes par exemple ; Schoket et aL,1988 ; Perera,

1993), mais la détection d'adduits à I'ADN pulnonaire serait un biomarqueur plus sensible

que les échanges de chromatides soeurs ou la recherche de micronoyaux (lVhoîE et aL,

t994). Les malformations congénitales sont également des biomarqueurs de génotoxicité

(Geschwind et al., L992). Une étude menée par Shaw-Allen & McBee (1993) pécise que les

études génotoxiques in sin 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 é.sistance de

I'hôte sont des effets potentiellement induits par les polluants environnementaux. [.es effets

immunotoxiques sont donc péconisés comme biomarqueur d'exposition ou d'effets pour las

contaminatiorui aux métaux ou aux composés organiques (HAP, PCB, TCDD, organochlorés,

organophosphorés, carbamates..., Shugart et a1.,1989 ; Smialowicz et aL,1989 ; Sullivan,

1989 ; Kimber, 1991) mais il n'y a pas encore eu, à notre connaissance, d'études

immunotoxicologiques menées in situ en milieu temestre. Les tests nécessitant une

immunisation seraient difficiles à réaliser, d'autant plus que les polluants sont susceptibles

d'être métabolisés entre le moment de la capnre et la mesure d'effets immunotoxiques, mais

les autres tests devraient être applicables aux animau:r sauvages (McMurry et al., 1991).

Aussi, les résultats risquent d'être difficilement interprétables du fait de la variabilité

individuelle souvent importanæ dans le.s populations sauvages.

La diversité des travalrx cités montre l'étendue des méthodes qui peuvent être

utilisées. Hormis le choix de I'animal, il faudra déærminer quel type de biomarqueur il

convient de rechercher en fonction de la pollution à énrdier et des moyens engagés.

III.3. Intérêt des bioessais dans l'étude de sites pollués :

méthodologies et orientations actuelles

LEvaluation du risque d'un site pollué peut ete effecnrée de deux manières : soit à partir des

analyses chimiques associées au résultat d'essais d'écotoxicité normalisés pour chaque

contaminant identifié, soit à partir de bioessais effectués sur des lixiviats ou des extraits

aqueux ou organiques du sol, ou sur le sol lui-même. Dans le meilleur des cas, l'analyse

çhimique sera associée à une approche écooxicologique. Ces deux méthodologies sont

complémentaires : I'analyse chimique caractérise lia nanue et le niveau de pollution d'un sol,

les bioessais informent sur la présence de substances toxiques biodisponibles pour

I'organisme tssté et ils ont en commun la phase d'échantillonnage, le transport" le stockage et

la préparation de l'échantillon
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L'échantillonnage doit être effectué par un prsonnel qualifÏé, dans des conditions de sécurité

adaptées et selon des protocoles établis (Anonyme, 1995).
- les échantillons doivent être représentatifs de I'ensemble du site. La stratégie

d'échantillonnage dépend du sol et doit êre choisie au cas par cas selon la nature du siæ (sols

excavés, sols agricoles et siæs urbains contaminés) ; les stratégies seront différentss selon que

la contamination sera homogène ou hétérogène en surface ou en profondeur... Le

prélèvement des échantillons peut êre effectué par différenæs techniques (carottage, fosse),
- les échantillons ne doivent pas subir de dégradation entre le moment de leur

prélèvement etla réalisation des te.sts ou des analysax
- les végétaux, les arrimaux de grosse taille, les racines et les pierres sgat fliminés

avant d'effectuer un tamisage (5 mm généralement). Iæ délai de éalisation des bioessais varie

selon le bioessai, mais ne doit pas dépasser frois mois.

IIUi.l.Intérêt des bioçsais dans l'évaluation du danger et du risque d'un

sol pollué

tr n'est pas nécessaire de mette en oeuvr€ des bioessais pour l'étude de tous les siæs ou sols

pollués. La DECIIEMA (Deutsche Gesellschaft flir Chemisches Apparaæwesen, société

allemande pour las appareillages chimiques, la techniqræ chimique et la biotechnologie) les

préconise dans un certain nombre de cas (Anonyme, 1995) :
- nécessité d'informations écotoxicologiques pourévaluerle risque d'un sol contaminé,

- évaluation de l'extractabilité de contaminants ayaot un effet biologique, lorsque la

contanination peut affecær la nappe phréatique,
- évaluation d'un sol ou d'une surface occuffe faiblement contaminée, qui peut rester

sans traitemenL
- évaluation écotoxicologque de sols destinés à un usage agricole ou horticole,

- mise en évidence des substances biologiquement actives qui ne sont pas détectéqs ou

caractérisées par I'analyse chimique,
- contôle de I'efficacité d'un traitement biologiqræ de dépollution'

- contnôle de la qualité des sols traités non siten ou "off site' qui doivent êue rcmis à la

surface du siæ. Dans ce cas, I'utilisation funrre du siæ conditionne le.s tests à effecurer : si les

critères chimiques permettent l'utilisation du siæ sans restriction, des e.ssais d'écotoxicité

doivent confirmer que le sol est de sufEsamment bonne qualité ; si le sol traité doit être limité

au niveau de ses usages (contamination résiduelle sans danger pour lhomme) les bioessais ne

seront nécessaires que si la couche de sol déposée en surface dépasse une profondern de I

mètrre (risque potentiel pour la nappe phréatique).
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Le choix des biæssais est dicté par I'utilisation actuelle et future du sol et les éléments à

protéger:
- les sols situés sous une zone recouverte ne nécessitent pas d'investigation

écooxicologique si le contact avec la nappe phéatique est exclu,
- les sols situés sous une zone non couverte, à usage commercial ou industriel, ne

doivent pas contenir de contaminants mobilisables par voie aqueuse (bioessai basé sur des

extraits aqueu( du sol),
- les sols utilisés pour recouwir les décharges étant soumis à dss lixiviations ou des

ruissellements, lEtude de leurs extraits doit être effectuée. tes tests qualitatifs sont sufEsants

(croissance des plantes, par exemple),
- pour les espace.s verts,les parcs et les aires de loisirs, les extraits de sol doivent être

te.stés. Des investigations supplémentaires concemant le rôle du sol comme habitat doivent

êne menées. Dans les forêts, on sTntéressera aussi à la production de biomasse et pour las

airas de loisirs, la poæntialité toxique pour lhomme sera évaluée.
- en plus des tests déjà cité.s, les sols agricoles ou horticoles doivent eEe fertile.s.

LEvaluation de I'activité biologique et de.s effets dangereux pour les organismes du sol est

nécessaire ; en cas de contamination ou de présence de métabolites biocrrmulatifs,la fixation

dans le sol de contaminants toxiques pour lhomme dans la biomasse devra être évaluée.

L'évaluation du risque à partir des seules analyses et données toxicologiques présenæ de

nombrcux inconvénients liés à I'analyse elle-même :
- les site.s à pollutions multiplas renferment plusieurs centaines, voire plusieurs milliers

de composés différene,
- ces composés ne sont pas toujours identifrables (pas d'étalon),
- les limiæs de détection ne con€spondent pas aux seuils biologiques dbffets toxiques

(par exemple, non déæction de composés présents à l'état de traces ayant une activité

mutagène en bioessai),
- la complexié du mélange peutem@herla détection de certaines substançes,
- les exractions mobilisent la quasi-totalité des composés présents dans l'échantillon,

sans tenir compte de leur biodisponibilité réelle.

Lbxploitation de donnée.s toxicologiques pose aussi de nombreux problèmes :
- les données toxicologiques sont des DI6o, des NOEL,... obtenues à partir de produits

chimiques purs dans des conditions souvent peu éalisæs (une seule voie d'exposition, pas

d'inæractions avec d'autres paramères...),
- ces données doivent êne extrapolées pour caractériser la toxicité conespondant à la

concentration de la substance mesurée dans l'échantillon, ce qui néce.ssiæ la connaissance de

la relarion dose-toxicité et pas seulement d'une valeur unique,
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- les inæractions entre polluants et la biodisponibilité des polluants pour I'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 à 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 être responsable de la peræ de polluants, ou au contraire, de

la liMration de poll"arrts qui ne seraient pas biodisponible.s sans extraction ; la filtration des

échantillons (lixiviats, effluents) recommandée par les normes n'est pas techniquement

nécessaire et risque dEliminer des substances toxiques. L'évaluation du risque de sols pollués

(ou de déchea) par I'utilisation de bioessais serait fortement améliorée par l'adaptation des

tests existans et la mise en æuvre de nouveaux tesB 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.

IIL:}2. Exemples de bioessais

I"as essais d'écotoxicité sont des æsts h vitro (cultures cellulaires) ou ln vivo, mettznt en

oeuuc des micro-organismes, des planæs, des algues, des invertébrés, des crustacés ou des

poissons. Si léchantillon est liquide, il est directement plaé dans le milieu (eau, sol, milisu

de culture) mais les bioessais en milieu liquide appliqués à un échantillon solide (déchet, sol)

nécessiænt I'emploi de æchniques d'extraction aqueuse ou organique. Quelquas équipes

américaines ont réalisé avec succès des æsts de génooxicité à partir d'échantillons bnrts
(rewe par Houk, 1992) mais tous les déchets bruB ne peuvent pas être direcæment utilisés

dans les bioessais, soit parce qu'ils sont trop toxiques, soit parce que leur stnrcnre ne le

permet pas (émulsions, huiles, boues...). En France, un programme de recherches concertées

concornant l'écotoxicité des sols et de.s déchets a débuté en 1995 (Savanne, 1995) : I'objectif

e.st de mettre au point des bioessais modifiant l'échantillon le moins possible (extraction,

filration...), soit en adaptant des æsts déjà existants (Ames, micronoyau, ver de terre,

collembolles), soit en mettant au point de nouveaux tests (phytogénotoxicité (adduits à

I'ADN), phytotoxicité suivie par das biomarqueurs biochimique, ûoxicité des métaux chez le.s

escargots, mesure de différents biomarqueurs d'exposition chez des rongeuns exposés aux

sols...). L'inÉret est d'obtenir une évaluation globale de la biodisponibilié et de la ûoxicité

des polluants en tenant compte dqs inæractions entre tous les produits toxiques présenB et

enû€ ces produits et leur environnement 0e sol par exemple). Des expérimentations de ce

type sont courantes en ce qui concerne les effluents, mais commencent seulement à se

développer pour les sols et les déchen solide.s (boues, cendras).

Nous ne citercns ici que quelçes tests, notamment ceux qui sont préconisés par la

DECHEIT{A pour l'évaluation de l,a toxicité des sols (Anon1me, 1995).
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IIL32.1. Toxicité des extraits aqueux

Ces essais sont effectués dans le but de déærminer la toxicité des fractions du sol mobilisables

par la voie aqueuse. Les contarninants du sol sont rendus en plus en plus hydrophiles par

diverses biotransformations ; la biodisponibilité des composés hydrosolubles est très

supérieure à celle des molécules adsorbées sur ou liées au sol et ils sont potentiellement

toxiques pour las plantes et la faune du sol.

A priari, tout tsst applicable à des fractions hydrosolubles peû êre applicable à des

fractions aqueuses de sol. Trois æsts nomalisés ont été retenus par la DECHEMA : le te.st

bactérien d'inhibition de luminescence de Phosphobacterium pluspharezm parfois associé à

I'inhibition de leur croissance, le test d'inhibition de croissance de l'algue Scenedesmus

subspicatus, et le test d'immobilisation das daphnies (Daplmia nugru).

III322. Tests sur planûes

Les racines de planæs représenænt, apês les micro-organismes, la plus grande surface

biologique en contact avec le sol. Iæs tEsB sur plantes permettent dEvaluer la biodisponibilité

et les effets phytooxiques des polluants présenB dans le sol en mesurant le changement de

biomasse de la planæ. Ils ne renseignent pas sur la bioaccumulation des polluants dans les

plantes, leur métabolisation ou lqs effets sur les herbivores et ne sont pas destinés à évaluer la

fertilité d'un sol

Le choix du sol témoin doit ænir compte des caractéristiques du sol à tesær, la

compacité et le volume des pores déærminant le contact entre la plante et le sol Différentes

variétfs de planæs peuvent ête retenues, comme le haricot (Phoseolus aureus),1'avoine

(Avena sativa),le cresson (Lcpidiwn sativunt) ou le navet (Brassica rapa).Iæ æst normalisé

ISO/DIS L1269 est adapté en utilisant direcæment le sol à tester, sans dilution, avec un

éventuel apport nutritif. Wang & Freemark (1995) ont dr€.ssé une rewe assez complèæ des

tests planæs et algues.

IIL323. Tests sur es1Èces animales et peuplernents

Ce.s æsts sont réalisâs sur des organismes normalement présents dans le sol, comme les

bactérie.s ou les vers de terc. La microflore qui constitue 80% de la biomasse totale du sol et

la faune du sol sont responsables de la dégradation des substrnces organiquas complexes. La

faune a des fonctions écologiques variées et joue un rôle important dans les chaines

trophiquas.

Iæs ts.sts bactériens consistent à déærminer la densité de population bactérienne

présenæ dans le sol soit directement, soit par la mesurp de I'activité respiratoire (avec un

apport de glucose) ou l'activité de nitrilication (apport d'anmonium). Iæ test de mortalité des
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vers de torr:e Eisenia sp. est le plus connu des tests effecnrés sur la faune du sol ; il est

directement utilisable avec le sol pollué @elfroid et a1.,1995).

I1L32.4. TesE de génoûoxicité

Durant le.s 25 dernières années, plus de 200 æsts à court terme ont été développés afin d'aider

à lTdentificaton d'agents responsables de troubles génotoxiques chez I'homme (rewe par

Houk, t992). Ce.s bioessais qui utilisent des micro-organismes, des plantes, des insectes ou

des cellules animales en culture, peuvent être divisés en deux grandes catégories : les

bioessais sur procaryotes, détectant des agents mutagènes et des lésions primaires de I'ADN et

les bioessais sur eucaryotes, à spectre plus large (mutations, altération et réparation de I'ADN,

altération chromosomique et aneuploïdie). Ces bioqssais présentent I'avantage d'être rapides

(comparés à des études de cancérogenèse à long terme chez les rongeurs), peu cotteux,

simples, sensibles et relativement réalistes éant donné I'universalité de I'ADN. Nous nous

contenterons ici de ciær les tests les plus couramment utilisés en toxicologie

environnementale.

Iæ plus connu est le test d'Ames, qui consiste à mesurer le nombre de Salmonella

typhinwriurn révetlarrtes (à nouveau capables de biosynthétiser lhistidine) à la suiæ d'une

exposition au toxique. Différente.s souches mutrntss ont été mises au point qui permetænt de

caractériser le type de mutation nécessaire pour que le.s bactéries éversent (décalage du cadre

de lecûre, substitution...). I-es procaryotes n'étant pas munis des enzymas métaboliques des

eucaryotes, des ajouts de fraction 59 provenant de foie de rongeur (pétraité par un inducteu)

pallient ce manque et permettert de simuler le.s transformations métaboliques catalysées par

lqs monooxygénases à cytochrome P450 se produisant chez les mammifères. Des bactéries

luminescente.s peuvent également être utilisées (Vibrtofrscherd, test Mutabx@).

Iæ.s effee clastogéniques ou aneuploldes d'un oxique peuvent être détectAs par la mise

en évidence de micronoyaux, d'aberrations chromosomiques (translocations, délétions

importanæs ...) ou d'échange de chromatides soeurs (échange d'ADN à des loci homologues).

Ces effets sont le plus souvent mis en évidence in vitro zur des cellules en culnre ou in vivo

sur des amphibiens ou des planbs.

Pour les t€.sts iz vdvo, lbfrluent ou I'extrait est adminishé à I'animal et ses tissus ou ses

fluide.s biologiques sont écupéÉs. La génotoxicité du produit est mise en évidence à l'aide de

biomarqueult, comme les adduits à I'ADN, la déæction de micronoyaux ou des métabolite.s

urinaires. Ces techniques sont plus cotæuses et plus laborieuses que les bioossais iz vdrro. Sur

le terrain, les effets in vivo peuvent être utilisés comme biomarqueurs d'exposition à des

polluants génotoxiquas chez lhomme ou d'autres mammifères (boyins ; Parada &laszczalç

f993). Harper et aL (1989) ont développé rme combinaison de te.sts applicables sur un même

individu exposé à des Eu par inhalation. Ces æsB concernent plusieurs organes (foie,

poumon, rate, moelle, testicules), le sang et I'urine, co qui permet d'avoir une vision
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d'ensemble des altérations génotoxiques dues aux polluants (æst d'Ames sur les urines,

aberrations chromosomiques sur les cellules de la rate, de la moelle et les lymphocyæs,

micronoyau sur les cellules de la moelle et les érythrocyæs sanguins...).

Trt32.5. Evaluation de I'effrcacité des taitements de remédiation

Iæ processus de décontarnination d'un sol est souvent suivi par le æst Microtox et I'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 te.st bactérien

ne donne pas toujours une réponse pertinente quant à la toxicité du sol pour les

mammmifères. En effet, les bactéries ne sont sensibles et ne métabolisent que les HAP de

petite taille (inférieure ou égale à quatre cycles benzèniques) alors que las mammifèrqs sont

essentiellement sensibles aux HAP comportant au moins cinq cycle.s (Roos et aI,1996).

rv. coNcLUSTON

Les polluants organiques majeurs sont ubiquistes et persistants flans I'environnement ; les

métaux sont surtout présens dans les zones indusrielle.s, mais leur dispersion est accrue par

l'épandage de boues de STEP, le trafrc routier et le mnsport atmosphérique. Les polluants

sont suffisamment biodisponibles pour contaminer végétaux et animaux et leurs

caractéristiques physico'chimiques conduisent à leur bioaccumulation dans les organismes et

à lew biomagnilication dans la chaîne alimentaire. L'homme, dernier mailllon de la chalne,

est donc particulièrement exposé.

Plusieurs processus physiologiques liés à la métabolisation des polluants ou à leurs

effets biologiques peuvent être utilisés comme biomarqueurs d'exposition (activiés

cytochrome.s P450 dépendanæs par exemple) ou conrme biomarqueurs d'effets (altérations

génotoxiques par exemple). La mesru€ de æls biomarqueurs chez des animau:r sauvages

permet de metne en évidence l'existence d'une pollution de leur habitat et des bioessais basés

sur oe concept peuvent être développés.
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ETUDE IN SITU z
Caphrre de surmulots

sur le site

ETUDE EN LABORATOIRE:
Exposition de rats

à des prélèvements de sol

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



INrRoDUcrIoN

Dans un premier temps, ce travail a porté sur l'étude du siæ pollué de Replonges, contaminé

par des HAP, des PCB et des métaux. Deux approches ontété utilisées (figurc 34) :
- la capture de surmuloæ in sin
- le prélèvement d'échantillons de sol sur lesquels des surmulots et des rats de

laboraoire ont été exposés.

La première approche - déjà décriæ dans la littérature - présenæ plusieurs

inconvénienB, notamment I'absence de contrôle de nombreux paramètres liés à I'exposition.

La deuxième approche, consiste à mettre des rats sauvages ou des rats de laboratoire en

contact direct avec le sol et à les alimenter normalemenl pans ces conditions, les polluants

pénètrent par la voie cuanée, lia voie pulmonaire et la voie intcstinale. Le protocole a étÉ,

d'abord mis au point avec le sol contaminé pÉlevé su le siæ de Replonges @epLIII) pour

établir la duée d'exposition nécessaire à une réponse optimale des activités cytochrome P-450

dépendanæs dans le foie et le poumon. Cette méthodologie permet aussi de pratiquer des

dilutions des sols pollués et dEtablir une relation dose-réponse des biomarqueurs.

Dans un deuxième temps, d'aute.s échantillons de sols contaminés ont été testés. Il s'agit

d'échantillons utilisés par les différents laboratoires travaillant sur le progranme Ademe de

recherches concertées sur l'écotoxicité des sols et des déchee. Nous avons testé six sols

différeng, en y exposant des rats de laboratoire dans les conditions précédenæs :
- - le sol S0, non contaminé,

- quarre sols artificiellement contaminâs à partir du sol S0 :

SI, contaminé par des métaux,

SII, contaminé par du phénanthène et des chlorophénols,

SII', contaminé par du B(a)P,

SII', contarniné par du phénanthêne,
- les sols SItr et SIV prélevé"s sur des siæs pollué.s essentiellement conteminés par des

FCts et des métaux (SItr) ou des HAP et des métaux (SfD.

La biodisponibilité et les effets des polluants ont été mis en évidence par la mesure de

différenc biomarqueurs :
- te.s activités EROD, PROD, BROD et 4-nitrophénol hydroxylasel4 sur les fractions

microsomales hépatiques etpulmonaires de tous les raB,

14 Cene agivité nh été me.$rée que sn les snmulots c4unés sn le site et srn quelquas rats exposés atr
solReplJtr
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- I'activité des enzymes antioxydanûes (catalase, superoxyde dismutase et glutathion

peroxydases) uniquement sur les rats exposés au sol Repl.Itr (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 SlI,
- les doses inærnes de métaux (plomb, cadmium, zinc) sur des homogénats de foie de

rats exposés aux sol SI, Sm et SIV,
- la recherche d'adduits à I'ADN sur des homogénats de foie et de poumon de rats

exposés aux sols RepLItr et Sry,
- enfin, noru avons essayé d'adapter noEe protocole d'exposition au laboratoire pour

réaliser la mesure de biomarqueurs d'immunotoxicité.
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MnrÉnrpr,s ET nnÉrrroDEs

I. CARACTÉnrsneuEs DU srrrc ET DEs soLS ÉruoÉs

f.1. Le site pollué de Replonges

L'ancien dépotoir à vidanges situé au lieu-dit "[-es Fougères" sur la commune de Replonges
(Ain) e"st un siæ contaminé orphelin. C-e siæ fait partie des 669 sites pollués recensés en 1994
par le Ministère de I'Environnemenl La réhabilitation de ce site est prise en charge par

I'ADEI\{E depuis le 5 juillet 1993, suiæ à un anêté préfectoral. Les renseignements suivants

nous ont été aimablement fournis par I'ADEME Rhône-Alpes (Buncpap, 1993)"

L1.1. llisûorique

LÊ, L9 mu 1937, un arrêté péfectoral autorise I'urilisation du siæ comme dépotoir à vidangas.

L'exploitation est utilisée comme dépôt de déchets organiques jusqu'à une date indéærminée,

antérieure ù 1954. A panir de cette date, des produits hydrocarburés (vidanges de fonds de

cuves, vieilles huiles minérales) et des fûts conænant des Ésidus de peintue et de fuel sont

déversés sans autorisation dans une vaste dépression de 1.000 m2 profonde de 5 à 6 mètres et

formant une flaque. Ces dépôts sont effectués jusqu'en 1977 mais I'activité la plus inænse se

situe entre 1960 et 1970" En 1978, la dépression est remblayée comme le demandait

I'administration puis le terrain n'aurait sewi qu'à quelques dépôts clandestins. La pollution

serait de I'ordre de 10.000 m3 de produits.

L7.2. Gêographie et géologie du site

Cet ancien dépotoir est situé dans une zone inondable de la plaine alluviale de la Saône. La

géologie locale peut se ésumer par la présence d'une couche d'argiles plastiques et de sables

argileux d'épaisseur variable (2 à 5 m) qui reposent sur des alluvions grossières sablo-

argileuses (rôle d'aquifère). Les eaux souterraines de la nappe alluviale sont utilisées pour

I'alimentation en eau potable et les activités agricoles et industrielles. Situé à I'extrémité de la

zone artisanale de Replonges, le siæ est contigu à une friche, une décharge municipale et un

dépôt de ferrailles (poæntiellement polluants).

L13. Analyses de terrain

La recherche d'anomalies de conductivité et l'analyse d'échantillons de sol et d'eau prélevés à

différentes profondeurs (sondages de 5 à 6 m, fosses de2,6 à 4,5 m, ou piézomètres de 6 à 10
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Phoûo I : Vue de la zone III du slte de Replonges La zone II est située sur la gauche.

ç€ii{

n i i

. - t f  i .  '

;

Phoûo 2 : Remontée d'hydrocarbures en sur{ace dans la zone II du siûe de Replonges.



m) ont permis de déærminer trois zone^s de degrés de pollution différents. Quelques uns de

ces résultats, extraits du rappon BURGEAP (1993), sont résumés ici ou présentés en Annexe II.

La pollution de ce siæ 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 déærminées (fuinexe tr). I,a zgne I, faiblement polluée, montre des

concentrations en HAP, hydrocarbures légers et hydrocarbures lourds très inférieures au seuil

C de la nonne hollandaisets ; lia zone II dépasse le seuil C pour les hydrocarbures lourds et

légers (Anomalie 10), mais les HAP ne sont pré"sents qu'en très taible quantité (<25 ttdkg).
Par contre,la zone /// est riche en HAP (teneurs supérieures à la nonne C, anomalie de

conductivité du sous-sol nol9) et accuse des teneurs en hydrocarbures lourds et légers

(benzène) supérieures à la norme. Comme dans les aures zones, aucun PCB n'a êtÉ, détæté,

(résultats des analyses de terrain en fuinexe IId).I-es photos I et2 montent une vue globale

de la zone III et une des nombreuses remontées d'hydrocarbures que I'on observe

essentiellement dans lia zone IL

La pollution a peu nigré en profondeur (æneurs assez faibles en équivalents huile et

très faible.s en HAP, à plus de 3,5 m de profondeur). Ia pollution de la nappe sous le site est

limitée à des produits dissous (hydrocarbures légers et phénols) ; la nonne C pour les

hydrocarbures légers est dépassée, mais il n'y a pas eu de migration massive de polluants.

Aucun indice de pollution n'a été mis en évidence dans le.s prélèvements d'eau effectués en

ffriphérie du siæ.

Ll.4.Prélèvements d'écihantillons de sol pour les bioessais

Des prélèvements ont été effectués par nos soins en juin 1994 sur le siæ de Replonges dans lia

zone III, fortement polluée ("sol ReplJtr") et à proximité du site, dans une zone dite témoin

("sol témoin" de mêmes caractéristiques géologiques, exempt de pollution massive aux

hydrocarbures et de traitements phytosanitaircs). Pour cela, une dizaine de litres de terre ont

été prélevés 'manuellement" sur dix emplacements faisant partie de chaque zone, à une

profondeur de 10 à 50 cm, puis les échantillons ont été triés afin déliminer las pierres et

autr€s gros déchets, les motte.s de tene ont été fuagmentées et la terre séchée à l'air libre

durantune semaine. Après tami.sage (1 cm) et homogénéisation de chaque lot,les échantillons

ont été congelés par aliquots, à -20oC.

L15. Analyse des échantiltons prélevés

[æs teneurs en polluants mesurées dans le.s échantilons sol témoin et sol Repl.Itr par le

Laboratoire Déparæmental d'Analyses de la Drôme (Valence) sont présentées dans le

tableau 10 en parallèle avec lqs valeurs du seuil C de la norme hollandaise et les teneurs

mesurées sur un échantillon prélevé dans la zone III, à 3 m de profondeur (anomalie 19).

15 Seuil au delà drquel des mesures de déæntanination doivent être prises
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Tableau 10 : Récapltulatlf des analyses en polluants de trois échantillons de sol prélevés à
Replonges (Témoln et Repl.I[ en surface ; anomalie 19 à 3 m de profondeur)

Benzène
Toluène
Xylène
Ethylbenzèæ
Triméthylbenzènes
Dichlorobenzènes

<30
<30
80

<30
< seuil
< æuil
< seuil

750
N
?ffi

< seuil
< seuil
< seuil

130 m0
25 000
50 000

30 000 D

530
ffi
270
>100
ND

9 350

30
30
30
lm
rm

I 000

Acâaphtène
Anthacène
Ornene
Fluuanthène
B€nzo(b + k)fl uaanthè,ne
P5rère
Benzo(a)pyÈne
Indénd123,cd)pyrÈne
Benz(gÀi)perylère
Napbtalè,ne
Dinéthylnaphoalène
Phenan@æ
Ferylèns
Fluoêne
TûI

390 t3152
< seuil 4412

r30 5483
s0 4853
10 300
I{D I{D
50 8611

< seuil 2438
30 398

2ffi tt6tl c

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

ND
162O00c

ND
<100
ND

<100
ND
ND
ND

57 000c
85 0@c

I{D
ND
ND

3(}4|lfl)c

5ofl
800

1 85(
2 E10

t}52 (tétraCB) a
#f0r OenaCB)a
#f 18 (pentaCB) a
#138 (hexaCB) a
#153 (hqdts) a
#1t0 (he,ptaCB) a
#209 (dscaCB)

OJ
13
1,4
r,6
1,1
05

< seuil
62

< seuil
&0
31,0
rLo
45,0
39,0
450
4rO

145|)

05
05
05
OJ
OJ
05
OJ
05

I{D
ND
ND
ND
ND
ND
I{D
ND
ND

7tu,
Cuivre
Plmb

72
16,5
49,6

8/.3c
4 830c
42lc

005
0,05
0,05

720
rq)
zto

239
215
13,6

ND: nm déterminé
a:8rrnure deeT FCts signalésp6a

: srxrrne des c,blorobenzènes
c : Î€ûeur supûieure à lanume C hollandaise
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Cetæ anomalie a été choisie car elle est située en plein coeur de la zone III, où nout avons

effecnré nos prélèvements (Annexe IIa).

Le sol témoin est légèrement contaminé par des HAP (2,5 ppm), le.s autres polluants

sont présents à des teneurs faible.s. Iæ sol Repl.Itr est fortement contaminé par des HAP (88

ppm), des PCB (1,4 ppm), du benzène (2,4 ppm) et des métaux ; ces polluants sont pré.sents à

des teneurs supérieures à la norme C hollandaise. Iæs teneurs en HAP (304 ppm) mesurées

dans l'échantillon "anomalie 19'sont supérieures à celles me.surées dans le sol Repl.I[

I2. Les sols fournis par I'IRH

pens le cadre du programme de recherches concertée.s de I'ADEME sur l'écotoxicité des sols

et des déchets, llnstitut de Recherches Hydrologiques (IR[I, Vandæuvre-lès-Nancy) nous a

fourni différentes matrices de éférence ainsi que leurs caractéristiques physica-çhimiqusg

(pésentês sa finagas ITD :
-le sol,S0: matrice non contaminée.Iæ sol agricole limono-argileux de la Bouzule a

été prélevé dans une fermeexpérimenale @NSAIA de N-ty).
- quatre sols S0 contaminés artificiellement : le sol,9f contaniné par du zinc

(2.000 mg/kg), du chrome (8tn ng/tg), du plomb (8m mg/kg) et du cadmium (50 mg/kg),le

sol SII çeatqminé par du phénanthêne (8m mg&g),du24,Grichlorophénol (80 mg/kg) et

du pentachlorophénol (E0 mg/kg),le sol.llf'contaminé par du B(a)P (250 mgÂg) et le so/

Slf" contaminé par du phénanthêne (800 mg/kg).
-h sol pollué SI//, prélevé par excavation sur un siæ industiel Ce sol souillé par des

solvants organiques et des culots de distillation de régénération de solvants e.st principalement

contaniné par des rcB (204 mg/rg Aroclor 1254@) et des métaux. On note la pésence

dTIAP Q,65 mgkg).
-h sol polhté SIV, pélevé dans d'anciennes cuves de réæntion de cokeries comblées

par des matériaux, est fort€ment contaminé par des HAP (238 mdkg). On note la présence

d'hydrocarbures aromatiques chlorés (environ 400 ttg/kg), de métaux lourds et l'absence de

PCB.

Les sols nons ont été envoyés par IIRH à notre demande, quelques jours avant chaque série

dbxposition t orsque de.s séries ont été dupliquées (SIV) ou tipliquéas (SU), les échantillons

de sol SIV étaient donc différents.
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II. ETUoE DU SITE pou,uÉ nn RnproNGEs

II.1. Etudein situ

IL1.1. Capûrre de surmulots sur le siûe

Des surmulots mâles et femelles ont été captués vivanB dans la zone II du siæ contaminé de
Replonges, en mars 1994, à I'aide de pièges à trappe pour capture simple, en fil d'acier, de
dimensions 15 x 15 x 50 cm (Ets. Combrichon, Trévoux, France).

Plusieurs appâts ont été testés : lors d'une première approche, afin de localiser les rats
et de déterminer I'appât le plus efficace, nous avons disposé simultanément des gâæaux secs
et du blé à différents endroits. Les sorties de terriers, maf,es et lieux éventuels de passage
(haies, poutres offrant une protection vis-à-vis des pédaæurs) ont été privilégiés, mais nous
avons aussi appâté à dqs endroiæ découverts du siæ. Apês deux jours, il s'est avéré que tous
les gâteaux avaient été consommés, alorc que le blé était délaissé. tr est certain que la
disparition des appâæ ne pouvait ête auribuée aux rars seuls, des souris et des oiseaux ayant
pu également en profiær. Iæs pièges ont ensrite été disposés aux endroits nor$ semblant les
plus propicas (ænier et lieux de passage situés entre le siæ et le dépôt de ferrailles) avec de.s
gâæaux secs polr appâts.

Iæs pièges ont été relevés chaque matin. Iæs animaux de petiæ taille pouvant
s'échapper, nous avout recueilli 8 rats adulæs (5 mâles et 3 femelles) en 15 nuits de piègeage.
Les rars capnrés ont été sacrifiés dès le retour au laboratoire. Læ.s piègeage.s réalisâs à côté du
siæ pollué (zone de prdlèvement du sol témoin) ont été sans succès.

ILI.Z Caphre desrumulots élevê en semi-liberté

Des rats sauvages sont élevés depuis plusieurs années à lEcole Vétérinaire de Lyon, dans un
terrarium extérieur couvert et entoué de grillage. Ils sont nourris d'alimsats commerciaux
(404, UAR, France) et d'eau du robinet [æs anim4rDr ont été capturés par piégeage : les
pièges ont été disposés avant la tombée de la nuit entne la mangeoire et la litière occupée par
les rats, de façon à forcer ur maximum leur passage dans les trappes. Ils pièges ont été relevés
le matin et les animssl ont été immédiatement sacrifié.s afin d'etr€ dans les mêmes conditions
de stne$s que les surmulots capnrés sur le siæ pollué. La campagne de capnres effectuée en
fénrier 1994 (4 nuits) nous a permis d'obænir l l rats (6 mâles et 5 femelles).
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Figure 35 : Représentation schématique des protocoles d'exposition des rats à des litièrs desol
poltué"



II.1.3. Rab de laboratoire

Les rats de laboratoire (souche OFA, Sprague-Dawley) ont été fournis par IFFA-CREDO

(L'Arbresle, France) et acclimatés au laboratoire pendant deux à trois jours avant d'être

utilisés pour les bioessais.

II.2. Mise au point d'rur protocole d'exposition en laboratoire

Ilâl.Elevage de sur:rrulots au laboratoire

Des surmulots mâles et femelles ont été capturés en juin 1994, dans une friche non agricole et

non polluée (dans I'enceinte de l'Ecole Vétérinaire). Les animaux, en bonne santé apparente,

ont été placé.s en animalerie dans des cages métalliques (en gros grillage) de 50 x 35 x 30 cm,

sffcialement adaptées à leur élevage : une petiæ niche de métal communique ayec la cage par

un trou circulaire qui peut être fermé par une trappe. Ce système pennet I'isolement des rats et

faciliæ leur manipulation. Le fond de la cage est constinré dbne grille qui permet le passage

dqs excrémenæ et de l'urine récupéés dans un plateau amovible. A la suite des croisements,

22 màIeset 9 femelles de première génération ontétÉ obtenus et utilisâs pour dqs bioqssais en

férnier 1995 (ils étaient alors âg4s de 6 à 7 mois).

n2.2. Expodtion des rats à difftrenb typ€s de litières

Lqs rats ont été exposés à différents t)?es de litières dans des baqs 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 laboratoirc mais pour des raisons de sécurité, les rats sauvages ont éé exposés

individuellement dans des cages en polycarbonate plus petites (22 x 42 x 16 cm). Ils ont été

nonrris ad libinm avec des aliments commerciaux (A04, UAR, France) et de I'eau du robinet

Les expositions ont été pratiquées dans une pièce climatisée (22 *.2"C), exclusivement

éservée à cet usage, éclairée par dss tubs néons (3fl) lux) avec une photopériode de 12

heures. Ia figrue 35 ré.sume les diverses éudes utilisant ce mode dbxposition.

Il2Àl..Expodûon à des ltlièrcs non polluées

Les activités de base ont été mesurÉes sur des rats maintenns sur une litière de sciure, en

I'absence de tout contaminant Les rars de laboratoire SD (mâle.s et femelles, 180-200 g) ont

été exposés à raison de quate animaux par cage. En parallèle, les mêmes activités ont été

mesurées sur les rats sauyages capturés dans le terrarium.
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U..2.2.2. Exposition à des litières de sol provenant du site de

Replonges

Recherclp de b durée d'exposÛtion optittwlo

Des lots de quatre rae blancs SD mâles (180-200 g) ont été exposés à une litière

composée de deux litres de sol témoin (pÉlevé à Replonge.s) ou de sol Repl.Itr pendant 1,2,

3,7,14,30 et fl) jours. Ia litière a été changée tous les 14 jours.

Comparaison de Ia rêponse des ra$ soaYoges et des rû de laboruroite

Des los de 5, 9 et 8 rats sauvages mâles élevés au laboratoire ont été exposés

individuellement durant 88 + 2 heures, à une litière respectivement composée de 2 litre.s de

sciure, de sol témoin ou de sol RepLItr. Iæ même proocole a été suivi pour les femelles

(respectivement, n = 2,4 et 5). Les rats sauvages ont été anesthé.siés en plaçant direcæment

leurcage dans une enceinte saurée d'éther Grand aquarium).

Rcclurclu d'une relation fuse-répowe iles ecdvités nnnooxygénoses

LEtablissement d'une relation dose-réponse néce.ssiæ de diluer un sol poltué avec un

sol non pollué. Dans un premier temps,le sol témoin prélevé à Replonges a servi de matrice

de dilution au sol Repl.I[ Nous avons ensuiæ choisi d'effectuer les dilutions avec le sol

artificiel ISO, qui a I'avantage dête 'standardisé" (ce qualilicæif est un mal adapté du fait de

la composition non contrôlée de la touôe) :

a) Dilutiow avec le sol témoh prélevé à Replonges: le sol RepLItr a été dilué au lf2

avec le sol témoin. De.s lots de quafe rats de laboratoire mâles (180-200 g) ont été exposés à

deux lires de ceme Udère pendant 3,7 et 14 jours. Le.s activités mesurée.s ont été comparées à

celles me.sur&s sur des rats exposé.s dans les mêmes conditions aux sols témoin et RepLIIL

b) Dîlttions avec le sol artificiel ISO : le sol artificiel standard ISO est composé de

lO% de tourbe blonde de sphaigne, 2O% de kaolin (Prolabo) et 70% de sable de

Fontainebleau l5G2l0 pm (Prolabo). Du carbonale de calcium est ajouté à raison de 0,5%

afin que le pH ne soit pas trop bas (pH 6,0 t 0,5). Cqs proportions sont poidJpoids. Le

mélange obænu est homogénéisé à la main ; il ne subit pas de traiæment ultérieur. te sol ISO

a été utilisé comme matrice témoin non contaminée (lottémoin) et comme matrice de dilution

de sol po[ué.

Pour des raisons pratiques,les litièrre.s (préparéas par pesée) ont été utilisées à raison

de I kg par cage. [æs dilutions des sols pollués ont été effecnrées en progression géométique

de raison z.La,composition des litières de sol pollué dilué est pésentée dans le tableau 11.

Ponr le sol RepLItr, la gamme de dilution va jusque ll32.l*s dilutions ont été directement

effectuées dans le bac dElevage : le sol contaminé a été ajouté (qsp I kg) au sol de dilution

préalablement homogénéM. Des lots de quane raB de laboratoire SD mâles (200224 g) ont

été exposés durant 88 t 2 heures (3 jours complets et une nui$ à 1 kg de litièrc composée de

sol RepLItr pur ou dilué avec le solISO.
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Tableau 11 : C.omposttlon des lltières diluées avec le sol ISO, selon une progression géométrlque

de ralson 2.

sol ISO (en g) sol contamlné (en g)

CsC03

0

tn
u4
1E
ut6
vn
ua
ur28
$o

0

50

75

87,5
yl

97

98

I

ræ

0
100
r50
r75
l87J

IA

r97

198

?fi

0

350

5?5

6125

656

6it8

689

6%

700

r000

500

250

t25

625

31

16

8

0
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Iffl. Recherche dtadduits à ITADN et d'altérations du système immunitaire e.hez

des rats expose au sol RepLIII au laboratoire

Iili.l. Recherche d'addults àI'ADN

Degx lots de deux rats de laboratoire SD mâles ont été exposés durant trois jours à une litière

de sol ISO ou une litière de sol ReplIIL Iæs animaux ont été mis à jeun la veille de leur

sacrifice.

II3J. Recherche d'altérations du sysême immunitaire

Les effets immunotoxiques éunt plus longs à se manifester que les modifications d'activitAs

enzymatiques, les expositions ont été réalisées durant deux à cinq semaines. Deux série.s

dbxposition ont été mises en oeuvres car il nEUit pas possible dbffecUer tous les tssts sur un

nême aninal. tæs proûocoles de mesut€ sont décdts plus loin.

Ahâratton de larêponse antborps prtnulre

Six los de 3 rats mâles SD (100-120 g) par bac de polycarbonate ont été exposé"s

durant deux semaines à une litière de sciurc (3 lots témoin) ou de sol Repl.Itr (3 lots). Iæs

litières ont été changées toutes les semaines. Au 15àne jour, les rats ont reçu une injection

in6a-Éritonéale de KLH et ont été réexposés sur leurs litières respectives pendant 7 jours

(période durant laquelle des prélèvements de sang ont été effecurés).
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AWrations thymique et activité NK des splânocytos

Trois lots de quatre rats mâles (100-120 g) ont été exposés à une Ïtière de sciurc et

trois los à une litière de sol Repl.[L durant 24,35 et 42 jours.

III. ExposITIoN DE RATS DE LABORATOIRE À NTVTnS SOLS POLLUÉS

Læs sols S0, SI, SII, SII', SII", SIII et Sry fournis par lïRH ont été te.stés selon le protocole

d'exposition en laboratoire mis au point avec le sol Repl.Itr.

Iff.l. Mesure d'activités enzymatiques, relations dose-réponse et
mesure de doses internes chez des rats exposés à différents sols

ml.l. Expæition arlx sols artificiellement contaminés

Cinq lots de quatre rats mâlqs SD ont été exposés à I kg de sol SI, SII, SII' ou SIf'pendant
88 t 2 heures. Iæ sol S0 a été utilisé comme sol témoin.

ILlz.Expæition arx sols SIII et SIV dituê avec le sol ISO

Tous les bioessais mettant en oeuvre des sols pollués non dilués ou dilués avec du sol ISO ont

été réalisés avec de.s lots de quate rats de laboratoire SD mâles Q@l22O g) exposés dans les

conditions définies précédemment La litière non contaminée de référence était du sol ISO.

Trois séries d'exposition au sol SItr ont été réalisées, la gamme de dilution la plus éændue

allant jusque 1/64. Deux série.s dbxposition ont été réalisées avec le sol Sry, la plus forte

dilution utilisée éant le 1/128b.

Tfr.13. Expæition arlx sols SItr et SIV ditués avec d'autres matriccs

IIL13.1. rnfluenoe de la madère organique sur la btodtsponibtltté

dcs polluants

Compæ tenu des ésultats obtenus après dilution du sol SIV avec du sol ISO, trois autrres

matices ont été æstês : sable, sable et toube ($:10) et sable et kaolin (80:20). Une seule

dilution de sol pollué a été utilisée (u ll2), Gar oes essais se bornaient à déærminer l'inflrænce

de chaque composant du sol ISO sur la biodisponibilité des polluants du sol SIV (tableau 12).

Pour le sol SIIL nous avons seulement compaé une dilution avec le sol ISO et une dilution

avec le sable.
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Tableau 12 : Compæltlon des lltlères de sol pottué dllué au M2 svec un ou deux composants du

sot ISO.

sol dc dlludon (en g) sol contamlné (en g)

lourbe Kaol|n Sable

0  0  0  0  l om

ln sable 0 0 5æ 500

ln sable + toube 50 0 450 5m

ln sable+kaolh 0 lm 40 500

rrr.l32.IXlution du sol SfV avec du sable

Etant donné I'influence de certains composans du sol ISO sur la biodisponibilité des

polluants pré.sents dans le sol SIV, ce dernier a été dilué ayec du sable de Fontainebleau selon

une progression géomérique de raison 3, allant du sol SIV non dilué au sol dilué alu11243tu

(tableau l3).

Tableau 13 : Composltlon des lttlères de sol SIV dllué avec du sable de Fontalnebleau selon une

progresdon géométrlque de ralson 3.

IXludon Sabh de Fontalnebleau (en g) Sol contsmhé SIY (en g)

0

IB

u9
tm
u8r
v2A3

0

67

889

tx3
988

9%

I 000

333

111

n
t2

4

lU^.2.Recherche d'adduits à IADN chez des rats exposés au sol SIV

Des rats de laboraroire mâles SD (200-220 g) ont été exposé.s pendant tnois jours au sol SIV

dilué avec du sable de Fontainebleau, selon une progression géomérique de raison 2. Cere

série (3 rats par lot) va du sol SIV non dilué au sol SIV dilué au Ul6ètne Qot témoin = sable).

Les nnimaux ont été mis À jetner la veille de leur sacrifice.
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III3. Exposition de rats aux sols SIII et SIV sans contact direct

Afin de déærminer I'importance de I'inhalation des composés volatils, noui avons exposé des

rats de laboratoire SD mâle.s au dessus du sol ISO flottémoin) ou des sols pollués SItr ou SIV

en utilisant les cages pour rats sauvage.s : le sol est placé dans le plateau amovible et les rats

sont dans la cage à environ I cm du sol dont ils sont séparés par un grillage. Iæs animaux ne

pouvant entrcr en contact avec le sol, la mise en suspension de poussières e.st négligeable et

I'on peut considérer que seuls des composés suffisamment voliatils peuvent entrer en contact

avec les rats.

IV. SACRIFICE DES ANIMAUX ET PRÉPARATION DES FRACTIONS

ST'BCELLTJLAIRES

fV.l. Anesthésie et sacrifrce

L'usage de l'éther étant conte.sté pour les modifications qu'il enfialne sur certainqs activités

enzymatiques (Liu et oJ.,l993ret b), nous avoilr testé lbffet de deux anesthésiquas sur les

activités des monooxygénases et des en4rmes antioxydantes mesurées snr 9 rats de

laboratoire SD mâle.s (3 lots de 3 ras) de 4m à 5m grarnmes, maintenus sur une litière de

sciure. Un lot de rats a été sacrifié par décapitation sans anesthésie, les deux autnes lots ont

d'abord été anesthési4s par un court séjour dans une enceinE sanuée par de l'éther ou du Cq.

Il ont ensuiæ été sacrifiés de la même façon que las arrimaux témoins.

Une brève anesthésie des rats SD mâles par de l'éther ou du CO2 ne modifie ni la

teneur en cytochrome P-450 hépatique, ni les activités monooxygénases hépatiques ou

pulrnonaires spécifiques des isozymas CYPlAl, CYP2BII2 ou CYI{1El. L€s activités

enzymatiques de défense contre le stress oxydant ne sont pas davantage modifiées par

I'anesthésie, à I'exception de I'activité GSH-k érythrocytaire qui est significativement

augmentée par I'anesthésie à l'éther. Par la zuite, tous les rats ont été anesthésiés à l'éther avant

dêre sacrifiés, à I'exception des animaux destinés à la recherche d'altérations du sysême

immunitaire (anasthésiés au COr.

Nlz.Préparation des organes et tissus destinés à la mesure d'activités

enzymatiques et au dosage de PCts ou de métaux.

Du prélèvement à la congélation, toutes les manipulations sont effecnrées à +4oC, afin de

minimiser la dégradation des activitAs enz5matiqrcs.
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fV.2.1. Matériels et réactifs

- tampon phosphate-KCl : tampon phosphate 0,05 M, pH7,4 + 1,15 Vo deKCl,
- milieu de reprise des microsomes : tampon phosphaæ 0,1 M pH7,4, EDTA lmM, glycérol

2O 7o,
- Ultra-Turrax@ ; broyeur de type Potter,
- centrifugation 9.0fi) g : Beckman@ H-55, rotor 70 Ti, 11.0m fi/min ; centrifugation

105.000 g : Beckman@ L8-55, rotor 50 Ti, 40.000 trlmin,

N22. Le foie

Rincé à I'eau clairp, il est rapidement placé dans du râmlx)n phosphaæ-KCl froid. tr est pesé

apràs avon étÉ rincé et égoutté, puis dilué dans tnois fois son poids de tampon phosphaæ-KCl.

Le foie est alors découff en morcealrx, puis homogénéisé à I'Lllra-Turrax@. L'homogénat à

25% obtentest centrifugé à +4"C durant 20 min à 9.m0 g. L'excédent dhomogénat peut êEe

congelé pour le dosage ultérieur de PCB ou de métaux. Huit ml du surnageant obtenu sont

centrifugés (105.00 g) pendant une heure, à +4'C. Le surnageant (cyûosol) e.st congelé à
-80'C par aliquoc de 0,5 nl. L€ culot de microsomqs est repris dans 2 ml de milieu de reprise

froid, homogénéisé et congelé à -80"C par aliquots de 0,5 ml.

M3. Le poumon

Perfusé avec du tâmpon phosphaæ-KCl, rincé, égoutté, pesé,le poumon e.st dilué dans sept

fois son volume de ce même tarnpon ; il est ensuiæ homogénéisé au Pofter (homogénat à

12,5%) puis subit les mêmes traitements que lhomogénat de foie. Une partie de I'homogénat

peut également être congelée pour le dosage ultérieur de PCB. Iæ surnageant (cytosol) ast

congelé à -80oC par aliquots de 05 ml. Iæ culot de microsomes est repris par I ml de milieu

de reprise, homogénéisé et congelé à -80oC par aliquots de 02 mL

fr|2.4. Le sang

Recueilli dans des tubes citratés, il est centifrrgé 10 min à 3.000 E/min- Le plasma et la

couche de leucocyæs sont éliminâs par aspiration à la pipene Pasteur ; le culot de globules

Kruges est homogénéisé, dilué au demi dans de I'eau distillée, aliquoté par 0,5 ml et congelé à
-80'c.

M. Traitement des organes destinés à la recherche d'adduits à

I'ADN

Eunt donné le faible poids du poumon (1,5 g en moyenne), les organes sont regroupés en

pool, chaque pæl conespondant À un lot dbxposition Une partie de ces pools est de.stinée à
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la recherche d'adduits, I'autre partie à la mesure des activités EROD, PROD et BROD. Dans

un souci d'homogénéité,les foies sont également poolés.

W3.1. Matériels et réactifs

- tampon phosphate-KCl-EDTA: tampon phosphaæ 0,05 M pH7,4 + KCI l,l57o + EDTA

10 mM,
- tampon phosphaæ-KCl-EDTA-SDS : tampon phosphate 0,05 M pH7,4 + KCI l,l5% +

EDTA 160 mM + SDS 5,6Vo.

fV32. Le foie

Avant dêtre prélevé, le foie est perfusé par la veine cave inférieure, avec 50 ml de tampon

phosphaæ-KCl-EDTA froid, puis mis dans un bécher contonant çe tanpon, dans la glace.

Lorsque les foies constituant un pool sont pélevés, ils sont homogénéisés à lUltra-Turrax@,

avec du tampon phosphate-KCl-EDTÀ à raison de I vol de foie pour 2 vol de tampon Après

pélèvement et congélation de ce qui est nécessaire à la préparation des microsomes (12 ml),

du tampon phosphate-KCl-EDTA-SDS est ajouté à raison de 1 vol pour 3 vol dhomogénar

On obtient un homogénat de foie (à 257o) dans du tampon phosphaæ 0,05 M + KCI t,l1% +

EDTA 50 mM + SDS 1,4%.

fV33. Le poumon

Iæs poumons sont prélevés, perfusés avec l0 ml de tanpon phosphate-KCl-EDTA, Puis mis

dans un bécher contenant ce tampon, dans ta glace. Lorsque les poumons constituant un pool

sont pélevés, ils sont homogénéisés ur Pouer, aveo ce même tampon, à raison de I vol de

poumon pour 5 vol de tampon Après prélèvement et congélation de c€ qui est nécessaire à la

préparation des microsomes (10 ml), du tampon phosphaæ-KCl-EDTA-SDS est ajouté à

raison de 1 vol pour 3 vol dhomogénaf, On obtient un homogénat de lpnmon (ù 125%) dans

du tampon phosphaæ 0,05 M + KCI l,l57o + EDTA 50 mIU + SDS 1,47o.

Les échantillons ssal imm{diatement congelés à -80oC, pour êre ultérieurement envoyés

dsns de la carboglace@ ao Iaboraoire de Biologie Végétale Appliqu& de Strasbourg, où le

Professeur Benoit Rether et son équipe effecnrent les dosages d'adduits par post-marquage au

T[3æ]-ATP.
Pour des raisons pratiques, les homogénaB ont été congelés à -80oC lors de la

préparation de.s fiactions nécessaires à la recherche d'adduits à I'ADN.Iæs proportions de foie

et de poumon dans ces homogénats sontrespectivement de ll3 et 1/6. Pour les ramener à'25%

etl2!%,il suffit de rajouær I vol de bmpon phosphare-KCl pour 3 vol dhomogénat
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*qY D"
résoruftne

(fluorescente)

v. MESURE DES BTOMARQUEURS

V.1. Activités cytochrome P-450 dépendantes

V.1.1. Activttés alkoxyrésorufine O-désalkylases

La désalkylation des alkoxyrésorufines (7éthoxy-, 7-benzoxy- et 7-p€ntoxy-résorufÏnes) par

les monooxygénases à cytochromes P-450 conduit à la formation de ésorufine, produit

fluorcscent quantifié paf spectrofluorimétie (selon Riftind & Muschich 1983).

7- éthoxyÉsorufine

MotérfuIs etréactifs
- milieu d'incubation : sysême égénérant de NADPH composé de glucose 6-

phosphaæ 5 mM, NADP 05 mM (éactifs fournis parBoehringer-Manheim, France) dans un

rampon phosphaæ 0,2 M pH 7,4 et glucose Gphosphaæ déshydrogénase I unité (ajoutée

extemporanément),
- substrats : en solution dans du DMSO, ils sont conservés en aliquots à -20oC. Quatre

solutions sont utilisées : 7éthoxyrésonrfine (7-R) : 0,1 mM,7-pentoxyrésorufine (7-PR) :

0,1 et 0,125 mM et7-benzoxyrésorufine (7-BR) :0,1 mM,
- acétone,
- solution de référence : Rhodamine B (50 ngml),
- spectrofluorimètre (Iobin-Yvon SY 3 D).

Métûwrc dc tnosure

Les activités alkoxyésorufine O-désalkylases sont mesurées sur des fractions

microsomales de foie ou de poumon. La réaction est effecnrée à +37"C. A 05 ml de milieu

d'incubation sont ajoutés 10 ttl de substrat et de l'eau distillée qsp I ml (volume final). La

réaction est démarrée par I'ajout des microsomes ; elle est stoppée par I'ajout de 2 ml

d'acétone, apràs un temps d'incubation à +37oC de quelques minutes (voir ci-de.ssous). Læs

firbes sont alorr cenrifugés à {4oC à 3.000 tr/min pendant 5 minutes.

La fluorescence du surnageant est déærminée au spectrofluorimèue à une longueu

d'onde d'excitation de 537 nm et une émission à 583 nrn. Elle est comparÉe à la fluorescence
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d'une solution de référence (Rhodamine B) lue dans les mêmes conditions. L'activité est

exprimée en pmol par mg de protéines par minute.

Conditîons dc linêarilé
- Activité 7-éthoxyrésorufine-O-dééthylase (EROD) : la concentration du substrat (7-

ER) ast de lfi) pM. t-ss temps d'incubation pour le foie et le poumon sont respectivement de

2 et5 min, le volume de microsomes est de 50 pl dans le.s deux cas.
- Activité 7-benzoxyrésorufine O4êbenzylase (BROD) : la concentration du substrat

(7-BR) e.st de 100 pM, le temps d'incubation e.st de 5 min. Iæ volume de microsomes de

ponmon est de 20 Ff contre 50 pl pourle foie.
- Activité 7-pentoxyrésorufine O-dépentylase (PROD) : la concentration en 7-PR est

de 100 pM (fore) etl25 pM (poumon).læs tsmps d'incubation pour le foie et le poumon sonl

rcspectivement de 2 eti min avep 50 Fl de microsomes.

Lors de fortes inductions, il est parfois nécessaire de diminuer les prises d'essai. A titrre

indicatif, les teneurs en protéines dans les microsomes de foie et de poumon sont

respectivement de I'ordre de20 et 6 mg/nl

V.12. Acûvité 4-nitrophénol hydroxylase

Le cytochrome P450 2E1 métabolise le 4-nirophénol en 4-niuocatéchol qui est mesué par

spectrophotométie ù546 nm @ehke & Moyer, 1985).

Le milieu d'incubation est le même que pour les activit4s alkoxyrésonrfine O-

dAsaltytases. A I ml de ce milieu sont ajoutAs 50 ltl de microsomes et de I'eau distillée qsp 2

ml de volume final. La réaction est démarrée par ajout de?n pl de substrat (4-nitrophénol à

20 mM dans du méthoxyéttrarrol). Après 10 (foie) ou 20 min (poumon) dTncubation à +37oC,

la réaction est aneÉe par 0,5 ml dTIClOl (0,6 1rI). Après centifirgation (5 min à 3.000

tr/min), 2 ml de surnageant sont pélevés et additionnés de 02 ml d'une solution de soude (10

N). Uabsorbance estlue à% nm (ec.rc"ror= 1028 mM-l.cm-l).

Ia réaction est linéaire pendant au moins 15 min avec 0,4 à 1,4 mg de protéines

microsomalqs (foD.

V.13.Ihsage du cytocùrone P-450 total

la teneur en cytochromes P450 des fractions miclosomales est déærminée selon la méthode

spectrophotoméuique de Masuban et aL (1976). A l'état réduit et en présence de monoxyde

de carbone, le cytocbrome P-450 absorbe entrc 4(X) et 500 nm, ayec un pic à 450 nm. Ce

dosage global ne permetpas de différencier les formes de cytochrome.s P45CI

Iæs microsomes, dilués 15 fois dans du tampon phosphaæ 0,05 M, pH7,4 additionné

de l,l5% de KCl, sont soumis à un bullage de CO pendant t min, puis la suspension est

épartie dans derx cuves. Après traçage d'une ligne de base ente 400 et 500 nm, une pointe
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de spatule de dithionite (réducteur) est ajoutée dans I'une des cuves. Un speche différentiel est

alors racé entre 400 et 500 nm. La teneur en cytochrome P-450, déærminée à partir de la

hauteur du pic et en prenant un coefficient d'extinction molaire de lM mM-l.cm-l (Matsubara

et aL,1976), est exprimée en nmoUmg de protéines microsomales.

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

V2.1. Catalase

La caulase Frmet la décomposition du peroxyde dhydrogène (HzOd en eau et en oxygène.

Iæ proxyde dhydrogène absorbant ù2Æ nm, sa disparition permet de mesurer directement

I'activité catalasique par lecture en continu au spectrophotomète (Beers & Sizer, 1952).

I-es échantilons (fractions cytosoliques de foie et de poumon, hémolysat) sont dilués

dans du tanpon phospharc 0,05 M, pH 7 (respectivement 8.000, lfi) et 5.m0 fois). I-e milieu

éactionnel est composé de 2 ml d'échantillon dilué et do I ml d'une solution aqueuse de

peroxyde dhydrogène (10 trM). L'activité caalasique e.st mesurée à +25oC par la diminutiea

de I'absorbance à 240 nrn conespondant à disparition du peroxyde dhydrogène. ta éaction

est linéaire pour une prise d'e.çsai contenant 5 pg de protéinas (au moins) pour le foie, 02 mg

de protéines pour le poumon et 60 mg d'hémoglobine (Hb) pour lhémolysal" Iæs activités

sont exprimées en mmoles ou pmoles d'HzOz consommées par minutes par mg de protéines

(fractions cytosoliques) ou par g dHb (hémolysats).

V 2.L Glutathion peroxydases

La gluathion peroxydase catalyse la éduction das hydroperoxydes (ROOID par oxydation du

glutarhion réduit (GSH), en présence d'un système régénérant de NADP. La éduction de.s

hydroperoxydes provoque lbxydation de NADPH en NADP : la disparition du NADPH,

suivie à 340 nm (e = 6,22.1tM-l.cm-1), permet de mesurer I'activité glutathion peroxydase

(Pagli,r & Valentine, 1967).

ROOE 2 GSH

::)

Glutathiôn rfiuctase
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Deux substrats sont utilisés : lhydroperoxyde de cumène permet la mesure de I'activité

glutathion peroxydase totale, alors que le peroxyde d'hydrogène assure la détermination de

I'activité Se-GSH-k seule (Lawrence & Burk, 1976).

Les échantillons (fractions cyosoliques de foie et de poumon, hémolysat) sont dilués

dans de I'eau distillée, respctivement 10, 4 et l0 fois. Lhémoglobine pouvant inærfércr dans

les dosages (Cross et al., 1979), elle est éliminée par deux æchniques : la glutathion

peroxydase des fractions cytosoliques (5 volumes de I échantillon dilué) est extraite par de

l'éthanol (2 volumes), alors que lhémoglobine est précipitée par du chlorofotme (2 volumes)

et les deux fractions sont séparées par cenuifugation (10 min à 9.000 g) ; les hémolysas sont

incubés 30 min à æmpérature ambiante avec un volume égal de réactif de Drabkin

doublement concentré (KCN 1,6 mM, NaHCq 23,8 mM, KgFe(Ct{)e 12 mM en solution

aqueuse), ce qui pennet de transformertoute lhémoglobine en cyanméthémoglobine.

Iæ milieu éactionnel (volume final I ml) est constitué de tampon phosphale (0,05 M

pH 7, 800 trt) additionné de 1,29 mM d'EDTA et 1,29 mM d'azoture de sodium. Ces deux

additif$ pennettent de bloquer I'activité catalasique apportée par les échantillons, qui pourrait

inærférer lors de la mesure de la Se{SH-P)L Læs éléments essentiels au fonctionnement de

I'enzyme sont présents dans ls milisu, à savoir du glutathion réduit (0,5 mM) dont la

concentation est maintenue constante par la présence de glutathion réductase (0,05 U/ml) et

de NADPH (0,075 mM). Tous ces éléments sont apportés à raison de 50 pl chacun. Les

concentrations indiquées correspondent à la conoenûation finale dans le milieu réactionnel.

L'échant'rllon (10 à 50 Ul d'extrait éthanolique) est incubé deux minuæs à +37oC dans ce

milieu et la réaction est démarrée par ajout de 50 pl de substrat (0,75 nM). La réaction e.st

linéaire pour une prise d'essai contenant 20à,70 pg de protéinas (fractions hépatiques), 100 à

180 pg de protéines (fractions prrlmonâfu€s) et moins de75 pg dÏ{b pour les hémolysaS.

Une unité d'activité en4matique de glutathion peroxydase correspond à I'oxydation de

I Fmole de glutathion, soit la disparition de 0,5 pmole de NADPH par minute par

milligramme de protéine ou paf, gramme dïIb.

Y23. Superoxyde dimutase

La superoxyde dismutase a pour fonction de détrufue I'anion superoxyde par dismuAdon. Son

activité a été mesurée par inhibition de I'auto-oxydation du pyrogallol selon la méthode de

Marklund & Marklund (1974). En présence de l'anion superoxyde, le pyrogallol (1,2,3-

trihydroxybendne) s'auto-oxyde en pyrogalline ; la SOD est capable d'inhiber cette éaction

@n 5%) en dismutant I'anion superoxyde.

Les échantillons à doser (fractions cytosoliques de foie ou de lxlumon, hémolysat) sont

dilués dans de lbau distillée (respectivement 10, 2 et 5 fois) puis subissent une extraction

éthanolique afin d'éliminer lIIb. Iæ milieu réactionnel est constitrré de tampon Tris-acide

cacodylique (50 mM) additionné d'acide diéthylènetrianine pentaacétique (1 nM). Il est
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primordial que le pH de ce tampon soit ajusté à 8,22 + 0,02 (à +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 pM) et un volume de pyrogallol (10 pM) à déærminer (4O à 50 pl) afin

d'obtenir une variation d'absorbance maximale de 0,020 unités par minute. La mesure de

I'activité des fractions æstées e.st effectuée de la même façon, avec une prise d'essai de 50 pl.

L'inhibition de l'auto-oxydation par la SOD est linéaire jusque 65 Vo d'irrhibition selon une

gamme étalon effectuée avec de la SOD bovine (60,8 U/ml). Ia éaction est linéaire pour une

prise d'essai contenant 7 ù75 pg de proéines (fractions hépatques), 90 à 180 ttg de protéines

(fractions pulnonaires) ou 0,07 à0,25 mg dTIb pour les hémolysats. Cela revient, en général,

à ne pas dépasser un taux d'inhibition de 407o. Une unité d'activité enzymatique de SOD est

définie comme la quantité dbnzyme capable d'inhiber de 50 7ol'oxydaaon du pyrogallol dans

les conditions du dosage.

V3. Dosage des protéines et de I'hémoglobine

Læs protéinas sont dosées rclon la méthode de lowry, modifiée par Hartee (Hartee, 1972).

Trcis solutions sontnécessaires àce dosage:
- solution A : tartraæ de sodium et potassium 7,1 mM, NazCOg anhydre 0,95 M, NaOH 05 N
- solution B : tartrare de sodium et potassium 70 mM, CuSO+ 40 mM, NaOH 0,1 N
- solution C : éactif de Folin€iocalteu (Cado-Erba) dilué 16 fois dans I'eau

Iæs fractions à doser sont diluées dans de I'eau distillée. Un ml de dilution est mélangé à 1 ml

de solution A Après lQ min à +5OoC et refroidissement, on ajoute 0,1 ml de solution B. Le

mélange est alors incuH 10 min à æmpérature ambianæ, puis 3 ml de soluton C sont ajoutés.

La tecnre se fait à 650 nm après incubation 10 min à +50 oC. Létalonnage 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 I'action du réactif de Drabkin (Drabkin & Austin 1935). Le dosage

esteffecnré sur des hémolysas dilués 40 fois dans I'eau distilée. Douze;rl sont mélangé.s à 3

ml de solution de Drabkin (réactif de Drabkin (1 flacon) + 0,5 ml de solution de Brij (Sigma),

eau qsp 1 lire). L'absorbance est mesurée à 5,m nm apês 30 min d'incubation à æm$ranre

ambianæ à I'abri de ta lunière. La droiæ d'étalonnage est effecnrée avec un standard dTIb

(Signa). [æ.s æneurs en Hb sontexprimées en grammes pour lfi) mL

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

La recherche de.s adduits à I'ADN a été éalisée au Laboratoire de Biologie Végétale

Appliquée de Strasborg, par M. le Professeur Benolt Rether et son équipe. Les

manipulations n'ayant pas été effectuées par nos soins, nors n'enrerons pas dans les détails de

la manipulation
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V.4.1. Extraction et purifrcation de I'ADN

I-es échantilloilr sont des homogénats de foie et de poumon, dans du tarnpon phosphaæ 0,05

M + KCI l,l57o + EDTA 50 mM + SDS t,47o. Ces homogénats contiennent respctivement

25% etL2,57o d'organe frais (poiddpoids).

La méthode de post-marquage des adduie au 1pzpl-eTp mise au point par Randerath

et al. (1981), s'effectue in vitro, après extracton et purification de I'ADN des tissus à

analyser. tæ.s acide.s nucléiques sont extraits par passage sur une colonne de DEAE-cellulose

(échangeuse d'anions). L'ARI.I 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 aquelrce et quantifié en sachant qu'une unité de

DO à 260 nm conespond à 50 pg d'ADN par ml.

Y.4.2.Hydrotyse de I'ADN et enriclissement par la nudéase Pl

Une quantité eonnue d'ADN (environ 10 pg) est hydrolysée en désoxyribonucléosides-3'-

monophosphaæ (dNp) par action d'une endo- et d'une exonucléase (respectivement, nucléase

micrococcale et phophodiestérase de raæ). InitialemenL la méthode de Randerath et al. (1981)

préconisait alors de pratiquer le marquage, mais il est préférable de procéder à un

enrichissement des nucléotides modifïés (Reddy & Randerath, 1986) : la nucléase Pl

déphosphoryle les dNp non modiliés en désoxyibonucléosides, alors qræ les dNp modiliés

(poræurs d'un adduit) ne sont pas atteints (figure 36). Cetæ êtape permet d'améliorer la

sensibilité de la méthode d'un facteur 100 à 1.000.

V.43. Marquage au {rzPl-AIP

Iæ.s adduits sont marqués par transfert d'un groupement phosphate marqué au 32P (sinré en

position 7 de I'ATP) sur le groupement hydroxyle en 5' des dNp modifiés, sous I'action

caralytique de la polynucléotide kinase T4. Iæs désoxyibonucléosides obtenus apÈs action

de la nucléase Pl ne tnnt pas substrats de cette en4rme. Iæs étapes d'hydrolyse et de

maryuage sont représentéas sur la figure 36.

Après ces différents traiæments,les échantillons contiennent finalement: les enz5tmes

utilisées, les nucléosides dérivant des nucléotides normaux et les nucléosides-3',5'-

diphosphaæ modifiés, marqués au 32P en position 5'. Les nucléosides-3',5'-diphosphate

modifiés vont etre purifiés et sépaés par chromatographie échangeuse dïons sur couche

minæ.

V.4.4. Séparation des adduib par eùromatographie bidimensionnelle

Iæs adduits marqués sont séparés pt 4 chromatographias successives sur plaque de

plyéthylèneimine-cellulose @El-cellulose). Ces chromatographies sont notées Dl, D2, D3 et
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D4. Les désoxyribonucléosides-3',5'-diphosphaæ modifiés sont plus hydrophobes que les

autres constituants du milieu, du fait de la fixation du xénobiotique. Une chromatographie

échangeuse d'anions permet d'entraîner les éléments hydrophiles du milieu réactionnel,

(tampon d'élution : sodium-phosphaæ), les adduits restant à I'origine de la plaque (migration

Dl, durée minimum 16 heures). Après migration, les dépôts sont localisés par

autoradiographie et les rectangles conûenant les dépôts sont découpés et appliqués sur de

nouvelles plaques de PEl-cellulose. La migration D2 se fait dans un solvant de force ionique

éLev&, (tampon lithium-formiaæ 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 ensuiæ liavées, séchées, et le front de

migration est éliminé. La troisième migration s'effectue perpendiculairement à la précédenæ,

afin d'obænir une chromatographie bidimensionnelle : après une pémigration (effectuée dans

du tanpon Na2tIPOa 0,06 M, pH 6,4), la migration D3 s'effeætue avec du tampon Na2HPO4

0,06 M, urée 6 M, pH 6,4 (environ 2 heures). Ia migration terminée,les plaques sont lavées,

séchées, subissent une prémigation dans I'eau, puis une migration dans du tâmpon NazHPO+

lJM, pH 6O @4, une nuit). Cetæ dernièrc migration sbffecnre dans le même sens que la

migration D3. Lbxisænce d'une radioactivité ésiduelle liée à la fixation aspécilique de32P

étant inévitable, cette dernièrc migration permet d'éliminer la radioactivité provenant de

produits non hydrophobas.

Iæs adduits sont révélés par exposition de films radiographiquas, en pésence d'un

écran intensificateur, pendant 24 heures à -70oC. Le développement des films montre les

taches correspondant aux différents adduits marqués au 32P. Iæ nombre, la localisation et

I'intensité de ces taches sont caractéristiques de l'échantillon. Après repérage et codification

des taches, la PEl-cellulose peut êfe graUée de son support plastique et récupérée dans un

nrbe Eppendorf (un hrbe par tache). La radioactivité résiduelle sera mesurée à partir d'une

zone saui adduits par comptage Cerenkov dans un comptour à scintillation L'activité

spécifique de I'ATP permet de calculer le nombre de fuoles d'adduits par mg d'ADN : sachant

que 1 fuol d'adduits par mg d'ADN Quivaut à 0,33 adduits pour lP nucléotides (Nt), il est

alors possible de déduire le nombre d'adduits pour 10 Nr Iæ seuil de déæction de cece

méthode est de I adduit pour 1@ Nt, soit moins de 1 adduit par génome pour une cellule

(humaine).

V.5. Recherche d'altérations du système immunitaire

V5.1. Réponse anticorps primaire : lmmunisation par la KLH

Le but de ce6e exffrience est de methe en évidence une modification de la réponse anticorps

primaire vis-à-vis d'un antigène Tdépendant (premier contact). Une suspension de I'antigène

(KIII) est injectée par voie intraffritonéale à des rats préalablement exposés au sol pollué

Repl.Itr ou à une litière de sciure. Après quelques jours n@ssaires à la synthèse des premiers
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anticorps spéciliques (IgM) de I'antigène injecté, les IgM sont dosés sur des échantillons de

sang.

Y.5.1.1. Immunisadon des rats

Des suspensions de KLH sont effectuées dans du PBS pH 7,4 stérile à partir de KLH soluble

(Signa) et mélangées avec un égal volume aver. d'alun (Sigma). Trois doses de KLH (A : 50

pg, B : lfi) pg et C : 2AO pg par rat) ont êtÉ te.stée.s sur un lot témoin CI) et un lot "Repl.[f

afin de déærminer quelle dose donne la meilleure éponse. Læ.s injections i.p. se font sous un

volume de 200 pl par rat

V5.12. Prélèvement du sang

Du sang aêtéprélevé à I'oeil sur des rats anesthésiés au CO2 à I'aide d'une piptte Pasteur au

4ème, 5ème 4 7ène jour apês lTmmunisation (respectivement, Ja,J5 etfi). Le sérum obtenu

apràs centifrrgation du sang à 3.0m E/min pendant 10 minutes a été congelé à -20oC.

V5.13. Dæage des IgM anti-KLE

MotérfuIs ctréacd.fs
- tampon PBS : tampon phosphaæ 0,01 M pH7 A + NaCl 120 mM + KCI 2,7 mN[
- solution de lavage: tampon PBS + Tween 20 0,05%,
- tampon de saturation : tampon PBS + Tween 20 0,057o + sérum albumine

bovne37o,
- anticorps de chèrre anti IgM de rag marqué.s à la peroxydase (Pierce 3L476),
- KLH : "IGyhole gp6 rimpet ttremocyanin" (Sigma EnOn),
- système de révélation de la peroxydase (Kirkegaard & Perry Iaboratories),
- HgPOn, lM,
- plaques 96 puits,IMMLJIJON m (Dt'nat€ch),

- lecæurdeplaques.

Mét.oile de nusarc

tr sagit d'un dosage ELISA ("Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay") indirect Le

principe de ce dosage est décrit stu lia figure 37. Dans une première étape,l'antigène (KLH I

mgml dans du PBS, 200 Fl) est fixé à la surface plastique des puits de la plaque de dosage

pendant une nuit à +4'C (pha"" de ncoating"). Après 3 lavages, 200 pl de tampon de

sahration sont distibués dans tous les puits, afin dEviær le.s fîxations non spécifiques de

l'anticorps (1 heure à æmsrature ambianæ). Dans une deuxième êtape (apès 3 lavages), les

anticorps anti-KLH (sérum de rat dilué au l/10 ou au l/lfi) dans du tâmpon de sanuarion)

sont ajoutés 0a dilution du sérum doit permettre d'êue en exês de site.s antigènes). Un

contact de dÊux heures à +37oC permet la fixation spécifique des anticorps anti-KLH sur les
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molécules de KLH attachées à la paroi. ApÈs 3 lavages, 200 pl d'anticorps de chèue anti-

IgM de rat (dilués au 1/200 dans du PBS) marquâs par la peroxydase sont ajoutés. Après une

heure de fixation à +37oC et 3 lavages, I'activité enzymatique est évélée : les deux réactifs du

kit de révélation sont mélangés exæmporanément (volume à volume). Deux cent pl de ce

mélange sont déposés dans les puits. Apês 10 min d'incubation à +37oC, la réaction est

arreÉe par 50 pl d'acide phosphorique 1 M. L'activité enzymatique est lue sur un lecæur de
plaquas (1, = 450 nm). L'absorbance e.st directement proportionnelle à la quantité d'anti-IgM

r€tenus, donc à la quantité dIgM de rat pésents.

Les résultats sont exprimés en unités arbiraires, puisque nous n'avons pas pu réaliser

de courbe étalon (il n'existe pas dIgM anti-KLH commerpialisés). Les puits témoins sont

traités de la même façon que les auû€s puits, mais le sérum de rat est remplacé par du

tampon-

V5â Ntération thymique et activité NK des splénocytes

V52.1. Réponse cellulatre an niveau du lùymus

Iæs ras ont été asphpiés au CO2. Iæur thymus a été pélevé rapidement et immédiatement

plongé dans un bain de fixaæur histologique (formol 10% dans de I'eau physiologique)

pendant au moins 24 heurcs. La raæ a été pélev& dans des conditions aseptiquas pour la

mesure de I'activité NIC

Læ.s thymus fixés sont inclus dans de la paratrine, coupés en fines lamelle.s (4 pm) et

disposés sur des larnes. Une coloration topographique classique (hémalun-phloxine ou éosine)
permet de différencier le noyau du cyoplasme. L'ensemble de ces opérations a été effecué

par Mme Cottin, au sein du service d'Histologie de I'Ecole Vétérinaire. [-es coupes sont

observées au microscope optique, ayec un grossissement x 40. Cela permet d'avoir une vue

dbnsemble de la densité cellulaire du cortex et de la médullaire thlmiques.

Vsz2.Mesure de I'activité NK

Lss rats dont le thymus a êté, pÉlevé ont également êtê utilisâs pour la mesure de I'activité

Natural Killer de leurs splénocytes. La mesurc de ceue actiyité nécessiæ l'ntilisation d'une

lignée cellulaire (YAC-l) qui doit incorporer du chrome radioactif €lCr). Pour des raisons de

réglementation et de sécurité, ces expériences ont été effecuées paf, mes soins dans le

laboratoire du Professeur Marie Favrot, à lbôpial Iéon Bérard, Lyon Iæ contact entne les

oellules NK et les cellules cibles marquées provoque la lyse de ces cellules et la libération du
5rCr qu'elles contiennent Des problèmes techniques (contamination de la lig!ée de cellule.s

cibles par des mycoplasmes) nous ont empêchés de mener à bien cas manipulations. Nous ne

développrons donc pas davantage la technique.
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V.6. Dosage des polychlorobiphényles

[æ dosage des PCB a étÉ gracieusement effectué par M. Philippe Berny, au Laboraoire de

Toxicologie Vétérinaire (Ecole Vétérinair€ de Lyon).

Les dosages ont été réalisés à partir des homogénas péparés lors du broyage de.s
organes de.stinés à la mesure des activités enzymatiques microsomales. Les homogénats de

foie et de poumon sont respectivement, à,25% et l2,5%o dans du tampon phosphaæ 0,05 M,

pH7,4 + KCI l,l5%. tÆs PCB ont égalementétê do$s sur le sol SItr.

V.6.1. Extraction

Un à 1,5 ml de l'échantillon est mélangé à 5 ml de mélange hexane/acétone Q5125). Apràs

une centrifugation de 5 min à 3.000 E/min, le surnageant est filtré sur filtre I PS (reænant

l'eau) dans un ballon. Après évaporation, le ésidu sec est repris par 5 ml du mélange
hexane/acéone et extrait une seconde fois. Le ésidu sec est ensuite repris par l0 ml dhexane.

V.62. Purifications

Les échantillons ont subi deux purifications : une hydrolyse acide et une hydrolyse alcaline.

Deux ml dTIzSO+ ù7% sontajoutés aux l0 nl d'exnait, dans un tube vissé. Le tube ast agité

au vortex puis centrifugé au moins 10 min à 3.000 t/min. Iæ surnageant (phase hexanique)

est récupéré, évapoé et le ésidu sec est repris dans I ml dhexane Q'échantillon est concentré

dix fois). Ceue hydrolyse permet d'éliminer des molécules organiques (acides gras).

L'extrait obtenu après lhydrolyse acide (1 ml) est mélangé avec I ml de potasse

éthanolique ù2%.Iæ tube e.st immédiatement revissé et agité pendant 1/2 heure dans un bain-

marie à +50oC. Après refroidissement du tube, 2 ml d'eau ulna-pure sont ajoutés. L€ tube e.st

agité vigoureusement pendant ),min, puis cenrifugé 10 minutes à 3.000 tr/min Le surnageant

(phase hexanique) est tranwasé dans un autre hrbe vissé et oet extrait est purifié avec 1 ml

d'HzSOc à77o. Le tube est agité au vortex puis centifugé 10 minutes à 3.m0 F/min. Iæ

surnageant transvasé dans un tube yissé e.st prêt pour I'analyse en chromatographie gazeuse.

Ces hydrolyses détruisent les acides gras et les organochlorés, à l'exception des PCB, de la

DDE, de lhexachlorobenzène, du bêta HCB, de lheptachlore et du lindane.

Y.63. Ctromaûographie en phase gazeuse

Iæs analyses ont été effecurées $r un chromaographe Hewleu-Packard 5890 tr GC (ECD),

quipé d\rn détecæru à capture d'élecrons 63Ni.I,acolonne capillaire utilisée me$u€ 60 m de

long, porr un diamèue intérieur de 0,25 mm et une épaisseur de filn de 0,25 pm (Re.sæk

RTX 5% diphényle - 95% diméthylpolysiloxane) . L'amte est utilisé comme gaz yecteur. L€

four e.st porté à une t€,mÉmture de 75oC pendant 2 minutes ; la æmpérature augmenæ de

15oC par minute jusqu'à 150oC, puis de t,2o9 par minuæ jusque +3fi)oC (soit une durée
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totale de 132 minutes). Ia æmffrature de I'injecæur et du détecæur est de +250t et +3fi)oC

respectivemenl Un à 2 ttl de l'échantillon sont injectés en mode nsplitless".

[æs congénères les plus foræment repré.sentés dans le foie, le poumon ou le sol SItr

sont identiliés et quantifiés à I'aide de standards de référence (Ets Cluzeau, Sæ Foy la Grande,
France) : congénères #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 congénères mesurés sont dans I'intervalle

d'acceptabilité du BCR

V.6.4. Expression des résultaE

La concentration en PCB dans les échantillons de foie ou de poumon est exprimée en ng/g

d'organe frais (ppb) ; lqs concentrations dans le sol SItr sont exprimées en pglg de sol (ppm).

Lbxpression de nos résultats en Aroclor@ e$ basée sur les pics majoritaires faisant partie de

chaque Aroclor@. La æchnique étant validée, une simple êgle suffit à calculer les

concentrations en équivalent Arcolor@ présentes dans l'échantillon. Le calcul de la

concentration en FCB en équivalent Aroclor 1254@ est effecnré indépendamment du calcul

en Aroclor 1260@. Par conséquent, les concentrations de chaque congénère et de chaque

Aroclor@ ne sont pas additives (contairement aux résultats foumis par IIRII).

V.7. Dosage des métaux lourds

Le plomb, le zinc et le cadmium ont été gracieusement dosés au Laboratoire de Toxicologie

Vétérinairc sur les homogénaæ de foie et sur les sols SItr et SIV.

Quatre ml dhomogénat de foie sont pesés dans une barquette en aluminium.

L'échantillon est alors plaé dans une étuve à +lffi"C pendant 48 heures, ce qui permet

ensuiæ de déærminer le pource,nage dhumidité. Iæ prélèvement s€c est écrasé avec un pilon,

jusqu'à obæntion d'une poudre fine. Un gramme de poudre est placé dans une capsule de

porcelaine pour être minéralisé au four à +650"C (pendant 12 heures). Cinq ml d'acide

nitrique concentré (exempt de plomb) sont ajout4s aux cendres. Apès évaporation à sec sur

une plaque chauffanæ, le ré.sidu est repris par 2 ml dbau distillée et filté dans une fiole de

l0 ml sur un filue 42 sans cendres. [a capsule e.st rincée avec de lbau, le tout est refrlmé et la

fiole ajustée avec delbau.

Le plomb, le zinc et le cuinre sont dosé"s selon une méthode photomérique, à I'aide de

kits commercialisés (respectivement 14833,14566 et 14834, Merck). Touæs les teneurs en

métaux mesurée.s sont dans I'inærvalle d'acceptabilité du BCR [.es teneurs en plomb, zinc ou

cuivre sontexprimées en pg par glamme de matière sèche.
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vI. TMTTEMENTS STATISTIQUES

Chaque valeur est la moyenne de deux essais indépendants. L'homogénéité des variances a été

vérifiée par le test de llartley (n identiques) ou de Bartlen (n inégaux), à 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 æsts ANOVA de Dunnen

(n égaux) ou de Bonferronni (z inégaux) ont été réalisés. Afin de mieux préciser le niveau de

significativité de la différence entre deux lots, le test f de Student a parfois été utilM.

Lors du rcgroupement de résultats obtenus par différentes séries d'expérimentation,les

droites de régrassion ont été établie.s à partir des valeurs individuelles, modiliées de façon à ce

que les différentes séries de mesures effectuées sur un même sol, mais menées

indépendamment, puissent être traitées conjoinæment : la différence entre I'activité de base

moyenne de chaque série et l'activité de base moyenne de toutes les séries se rapportant au

même sol a été retranchée des activités individuelles de la série conespondante. Iæs analyses

de égassion ont été établies enûe le logarithme du pourcentage de sol pollué dans la litièrc et

le logarithme des activités individuelles ainsi recalculées, la transfotmation logarithmique

permettant de rendre les variances additivqs. La égxessionaêtÉ testée avec le coefficient de

régression r, à I'aide d'une table des coeffrcients de régression
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R.ÉsuLTA.Ts ET Dtscuss[oN

I. MESURE DE BTOMARQUEURS ENZYMATTQIIES CIJE7, DES SURMULOTS

cApruRÉs suR LE srrr np Rrpr,oNGEs

Cinq surmulots mâles et trois femelles ont été capturés dans la zone II du siæ pollué de

Replonges. Iæs activités monooxygénases et les activités enzymatiques de défense conEe le

stress oxydant ont été mesuées chez ce.s animaux et comparées aux mêmes activités mesurées

sur des surmulo6 élevés en semi-liberté capturrés à la même période (figures 38 et 39). Iæs

teneurs en cytochromes P450 sont présentées dans le tableau 14. Le.s activités mesurées sur

dqs rars de laboratoire sont présentées en parallèle.

I.1. Résultats

L1.1. Activit6 monooxygénases et teneurs en grÛochrome P-450

L1.1.1. Activitê monooxygénases

Les profils dbxpression des activité.s monooxygénases dans le foie et le poumon du rat de

laboraroire sont différents : I'activité EROD est plus fortement exprimée dans le foie (enre 20

et 4O pmoUmin/mg prot) que dans le poumon (de I'ordre de I pmoUmin/mg prot). Par conEe,

le.s activités PROD et BROD sont plus fortement exprimées dans le polrmon que dans le foie.

L activité +NP hydroxylase hépatique est légèrement plus foræ que I'activité pulmonaire.

Iæs activités monooxygénases hépatiques sont présentées sur la figure 384. L€s

activités PROD et 4-NP hydroxylase mesurées chez le.s rats de laboratoirc mâles sont

supérieures à celles des surmulots élevés en semi-liberté. Chez les femelles, les quatre

activités monq)xygénases sont plus fortes chez les rats de laboratoire que chez les rats

sauyages provenant du terrarium. Pour les deux scxes,les activités EROD, PROD et BROD

sont significativement plus élevées chez les raLs capnuâs sur le siæ pollué que chez les rats

sauyages élevés en terrarium : ce.s activités sont rc,spectivement induites 2,3 et2 fois chez lqs

mâles et 3,5, 8 et 4,5 fois chez les femelles. On n'observe pas de différence d'activité 4-NP

hydroxylase enEe les derx gfoupas de rats sauvages, mâles ou femelles.

Pour les deux sexes,les activités EROD pulmonaires (frgurc 388) mesurée.s chez les

rats de laboratoire ou les rats sauvages capnrés au terrarium ne sont pas différentas entre

elles. Par contr€, les activités PROD et BROD sont baucoup phrs élevées chez les rats de

laboratoire mâles (respectivement 3,5 et 5 fois) et femelles (raspectivement 9 et 1l'6 fois).

Ces activités, mesurées chez les raB prcvenant du siæ de Replongas, sont 3,5 à 5 fois

supérieures à celles des rats du terrarium, mais sont plus raibles que celles des rats de

laboratoire. Lactivité 4-NP hydroxylase est plus élevée chez les rats de laboratoirc femelle.s
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que chez les rats du ærrarium, mais aucune modification significative n'est observée chez les

rats provenant du site pollué. Chez les mâles, rats de laboratoire et rats du siæ pollué ne

présentent pas de différence d'activité 4-NP hydroxylase par rapport aux rats du terrarium.

Ll.l.2. Teneurs en cyûochrome P450 total

Il n'existe pas de différences significatives enFe les trois groupes de rats de sexe mâle (tableau

14) mais chez les femelles, la æneur en cytochrome P450 hépatique des rats de laboratoire et

des rats provenant du siæ pollué est su$rieure à celle des rats du terrarium.

Tableau 14 : Teneurs en cytochrome P-450 mesurées sur les fractlons mlcrosomales hépadques

de rats de laboratolre SD et de rats sauvages capfurés en terrarlum ou sur le dte de Replonges

Origine des rats

Mâles

Femelles

Terrriun
Laboraloire
SiEde Replonges

Terraium
Labcatoire
Sitede Replongæ

t 0,19
t 0,13
t 02r

t o,l2
t 0,(D a
t 0 O 5  a

6
4
5

5
4
3

oJ2
0,!b
095

0,6
0J5
0,88

Moyenne t écct type ergiméo on umollmg de pmtéines.
a valor significativement diffé.rsnto de cells obtenue av€c le bt brciutn, test & Bonfcûooni p4,05.

En ré.sumé, les activités monooxygénases EROD, PROD et BROD hépatiquas et pulmonaires

sont augmentées de2 à,3 fois chez les surmulos mâles et de 3,5 à I fois chez les femelles

capftrés sur le sit€, si on les compare aux activités mesurées chez de.s surmulots de référence

élevés en semi-liberté et non exposés à des polluants. L'activité +NP hydroxylase n'est pas
modiliée par l'exposition au sol pollué de Replonges. La teneur en cytochrome P-450
hépatique me.surée chez les mâles n'es pas différente de celle mesurée sur lqs surmuloB de
référence ; chez les femelles, la ûeneur en cytochrome P-450 des rats de référence est
particulièrement faible, cÊ qui explique qu'elle soit différenæ des teneurs mesurées chez des
rats de }iboraoire ou chez les surmuloB capturés sur le siæ.

LlâActivitê des enzymes de défense onre b stress oxydant

Les activités de plusieurs enzymes antioxydanæs sont présentées sru la frgue 39. Ces
activité,s ne présenænt pas de profil caractéristique dTnduction ou d'inhibition. Quelques
différe,nces significatives exisænt entre les rats de laboratoire et les rats sauvages du

ærrarium : les activités catalase hépatique (figue 394) et zuperoxyde dismutase pulmonairre

(figure 39B) sont plus fortes chez les rats de laboratoire des deux sexes. Iæs activité.s Se-

GSH-Px hépatique (figure 39A) et érythrocytaire, les activités GSH-Px et SOD

-r22-



érythrocytaires (figure 39C) sont plus faibles chez les rats de laboratoire mâles que chez les
rats du terrarium. Le.s activités SOD et catalase érythrocytairas sont plus faibles chez les rats

de laboratoire femelles que chez les rats du terrarium du même sexe. L'activité catalase
hépatique mesurée chez les rats provenant du siæ est 1,5 et 3 fois plus élevée que chez les rats
du terrarium (respectivement mâles et femelles) ; I'activité catalase érythrocytaire des mâles
est plus faible d'environ 3ÙVo.L'actvrtÉ GSH-PK est augmentée d'un facteur L,l à,2 dans tous
les organes pour les deux sexes, à I'exception de I'activité hépatique des mâles qui n'est pas
modifîée. L'activité Se-GSH-Px hépatique est augmentée chez les femelles et I'activité
pulmonaire est augmentée chez lqs deux sexes (1,5 à 22fois).

Iæs activités des enzymes antioxydantes ne suivent donc pas de profil dTnduction ou
d'inhibition net chez les rats capturés sur le siæ. Seules I'activité catalase hépatique et les
activités glutathion peroxydases pulnonaires sont significativement augmentées chez les
mâles et les femelles.

12. Discussion

Il nous a été impossible de capturer des surmulots sur un site de référence présentant des
caractéristiques voisines du siæ pollué et nous avour dt pallier ce manque par I'utilisation de
rats de laboratoire et de rats sauvages élevés en semi-liberté. Nos résulats de ærrain ont
montré que les activités EROD, PROD et BROD hépatiques et EROD pulmonaires sont
signilicativement induites chez des rongeurs vivant sur le site contaminé de Replonges, mais
la relation entre le niveau de contamination du sol et le degé dïnduction des cytochrome.s
P450 dan.s les organes des animaux exposés est difficile à établir. En effet, les relations entre
la dose, la duée d'exposition, et le niveau et la durée de I'induction sont complexes et
dépendent de I'e.spèce (Lubet et al.,199l ; Dragnev et aL,1994) et du caracêre multiple des
pollutions susceptible de générer des inæractions synergiques ou antagonistes entre les

différents polluants.

Quelques interactions de ce OTe ont pu être caractérisées expérimentalement. Par

exemple, le métabolisme de la TCDD au niveau hépatique peut être ralenti par la présence

simultanée d'autres polluants organiques qui entnent en comfftition au niveau métabolique ou
qui augmentent la quantité de CYPIA2 qui servent de protéines de stockage à la TCDD et à
certains PCB (Nesæl et al., 1992). Bien qu'il n'ait aucune affinité pour le récepteur Ah,le

congénère hexaCB #153 a : a) un effet synergique sur I'induction de la spthàse dc novo de ce
récepteur, lorsqu'il est coadminisEé avec de I'Aroclor 1254@ ou de la 2,3,7,8-TCDD
(l nmoUkg), et sur la capacité d'induction de I'activité EROD hépatique du congénère #156
(inducteur mixæ), mais pas du congénère #169, inducæur de CYPIAI et b) un effet

antagonisæ de l'activité promorice du #138 Qiée à son affinité pour le récepæur Nt) et de

l'activité immunotoxique, tératogène et biochimique de 1a2,3J,8-TCDD @e Jongb et aL,
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1993) . Des effets synergiques sont aussi observés entre les téraCB #52 (2,2'5,5'-CB) etll77
(3,3',4,4'-CB) sur la promotion de lésions néoplastiques hépatiques (revue par Safe, 1994).

L'induction des activités monooxygénases hépatiques à cytochrome P-450 est
généralement mesurée après administration par voie orale ou injection intrapéritonéale de

solutions pures. Chez des rongeurs de laboratoire, I'administration i.p. d'une seule dose de
composés tels que certains HAP, l'Aroclor 1254@, ha2,3,7,8-TCDD ou la &naphtoflavone
multiplie I'activité EROD hépatique d'un facteur l0 à 150 @urke et a1.,1985). Sur le terrain,

les conditions sont tès différenæs, puisque I'on a affaire à des mélanges de polluants plus ou

moins biodisponibles et à un mode d'exposition mal connu et très variable (ingestion, contact,
inhalation...). Iæ taux d'induction de I'activité EROD observé lors d'études de terrain ne

dépasse pas 1,5 et 8 fois. Des souris sauvages (Reithrodonnrnys fulvescens) capturées sur un

siæ contaminé par des PCB montrent des activités deux à trois fois supérieures à 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 das

activités EROD augmentées de seulement 1,5 à 2,1 fois (Schrenk et a1.,1991). Les deux

activités PROD et BROD spécifiques des isozymes CYP2B ont été moins couramment

utilisées dans ce tlrye détude. Elangbam et al. (l99lb) ont mis en évidence des différences

significatives des activités EROD, PROD et BROD mesurées sur des rats (Sigreodon

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 siæ contaminé
par des HAP (57 ppm de naphtalène) ast augmentée 15 fois, alors que I'activité PROD n'est
pas significativement modifiée. Cependant, les activités EROD et PROD hépatiques de
mulots (Apodcrrus flavicollis) provenant d'une zone urbaine industrielle sont supérieures à

celles mesurées chez des mulots provenant d'une zone non industrielle @hatia et aI.,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 à 8) chez les surmulots

capurés surle site de Replonges.

Sur ces mêmes animaux, nous avons mis en évidence la réponse d'activités

cytochrome P450 dépendanæs dans le poumon.Iæ niveau des activitAs monooxygénases que

nous ayoilr mesué chez les rats de laboratoire est analogue aux valeurs trouvées dans la

littérature et reflèæ I'activité constihrtive de différentes formes de cytochromes P-450

pulmonaires. Nos résultats monûent que I'activité EROD pulmonaire est induite 3 à 4,5 fois

chez des rats sauvages vivant sur un site contaniné par divers polluants inducæurs de

cytochrome P-450. Cela conlirme les ésultats de Beebe et al. (1992) qui ont montré

exffrimentalement que I'activité EROD pulmonaire était plus fortement induiæ que I'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 à 150

ng/kgljour pendant 65 jours) à des souris entraîne I'augmentation des activités EROD

hépatiques et pulmonaires, respectivement 87,9 et 39,5 fois (De Vito er aL, 1994).l*,s
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polluants inducteurs présents dans le sol du siæ 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
mâles 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 manière significative @langbam et al.,
r99rb).

[æs radicaux oxygénés peuvent être produits dans I'organisme par le fonctionnement
de certaines isoformes de cytochrome P-450, comme les CYP2B et CYP2EI ; la plupart des
études portent sur le rôle de lTnduction du CYP2EI par léthanol, la peroxydation lipidique et
les pathologies du foie (Kappus, 1985). Les seules étude.s écotoxicologiques portant sur le
stress oxydant ont été effectuées dans le domaine aquatique @abo & Vasseur,1992). Nous
avons montré ici que I'expression du CYP2EI (mesurê par I'activité 4-NP hydroxylase) et les
activités antioxydantes n'étaient pas modifiées chez les raæ capturés sur le siæ pollué de
Replonges mais il est possible que des radicaux libres soient générés par d'autres processsgs.

Iæs inconvénients présentés par l'étude de ærrain (exposition non conhôlée, difficulté
de capture, proximité du site...) nous ont conduits à mettre au point une nouvelle
méthodologie d'exposition de rats à des sols pollués au laboratoire sans administration forcée.

Ir. MESURE DE BroMAReuEURs ENzyMATreuEs cHEzDEs RATS ExposÉls
À nm'rÉnnNrrs r,rrrÈnns DE sor,s

fl.l. Exposition à des sols non contaminés : activités monooxygénases

I.1.1. Résuttats

Les activités alkoxyrésorufïne O-désalkylases mesuées chez les rats exposés prcndant trois
jours à une litière de sciure ou de sol S0 ne sont pas différentes de celles mesurées sur une
litière de sol ISO, à I'exception de l'activié PROD pulmonaire du lot sciurc (tableau l5).

t rs , r t ' l
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Figure 40 : Activttés EROD (A), PROD (B) et BROD (C) hépatiques mesurées sur les

fractions microsomales de rats de laboraûoire (f]) ou de rats sauvages (H) mâles en

fonctlon de la durée de leur exposition à une litière composée de sciure ou de différents

sols prélevés à Replonges. Activités moyennes t eneur type. I-es astérisques {', 'r'* et *rr'i'

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=4i pour les rats sauvages, n = 5 (sciure), n = 9 (sol témoin) ou n = 8 (sol

ReplJtr).
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Tableau 15 : Activités EROD, PROD

hépatiques et pulmonalres de rats SD

contaminées"

et BROD mesurées sur les fractions mlcrosomales

mâles exposés durant 88 + 2 h à des litières non

Organe ER.OD PROD BROD

pgrrmgll

ISO

Sciure

SO

rso
Sciure

s0

26,6 + 5,42
2Â,5 t 4,33
n,8 + 3,22

9,66 + e3l
0,73 + 0,24
0,39 + 0,16

4
4
4

4
4
4

e9 t 0,85
3,4 + 0,76
3,9 + eOg

7,3 + l,O9
11,5 t L90 a
5,9 t 1,61

4,3 t 0,6
4,6 + O,y
4,7 t O,52

155 + 19,80
247 + 89,50
ll7 t 9,n

Activités moyennes exprimées en pmoUmin/mg de protéines i écrt type.
a Moyenne significativement différente de la valeur obtenue sur le sol ISO, p<0,05, test t de Studenr

nJ.z. Discussion

La tourbe pouvant contenir des composés inducteurs (Kopponeî et al.,1993), nous avons
préfêré, vérifier que le sol ISO n'avait pas de capacité, inductrice D'une manière générale, les
sols ISO et S0 ne provoquent pas de modification significative des activitÂs monooxygénases

hépatques et pulmonaires et poruront êne utilisés comme sol témoin et/ou matrice de
dilution.

II.2. Exposition au sol pollué RepI.I[ : activités monq)xygénases et
activités antioxydantes

n2.1. Résultab

nz.l.l. 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 à
Replonges, à savoir le sol témoin et le sol contaminé Repl.Itr (décrits dans le tableau 10). Dqs
rats de laboratoire ont été exposâs à une litièrc de sol témoin ou de sol pollué Repl.Itr dilué
avec le sol témoin ou non dilué, pendant une durée variable (de I à 60 jours). I-es inductions
parfois exprimées en ntaux d'induction" correspondent au rapport'activité moyenne mesuée

sur sol pollué/activité moyenne mesurée sur litière 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 litière de sciure, pqur les mâles (figure.s 40 et 4l) comme
pour les femelles (frgure 42). Ces activités ne sont pas significativement modifiées jusqu'à 60
jours d'exposition au sol témoin. I-e sol témoin ne provoque pas davantage de modification

des activités enzymatiques de défense contre le stress oxydan! mesurées sur les fractions
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YO Figure 41 : Actvités EROD (A), PROD (B) et BROD (C) pulmonaires mesurées sur les

fractions mlcrosomales de rats de laboratoire (E ) ou de rats sauvages ( E ) mâles en

fonction de la durée de leur exposition à une litlère composée de sciure ou de différents

sols prélevés à Replonges. Activités moyennes t erreur type. l-es astérisques +, ** et {'*!F

représentent les valeurs significativement différentqs des valeurs obtenues avec le sol témoin,

avec p<0,05, p<0,01 etp<0,001 respectivement (test , de Student). Pour chaque lot de rats de

laboratoire, n=4i pourles ra$ sauvag€s, z = 5 (sciure), r =9 (sol témoin) ou n = 8 (sol

Repl.Itr).
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Figure 42 : Acdvités EROD, PROD etBROD hépatiques (A) et pulmonaires (B) mesurées

sur les fractions mlcrosomales de rats de laboratoire (tr) ou de rats sauvages (@ femelles

après trois jours d'expositlon à une lltière composée de sclurg de sol témoin ou de sol

contamlné Repl.III. Activités moyennes t erreur type. Les astérisques 'F, 'r'r et **{'

représentent les valeurs significativement différentes des valeurs obtenuæ avec le sol témoin,

avec p<0,05, p<0,01 etp<0,001 respectivement (test t de Student). Pour chaque lot de rats de

laboratoire, n =4; pour les rats sauvages, n =2 (sciure), n =4 (sol témoin) ou n = 5 (sol

Repl.Itr).
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Figure 43 : Activités catatase, superoxyde dismutase, glutathion peroxydase et glutathion
peroxydase sélénodépendanûe hépatlques (A) et pulmonalres @), mesurées dans les fractions
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* errzur type. l-es astériques * et **.représentent les valeurs significativement différentes de celles
obtenues avec le sol témoin, avecp<0,05 etp<0,01, respectivement (test r de Student) . N = 4rats par
lot.
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cytosoliques de foie et de poumon chez des rats de sexe mâle exposés durant trois jours

(figure 43).

L'exposition de rats de laboratoire mâles au sol pollué Repl.Itr provoque une induction
significative de I'activité EROD hépatique (figure 40A) : une exposition d'un jour suffit à
induire cetæ activité d'un facteur 5,5. L'induction maximale est obtenue apês une exposition
de trois jours (taux d'induction de 7) puis elle diminue progressivement au cours du temps
d'exposition. Au soixantième jour d'exposition, I'activité EROD est encore significativement
induite (activité 4 fois plus élevée que celle du témoin correspondant). Chez les femelles,

I'activité EROD est induite dans les mêmes proportions que chez les mâles (taux

d'induction = 6), après une exposition de uois jours (figure 42A). L'induction de I'activité

EROD hépatique est dose-dépendante, comme le monre le taux d'induction (x 4,5) observé

chez les rats exposés au sol Repl.Itr dilué à 50?o pendant trois jours (figure 40A). Iæs

activités PROD et BROD hépatiques évoluent d'une façon similaire en fonction de la durée

d'exposition (figures 4OB et 40C). Leur induction est également maximale apês frois jours

d'exposition, puis leur activité décrolt et rejoint l'activité de base, bien que les rats soient
encore maintenus sur le sol pollué. Cependant, ces deux activités sont moins fortement
induites que I'activité EROD, puisque leurs taux d'induction maximale sont de l,'7 et 3 (PROD

et BROD respectivement). L'activité BROD montre, à lTnstar de I'activité PROD, une relation

dose-éponse (figure 40C).

L'activité EROD pulmonairc est très fortement induiæ (de 16 à 28 fois) chez les rats
de laboratoire mâles exposés au sol Repl.Itr durant un à rois jours, respectivement (figure

414). L'activité induiæ est stable au cours du temps, puisqu'elle est encore de 2l et 33 fois

supérieure au témoin au 3&me et au 6æme jours d'exposition (respectivement). Chez la
femelle, I'activité est multipliée par 38 après une exposition de trois jours (figure 428).

L'activité EROD pulmonaire ne monûp pas de relation dose-réponse chez les mâle.s (figure

414). Les activités PROD et BROD pulmonaires ne sontpas modifiées lors de I'exposition au

sol pollué, à I'exception d'une légère inhibition aux deuxième et tnentième joun (PROD) et au
premier jour BROD), et d'une induction au soixantième jour (figures 4lB et 41C). Chez les
femelles, ces activités ne sont pas significativement modifiées au troisième jour d'exposition
(figure 428).

Iæs activités enzymatiques hépatiques et putnonaires de défense confre le stress

oxydant, mesurées chez les rats de laboratoire de sexe mâle, ne sont pas tràs sensibles à
I'exposition au sol pollué (figures 43A et 438). On observe seulement une légère

augmentation de I'activité catalase hépatique à 7, 30 et 60 jours, des activités SOD, GSH-Px

et Se-GSH-k pnlmenaires à 14 jours et une inhibition de I'activité GSH-k hépatique à 3
jours.

En ésumé, les activitâs monoxygénases EROD, PROD et BROD hépatiques et EROD

pulmonaires mqsuées sur des rats de laboratoire exposâs pendant une durée variable au sol
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Repl.Itr sont induites dès le premier jour, avec un maximum d'induction au troisième jour

d'exposition. L'activité EROD pulmonaire est induiæ plus foræment et plus durablement que

I'activité EROD hépatique. Les activités antioxydantes mesurées dans le foie, le poumon ou le

sang ne montrent pas de modification signilicative même après une exposition de longue

durée (2 mois).

n2.1.2. Comparaison des activités monooxygénases des rats de
laboratoire et des rats d'origine sauyage

Des rats sauvages élevés en laboratoire ont été exposés à des litières de sciure, de sol témoin

et de sol Repl.Itr. Iæs rats sauvages de.s deux sexes ont des activités EROD hépatiques de

base similaires aux activités mesurées chez les rats de laboratoire (figures 40A et 421t).Par

conhe les activités PROD et BROD sont 1,5 à 2 fois plus élevées chez les rats sauvages mâle.s
(figuras 408 et 4rc). 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.Itr durant trois jours

provoque I'induction de ces trois activité.s hépatiques, parfois dans des proportions différentes

de celles des rats de laboratoire : ainsi, le.s activités EROD (mâles et femelles) et BROD
(mâles) sont deux fois moins fortement induiæs (x 2,8, x2,6 etx 1,4 respectivement).

L'activité EROD pulnonaire 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 laboraoire mâle (environ 30 fois, figure 414), les rats sauvages

femelles montrent une réponse beaucoup plus taible (induction x 8,5 seulement, soit 4 fois

moins que la souche de laboratoirc ; frgure 428). 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 Eois jours (mâles et femelles).

II2.l3, Acûvités monooxygénalrs : mise en évidence d'une nelation

dæe-réponse

La dilution at ll2 du sol Repl.Itr avec le sol témoin avait mis en évidence I'exisænce d'une

relation dose-réponse pour les activités hépatiques et I'activité EROD putmonaire. Afin

d'étudier pus en détail la relation dose-réponse, des ran de laboræoire ont été exposés
pendant trois jours et une nuit à des litières de sol anificiel ISO Qot témoin) ou des litières

composées de sol Repl.Itr dilué avec le sol ISO ou non dilué. Le.s râsultats sont présentés dans

lesableaux 16etl7.

L'activité EROD hépatique est induite 3,7 fois lors de I'exposition des rats au sol

RepLItr non dilué (tableau 16) ; elle n'est plus significativement induite à partir de la dilution

au l/32ème. Les activités PROD et BROD sont significativement induiæs (x 2,6 et x 1,5

respectivement), mais moins fortement que I'activité EROD obtenue avec le sol non dilué.

Comme pour l'activité EROD,la dernière dilution provoquant encore lïnduction significative
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de I'activité PROD est le 1132ème, mais I'actvité BROD n'est déjà plus significarivement
induiæ par la dilution 4o 173ème.

Tableau 1.6 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales
hépatiques de rats mâles SD exposés durant t8 + 2 h au sol ReplJII ditué ou non avec Ie sol ISO.

Repl.III EROD BROD

Litière Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)

ISO

ReplJIU32
ReplJIVl6

RepIJIVB

ReplJIU4

Repl-III/2

ReplJtr

u,g1 + 4,74 - 221 +0,74
30,05 t 2,61 12 329 t0J1
3959 t 3,16 a 1,6 3,75 +0,65 a
35,95 t 6,18 a lA 322 t0J0 a
55,24 t 10,64 a 22 3,87 tl5l a
69,51 t 14,90 a 2,8 6,19 +032 a
91,86 t 1625 a 3J 5,78 t 0,8'l a

1,5
1,7
1J
1,8
2,8
2,6

;
r2
r2
IA
1,7
1,5

429 t 1,33
447 X t,t2
525 + 1,28

4,97 t O,79
6,12 X l,lo a
7,07 + 0,9 a
62Â t l,tO a

(1) Activité expimée en pmollminlmg de protéine.s t écart tpe.
(2) Taux d'induction = activié moyenne mesnrrée sur sol Repl.Itr dilué ou non/activité moyenne nesurée srn sol ISO.
a Activité noyenne significativement différente de la valeur obtonue avec le sol ISO, test de Dunn€$, p<0,05.

Le sol Repl.Itr non dilué provoque I'induction de I'activité EROD pulmonaire d'un
facæur 26 (tableau 17). L'activité EROD est encore significativement induite pax la plus foræ
dilution tostée (1132). L'exposition au sol non dilué ou dilué aû Llz ne provoque aucune
modification significative des activités PROD et BROD pulmonaires (tableau 17).

Tableau 17 : Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions mlcrosomales
pulmonaires de rats mâles SD exposés durant tt t 2 h au sol Repl.I[ dilué ou non avec le sol
NO.

Repl.Itr EROD PROD

Acdvité (1) Ind (2) AcûYité (l) Ind (2) Activité (1) Ind (2)

$o
ReplffA2
ReplJIUl6
Red-m/8
R€plJM
ReplJtrl2
Repl-IlI

1 ,11 t0 ,31 -  729+0,85
5J3 + Lgl a 52 3,89 t 0,60
9J3 t 1,76 a 8,8 l4,ll tL70
7,92 t\Y a 7,1 6,08 tZ45

l2B4 + 2,17 a ll,6 3,31 t 0,60
l5A2 t 3,æ a 13,9 5,81 tL?8
?8,61 t3,39 a ?5,8 6,97 tl57

14101 r 112
9lBf t l8,3 a 0J

t7t95 r 10,5 t2
143,95 t 28,6 1,0
1t0,32 ! nJ 0,8
t@51 t 4,3 0,8
lu,æ t u,3 0,9

a0J
a 1,9

Os
a0J

0,9
1,0

l) Activité expdmée en pnoUnin/mg de potéines t écrt type.
(2) Taux d'induction = activité noyenne mesurée sur sol ReplJtr dilué ou non/activité moyenne mesurée srn sol ISO.
a Activité moyenne significativenent diff&ente de la valern obtenue avec le sol ISO test de Dunn€fi, pd,05.

Le logarithme des activités EROD hépatiques et pulmonaires, PROD et BROD

hépatiques est fortement corrélé (p<),001) au logarithme du pourcentage de sol Repl.Itr dans
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la litière de sol ISO (figure M). Avec les activités PROD et BROD pulmonaires, la
corélation n'est pas significative.

n2.2. Discussion

La réussiæ d'une étude de terrain dépend en premier lieu de la capture d'un nombre suffisant
d'anim4g; sur le site contaminé et sur le siæ de référence afin que les résultats soient
statistiquement exploitables : si certains auteurs ont réussi à capturer plusieurs dizaines
d'animaux, d'autres se sont contentés de quelques individus (moins d'une dizaine de même
sexe et de même espèce ; Decat et a1.,1985 ; Batty et al., 1990 ; Elangbam et al.,l99lb ;
Lubet et al. 1992 ; Pascoe et al., 1994). L'utilisation d'animaux encagés pallie cet
inconvénient : Dickerson et al. (1994) ont encagé das campagnols (le nombre d'animaux n'a
pas été précisé) pendant 7 jours sur un site contaminé par des HAP (naphtalène). Les aureurs
ont observé une induction de I'activité EROD d'un facteur 7. A note connaissance, il n'existe
pas d'autres mesures d'activités monooxygénases chez des petits mammifères terrestres
encagés.

Nous avons donc voulu développer une autne approche présentant les avantages d'une
exposition par des voies naturelles mais dans des conditions contrôlées Nos résultats montrent
que I'exposition de rats de laboratoire au sol contaminé de Replonges (contenant
essentiellement des HAP et des hydrocarbures lourds) induit ou inhibe plusieurs activités
alkoxyrésorufine O-désalkylases hépatiques et pulmonaires. Ces résultats confirment ceux
obtenus lors de l'étude de ærrain. L'exposition des rats au sol témoin, pélevé à proximité du
site, ne provoque pas de modilication des activités de base, bien que ce sol soit légèrement
contaminé par des HAP (cf. tableau 10). Lïnduction des activités EROD, PROD et BROD
hépatiques et EROD pulmonaire se manifesæ dès le premier jour d'exposition, ce qui montre
la biodisponibilité tês rapide des polluants. LTnduction faible, mais significative, des
activités PROD et BROD hépatiques a été mise en évidence dans quelçes énrdes de ærrain

@langbam et aI.,l99lb ; Bhatia et al.,1994). tr peut s'agir d'un phénomène marginal dt à
I'induction du CYPIAI @urke et a1.,1985 ; De Jongh et al., 1993) ou à la présence
d'inducteurs de CYP2B (Lubet et a1.,1990). Uactivité BROD est plus sensible à I'induction
des CYPIA que I'activité PROD, plus spécifique des CYP2B (Ayrton et al., 1990).
Cependant, ces activités sont toujours moins induites que I'activité EROD, même dans des
conditions d'induction optimales (Lubet et aL, 1990). Les activités PROD et BROD
pulmonaires, inhifof,ss par les inducteurs de CYPIA hépatiques (Beebe et a1.,1995), ne
peuyent pas ême utilisée.s coûrme biomarqueru d'exposition.

Iæ degé d'induction des différente.s activité.s ast plus faible chez le"s rats sauyages que
chez lqs rats de laboratoire. Ce résultat n'est pas très surprenant, puisqu'il a été, établi qu'il
exisæ des différences de sensibilité importanæs liées à la souche de rats ou de souris
(Rampersaud & lvaltz, 1987). L'induction est également plus faible chez les femelles que
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chez les mâles ; des différences de sensibilité liées au sexe avaient déjà été remarquées lors
d'études expérimentales (Vodicnick et aI., 1981) ou de terrain (Elangbam et al., 1991b ;
ËIenneman et al., 1994).

Les rats que nous avons exposés au sol Repl.Itr montrent une induction de I'activité
EROD plus forte et plus persistanæ dans le poumon que dans le foie. Le même phénomène
avut étÉ observé par Beebe et ses collaboraæurs, bien que la dose, la voie d'exposition et la
nature des agents inducteurs aient été différenæs : à faible dose (100 mg/kg d'Aroclor 1254@,
i.p.), I'induction du CYPIA1 pulmonaire (x 30) était netûement plus sensible que I'induction
hépatique (x 2) mais elle était du même ordre à foræ dose (x 40-45 avec 500 mgkg ;Bæbe et
al., 1992) ; la même observation avut été, faite avec la 2,3,7,8-TCDD (5 et 50 nmoUkg ;
Beebe et aI-, 1990). L'activité EROD pulmonaire est particulièrement sensible aux inducæurs
de CYPlAl, 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 après une exposition par voie orale à de
faibles doses d'Aroclor 1254@ (Lubet et aL,1990),I'induction de.s activités monooxygénases
hépatiques diminue lorsque I'exposition au sol Repl.Itr est prolongée au delà de trois jours.

LTnjection à des rats (i.p., 3 à 96 mg/kg, 2 jours consécutifs) d'extraits de sol (48 mg/ml de
rcB) prélevé sur une décharge provoque, 24 heures après la dernière injection, llnduction
significative des activités EROD et PROD hépatiques à partir de la dose 12 mg/kg
(nspectivement, 18 et 3 fois), mais ces activités atteignent rapidement un plateau (à partir de
36 ppm et 48 ppm, EROD et PROD respectivement ; Hansen et al., 1995). Iæs activités
monooxygénases de rats traitâs en continu avec de I'Aroclor 1254@ par voie orale montrent

une relation dose-dépendante, même après 84 jours de traitemenm à des doses de 1@ ppm
(Dragnev et aJ., 1994). Dans nos conditions, les raisons de la baisse d'induction sont
indéærminées. Iæs rats sont exposés de façon continue mais la biodisponibilité des polluants

a pu être réduite par I'apport de matière organique (fèces).

Les activités des enzymes antioxydantes ont également été mesurées chez les rats

exposés à des litières de sol Repl.I[, mais les quelques modification significatives de

certaines de ces enzymes dues à 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
(enzymatque) des animaux exposés flans nos conditions expérimentales. La mesure de
I'activité glutathion S-transférase aurait pu êue intéressanæ du fait de son inductibilité par les

xénobiotiques et de son rôle d'enzyme de phase tr.

A partir de ces résultats, nous avorut finalement mis au point un protocole unique qui

peut se résumer par I'exposition en cagqs de polycarbonate de rats de laboratofue SD mâles
(20û1220I sur une litière de sol pollué, en parallèle avec un sol non pollué. L'exposition dure

trois jours et une nuit (88 t 2 h) dans une pièce climatisée à, 22 t 2"C et avec une

photopériode de 12 h. Les animaux sont nourris et hydratés normalement A partir de ce
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protocole, nous avons pu comparer la réponse des ras 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.

II.3. Exposition au sol pollué SIII : activités monooxygénases

n3.1. Résultats

II3.1..1. Mise en évidence dtune relation dose-réponse

Trois séries d'essais indépendants ont été menées avec le sol SItr et ses dilutions avec le sol
ISO. Pour des raisons techniques (ulracentrifugeuse en panne), les organes de la série 2 ont
dt être congelés à -80"C avant la préparation des fractions subcellulaires. Afin d'éviær deux
congélations et décongélations successives, les activités ont été mesuées immédiaæment
après la préparation des fractions microsomales. [æs activités hépatiques et pulmonaires sont
présentées dans les tableaux 18 et 19, respectivemenl

L'activité EROD hépatique est induite dans les trois séries par le sol SItr non dilué,
avec des taux d'induction de 2,9 (séries I et2) et 5,4 (série 3). L'induction est significative
jusqu'à la dilution du sol SItr au demi (série 2), au quart (série 1) ou au 1/8ème (série 3). Dans
la série 3, l'activité PROD n'est jamais significativement modifîée par le sol SItr ou ses
dilutions alors que dans les deux autes séries, on observe une augmentation significative de
cene activité (usqu'aux dilutions au quart). L'exposition au sol SIII non dilué ne provoque pas
d'augmentation de I'activité PROD supérieure à celle observée avec le sol SItr drlué au ll2
voire au 1/4 (niveau d'induction compris entre 1,2 et2,5).

L'activité BROD présente un profil d'induction différent de celui de la PROD : les
séries I et 3 monfrent des résultats très semblables, avec une augmentation de I'activité en
fonction de la teneur en sol SIII, sans qu'il y ait de plaæau. La série 2 montre une
augmentation de cetæ activité plus importante que dans les deux auEes séries et un plateau est
observé à partir de la dilution ll2. Malgré ces divergences d'une série à I'autre, le
regroupement des trois séries met en évidence I'existence d'une forte conélation (p<0,001)

entrc le logæithme des activités EROD, PROD et BROD et le logarithme du pourcentage de
sol SItr dans la litière (figure 45).
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Tableau 18 : Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions microsomales

hépatiques de rats de laboratoire SD mâles exposés durant 88 t 2 h au sol SIII et à ses dilutlons

avec le sol ISO.

Litière BROD
Vo wl

Dilution Sm Série n Acrivité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)

rso

srtr/64 1,56

sltr/32 3,13

5III/16 6,25

Sltr/8

SIIV4

Sltrz

25

50

SItrpn 100

24,7 t4,74
32,7 !5,59
22,5 t1,69

y,0 tT,u 1,0
u,6 tz6l 1,1

?A,9 t1,72 1,0
29,6 t4,@ 0B
33,9 t4,U 1,5

29,3 t7,32 12
38,6 t4,75 12
?3,3 !3,29 13

320 t 4,80 13
35,1 16,63 1,1
35,9 t4,93 a lS

39,7 tgAl a lS
41,6 !6,56 1,3
6,3 t9,6 , 29

57,4 tl2,@ t 23
70,9 t5,63 z 22
70,2 t17,72 t 3,1

724 tl3,TI t 29
95,9 t8,21 4 29

120,9 t23,@ t 5A

2,35 + 0,85
255 t 0,57
2,58 ! 0,?A

3,65 t 0,66
2,32 t 0,52

2,U ! 0,&
492 t t,t4
3J2 t 0,51

2,17 t 0,55
434 t 0,50
337 t 0,28

2,98 t 0,81
3,41 t 0,74
3,18 t 0,69

4,61 t 0,88
459 t t,t6
3,86 t 0,31

4N t t,57
6,17 t0,y
3,15 t 0,84

3,81 t 0,78
4,35 t 0,73
3,& t 0,37

7,88 t 230
3,57 t 0,58

4,63 + 0,06
610 t 0,19
5,49 t O,42

490 + 0,93
7,18 t 1,05
5,4 t 033

4,96 + 1,62 13
7 ,74 t039  a t ,8
4,70 X 0,9 13

5,72 + ofi lJ
9 ,19 t1J5  a2 , l
6 ,45 t0 ,85  a l , 8

7,15 r lJ8 t9
12,37 t1,77 aLg
6,49 ! 1,48 o 1,8

8 ,98 t337  a2 ,4
l \66t4,38 a?-g
8 ,68 t330  a2A

1,8
1,0

r2
rA
rJ
r3
1,7
1J

:

IA
0,9

1,2
1,6
rA
0,9

a l,'l

1,3

1,3
1,3
1,2

a 2r0
a 1,8

1,5

18
24
34

24
34

t4
24
34

t4
24
34

18
23
34

t4
24
34

l4
24
34

t4
24
34

lz,s

a 2rl
424

l12

452 t0,70 a 1,9
532 t0 ,59  aL l
3J7 t 0,79 1,5

l) Activité expriméo en pnoUmiuhg de protéires * écart tt"e.
(2) Taux diduction = activit6 moyenæ nesurée sn sol SItr dilué ou non/ætivité moyenæ mesrrée srr sol ISO.
a Activié noyenre significativenent différente de la valeur ôtenue avec le eol ISO, tsst de DunneE, p4,05.

L'activité EROD pulmonaire est induite par le sol Sm non dilué (taux d'induction compris

entrc 9,1 et l2), et par plusieurs de ses dilutions avec le sol ISO. La dernière dilution

induisant de manière significative I'activité EROD estle 1/4 (série 3), le U8ème (série 2) ou le

U16èNne (série l). L'augmentation de cette activité est foræment conéléo (p<O,001) à la æneur

en sol SItr (figure 464). Les activités PROD et BROD pulmonairas sont inhibées par le sol

SIII non dilué et, selon la série, inhibées avec quelques dilutions de ce sol. Seule la série 2

montre de.s inductions significative.s, ayec lcs dilutions les plus forte.s. L'inhibition de l'activité

BROD est fortement conélée au logæithme de la t€neur en sol Sm @<),001, figure 46tC), ce

qui n'e.st pas le cas pour I'activité PROD Q,:{,19, figure 468).
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Tableau 19 : Activltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractions mlcrosomales

pulmonaires de rats de laboratolre SD mâles exposés durant tt t 2 h au sol SIII et à ses

dllutions avec le sol ISO.

Lirière PROD BROD
4osl

Dilution Sm Série r Acdvité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)

3,8
1,2

1,4
?.5
1,6

aZ5
3A
1,7

18
24
34

24
34

t4
24
34

t4
24
34

18
24
34

l4
24
34

t4
24
34

l4
24
34

SIII/4

rso

srtr/64 1,56

SIIV32 3,13

sllyl6 62s

Sltr8 12,5

smlz

SItr pur 100

25

50

0,92 t o,Æ
0,93 + 0,22
0,% I o,rm

3,54 t 1,06
1,08 t 0,38

1,28 t 0,57
2,n t 0,û
1,55 t 0,36

a30 t 0,48
3,15 t 1,05
t,62 t 032

3, l l  t '0 ,62 a3A
3 ,n  l LW a4 , l
2,fi t 052 Z7

3,% + 0,W a4,3
4,63 t lJ2 a5,0
470 t 1,11 a5,0

6,52 X 247 a7,l
9,% tZ49 a10,7
3,51 t0J6 a3,7

9,25 t3,& a 10,0
11,15 t 120 a12,0
8,60 t 1J6 a9,l

7,38 + 1,08
4,51 + 0,56
8,01 t 1,47

5,62 t 1,35 1,3
5,40 t 0,50 a0,7

922t1,48 a l ,3
63s t\03 rA
5,81 + 0,88 a0,7

827 X 1,43 1,1
852 t \23 1,9
834 t 1,11 1,0

7,06 t 1,01 1,0
6,59 t 1,09 al,S
622 t 086 0,8

7,N t 1,70 1,0
9,49 t3,30 aLl
8,55 t 1,62 1,1

7,88 t 0,75 1,1
11140 t 1,54 a2,5
4,Y t 0,52 a0,6

4,6 t 0,43 a0,6
4,73 t0,æ al,l
450 t 0,74 a0,6

145,8 t 18,5
54,5 + 12,5

16i1,8 ! N,9

867 r n3 \6
76,7 +10,7 a0,5

t?4,0 ! 239 0,9
l3Z0+Æ,1  aZ4
llZBt2/,,O a0,7

t43,7 t 172
l?&8 t26,8
r25A t 255

t30,3 t ?Â,7
118,6 t æ,9
133,1. t 2W

135,2 t 6,7
137,3 t 30,1
165,2 + 39,0

t17,4 t n,E
182,0 t 30,1
9/1,9 t ?ns

1,0
a 2,3

0,8

0,9
4 2,2

08

0,9
a 2,5

1,0

0,8
a 3,3
o O,6

34,3 18,5 aO,2
73,7 t 2Zl tA
494 tl44 aQ,3

1) ilctiviÉ exprimê en pmol,hinlmg do protéires t écaÉ t'e.
(2) Taux dinduction = ætivité noyenno næru'ée sn eol SItr dilué ou non/activité moyenno mosurée sur sol ISO.
a ActiviÉ moyenns signifrcativement différente de la valew obtenue avec le sol ISO, test de l)umett, æ,05.

En bref, le sol SIII, essentiellement contaminé par des PCB et des métaux, induit

signilicativement les activités EROD, PROD et BROD hépatiques et I'activité EROD

pulmonaire, et inhibe le.s activité.s PROD et BROD p"lmonair€s. La dilution de oe sol avec le

sol standard ISO a montré l'existence d'une foræ corrélation entre les activités EROD, PROD

et BROD hépatiques et I'activité EROD pulmonairc et la teneur en sol SItr dans la litière.

L'inhibition de I'activité BROD pulmonaire e.st conélée à la teneur en sol SIIL L€s dernières

dilutions modiliant significativement les différentes actiyités sont le plus souvent différenæs

d'une série à I'autre et d'un organe à l'autrre. L'activité EROD pulmonaire est plus sensible que

I'activité EROD hépatique, mais le phénomène inverse est observé avec lqs activités PROD et

BROD.
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II.3.1.2. Inlluence de la matière organique zur la biodisponibitité
des polluants inducteurs

Quatre lots de rats ont été exposés au sol ISO, au sol SIIL ou au sol SItr dilué au ll2 avec du
sol ISO ou du sable. Iæs résultats sont présent4s dans les tableaux 2O et2l.

L'exposition des rats au sol SItr non dilué ou dilué au ll2 avec du sable provoque

I'induction significative des activités EROD, PROD et BROD hépatiquas (tableau 20). La
dilution avec le sol ISO induit seulement les activités EROD et PROD d'une manière
significative. Les activités EROD et BROD hépatiques mesurées sur les rats exposés au sol
SItr dilué avec le sol ISO sont significativement inférieures à celles mesurées sur les rats
exposés au sol SItr non dilué. L'activité EROD hépatique de.s rats exposés au sol SItr dilué
avec le sol ISO n'est pas significativement différenæ de celle mesurée sur les rats exposés au
sol SItr dilué avec du sable (p = 0,056). Ia dilution avec du sable ne modifie pas I'induction
des activités EROD et PROD observée avec le sol SItr pur mais diminue significativement
I'activité BROD.

Tableau 20 : Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractlons mlcrosomales
hépattques de rats de laboratolre SD mâles exposés durant 88 t 2 h au sol SIII non dllué ou dltué
avec le sol ISO ou avec du sable.

Dilution lvlatrice de n
du sol SItr dilution

PROD BROD

a

a

a

rso
rso

Sable
rn
tn
I

3 39,8 t 1,87

3 6i1,6 t s,99
3 1105 t n28

3 t?nJ t 8,11

413 t 0,90

6U X 1,25
7,0 ! 2,12

&50 t 0,7/

4,(b t 0,65

543 t t,07 b
726 !. 125 ab

11,14 t 195 a

a b
a

a

Activité moyenne exprimée en ptnothin lry de proéines.
a valeu signifrcativement différente de lE valeur obt€nue avec lo sol ISC), tost I de SùrdenÇ p<0,Oi.
â valour rignificativenent différente de ta valeur obtenue avec le sol Sm, tes t dc SûdenÇ p<0,05.

Au niveau pulmonaire, seul le sol SIII non dilué inhibe l'activité PROD. L'activité BROD
inhibée par le sol SItr non dilué ou dilué avec du sable n'est pas significativement différente
ente les deux lots. Iæs Eois litières contenant le sol Sm induisent I'activité EROD
pulmonaire ; I'activité EROD mesurée sur les rats exposés au sol SItr 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 (pX),05).
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Tableau 2t : Activités EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractlons mlcrosomales

pulmonaires de rats de laboratoire SD mâles exposés durant 88 t 2 h au sol SIII non dilué ou

dllué avec le sol ISO ou ayec du sable.

Dilution Maricede n
du sol SItr dilution

PROD

$o
rso

Sable
rn
rn
I

3 L?n t 0,17

3 5,50 t 126
3 t2,m t 5,6

3 11,36 t 2,31

4,33 t 0,4

3,78 + \n
L96 t 1,37

1,73 !. 0,65 4

4

a

a

100,1 +

82/ +
57,7 t
y,5 t

?A,8

19,8
rrA
e2

b

a

4

Activité moyenne exprirnée en pmolrlnin/ng de protéines.
a valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol ISO, test t de Student, p<0,05.
à valeur significativement différrenæ de la valeur obtenue avec le sol SIII test t de Student, p<0,05.

Si I'on compare le.s résultats obtenus avec le sol SItr dilué au Ll2 avec du sable ou du

sol ISO, la matière organique du sol ISO ne diminue pas significativement la biodisponibilité

des polluants inducteurs. La dilution du sol SIII au ll2 aveæ du sable ne diminue pas

I'inænsité des inductions EROD etPROD hépatiques et EROD pulmonaires observées ayec le

sol non dilué.

II3.2. Discussion

L'activité EROD est induite par les PCB coplanaires non substitués en position ortho et par

le.s PCB mono- ou di-substitués en cetle position ; ces derniers sont des inducteurs mixtes, car

ils induisent aussi les CYP2B. Beebe et aL. (L99z) avaient déja montré que I'activité BROD

putnonaire était inhibée par certains congénères de PCB (le congénères #105 par exemple)

malgré la pré.sence de composé.s inducteurs de CYP2Bl dans le poumon. Ce phénomène ne

serait pas lié à I'afEnité du congénère inhibiteur pour le récepæurAh, carla2,3,7,8-TCDD n'a

pas cet effet inhibiæur (Beebe et al., 1990). L'inhibition du CYP2BL a été observée par

d'autres auteurs, après administration i.p. ou intratrachéale d'Aroclor@ 1254 ou de B(a)P

Mrchell etaL,1987).

La reproductibilité des résultats n'est pas toujours très satisfaisanûe lors de la

éplication des séries d'exposition, notâmment pour lTnduction de I'activié EROD hépatique.

Iæ fait que les animaux et les échantillons de sol étaient différents pour chaque série peut

expliquer en partie ce.s divergences, mais la variabilité de la réponse elle-même peut être mise

en carurc. En effet, Nims et aL (L992) ont éÉté deux fois la même expérience, qui consistait

à mesurer I'activité EROD dans le foie de rae traités par de I'Aroclor 1254@ par voie orale

pndant 7 jours : à la plus foræ dose (33 ppm),I'activité EROD est induite 22 ou 37 fois (611

et 1024 pmoUmin/mg prot) selon I'expérience considérée ; à la dose de 10 ppm, les

inductions sont respectivement de 6,5 et 8,4 fois, ce qui correspond approximativement à la

variabilité dTnduction que nous avons pu observer.
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II.4. Exposition au sol pollué SIY : activités monfi)xygénases

\I.4.1,. Résultats

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

Dilutions avec Ic sol ISO

Deux séries d'exposition indépendantes ont été, Éahsées avec le sol SIV, contaminé
par des HAP (séries 1 et 2). L'exposition au sol SIV non dilué provoque une foræ induction

de I'activité EROD hépatique (x 13,5), identique pour les deux séries (tableau22).

Tableau 22 t Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractlons mlcrosomales

hépatlques de rats de laboratoire SD mâIes exposés durant 88 + 2 heures au sol SIY et ses

dllutions avec le sol ISO.

Sol SIV EROD PROD BROD

Litière Série n Activité (1) Ind (2) Acûvité (1) Ind (2) Acrivité (1) Ind (2)

$o

srv/l28
srv/64

srv/32

srvn6

SIV/8

srv/4

sw2

SIV pur

|  4  33Ax \U
2  4  30 ,5 t2 ,10

2 4 y ,3t4,65

|  4  UJtsAz
2 4 29,9t4,W

4 n2 t 4,90
4  234x3Æ

4 29,0 t 3,08
4 385 + 1,90

4 n,0 t 5,65
4 29,1 t 7,û

4 29,1 t 2,86
4 43,4 ! 4,70

356 t 0,18
4,50 + 0,29

3,86 t 0,36

228 t 0,y
?-62 t 0,38

3,10 t 0,59
3,ll t 0,42

325 10,55
4,03 t 0,48

2,86 t.0,43
3,04 t 0,45

3n t 0,63
454 t t,tl

4,65 t 0,95
4,78 t 0,95

944 t 0,79
996 t t,79

4,98 t 1,06
553 t 0,8

4,69 t 0,21 0,9

4,30 t 1,?A 0,9
391 t 0,38 O,7

4,6 t 0,6 0,9
5/48 t 0,86 1,0

428 t 0,74 0,9
5J2 t 0,4 1,0

4,09 t 0,55 0,8
4,6 t 1,86 0,8

3J3 + 0,32 0,8
5,95 t 1,54 1,1

5,48 t 0,71 1,1
5 ,62 t0 ,83  a l , 0

l22l + l ,3l oLs
f528 I l ,16 a?-8

I
2

I
2

I
2

I
2

I
2

I
2

,,,

a 0,7
1,0

1,1
1,3

1,0
1,4

?-3
1,0

0,9
a 1,4

0p

a 0,7
a 0,6

0,9
0,7

0,9
OB

0,8
0,7

OB
1,0

a13
l, l

a 2,7
a22

4  723x rA4  aL2
4 68,8 t lZ2 a 2,3

4 447,0 t 78,5 a 13,4
4 413,6 t 43 a 13,6

(1) Activité noyenne t écrt type exprinée en pmoUmin/mg de poéiner.
(2) Induction = aaivité mopnne rnesurée sur le sol Sf,V dilué ou non/activité moyenne mesurée sur le sol IS0.
a Moyenne siguificativement différenæ de la valeur obtenue sur eol ISO, test de Dumett, p4,05.

Après une dilution au Il2 avec le sol ISO, l'activité chute et n'est plus que doublée par rapport

à l'activité de base. Iæs dernières dilutions induisant une augmentation significative de

I'activité EROD sont au ll2 ou au ll4 (série I et2, respectivement). Les activités PROD et

BROD hépatiques sont moins fortement induiæs par le sol SIV (x 2,2 à x 2,8), mais

I'induction est significative. La dilution du sol SIV au ll2 averc le sol ISO diminue ces
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activités de moitié- Ces trois activités sont corrélées à la teneur en sol SIV dans la litière
(p4,001), mais la relation n'est pas linéaire (figure 47).

Tableau 23 : Actlvités EROD' PROD et BROD mesurées sur les fractions mlcrosomales
pulmonaires de rats de laboratoire SD mâIes exposés durant E8 + 2 heures au sol SIV et ses
dllutlons avec le sot ISO.

Sol SIV EROD PROD BROD
Lirière Série n Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2)

rso

srv/l28
srv/64

STVB2

srv/l6

SIV/8

srv/4

srvz

SIVpur

7,62 !.1,48
6,U + l,l4

66 t 0,74

6,U t 0,62
4,62 t 0,gg

8,(r2 t 1,70
5,M t 121

&36 t U3
6,72 ! tS6

605 I 1,83
6,37 t 055

&57 t 1,65
5,70 t 0,60

5,61 t 136
744 + r55

4,32 t 035
\76 t 0,63

I
2

2

I
2

I
2

1
2

I
2

4
4

0,6 + 025
1,0 + 0,47

e0+0 ,89  a3 ,3

2,1 :tO,Y o 35
1,4 t 0,16 1,4

2 ,8 t1 ,12  a4 ,6
23 1058 a 2,3

52 : tWB a8 ,6
39 t0,73 a 3,8

6,9 t0J4 a llÉ
551097  o45

149,5 t 23,5
68,5 t 18,7

l l3 , l t l3 ,7  a0,8

lU72 t l7 ,7  a0 ,7
48,3 t 95 0,7

1C6'2X222 aÙ,' l
672 t 252 1,0

115 ,7 t9 ,8  a0 ,8
81,5 r 5J t2

68,8 t 25,1 a05
72,8 t t3 1,1

115,0 t l7A e0,8
yl t 33 0,8

80,9 t 141 a05
83,6 t 8,7 12

@,3 t  13 ,0  a0J
374 X 9,7 0,6

4

4
4

4
4

4
4

4
4

0,9

0,9
a O,7

1,1
0,7

1,1
1,0

0,8
0,9

1,1
0,9

0,7
1,1

a 0,6
404

|  4  23S tZ05  a39 ,3
2  4  8A t r22  a83

|  4  425 t6g l  a70 ,7
2 4 269t4,68 a?Â,6

|  4  47 ,0 !52 .6  a783
2  4  38 ,3+532  a379

(1) Activité moyenne * écct type exprinée en pmoVnin/mg de protéines.
(2) Induction = activité mopnne mesrrée sur le sol SII/ dilué ou non/activité moyenne mesurée su le sol ISO.
a Moyenne significativernent différente de la valeur obtenue sur sol ISO, test d€ Dunn€tt, p<),05.

L'induction de I'activité EROD pulmsnairs par le sol SIV est très foræ (x38, série 1 et
x 78, série 2 ; tableau 23). Contrairement à ce qui a été observé dans te foie, la dilution avec le
sol ISO ne provoque pas de chute brutale de cetæ activité. Au contaire, on observe une sorte
de plateau entre la dilution ll2 (vote 1/4 pour la série 2) etle sol SfV non dilué. tæs dilutions
av ll32tue (série 1) et au 1/128è'ne (série 2) induisent encore significativement cette activiré.

Une excellente corrélation (pd,001) est établie entre cette activité et le pourcentage

de sol SIV dans la litière (figure 48A). Iæs activités PROD et BROD montrent des profils

dÏnduction peu cohérents, mais leur inhibition est corrélée à la teneur en sol SIV (p<0,05,

figures 488 etC)

-138-



0

o

I
a

a,:

I { :

-.2 0 .2 .4 .6 .8 t t.z r.+. f.o- i.e- z iz
log (SIV x 100 /ISO)

A 1.8
1.6
t.4

Â r.2
o
É l

{) .8.=
'É .o()
-9 .4
èoo t

0
-2

o
É
A.
g's
zt
I
èo
I

2.4-.4

B r.r
I

9

.E

J

.6

5

A

5 :t5 | 125 t5 rJs
bs(Srvx 1(X)/ISo)

C z.z

2

Figure 48 : corréIations entre Ie logarithme des activités EROD (A), pRoD (B),
BROD (C) pulmonaires et le logarithme du pourcentage de sol pollué SIV présent
dans l8 litière de sol ISO. Activités mesurée"s sur les fractions microsomales de rats de
laboratoire mâIes exposés à différentes litières pendant 88 t 2 heures. il= 58. Coefficients
de déterminaton, 12 :0,868, p<0,001 (A), 0,102, p<0,05 @), 0,029, p<0,05 (C).

â t.t
&rq
s 1.6
E

3 r.+
I

t2

I

a

I

!

I
I

I

A A

l ^
A

A

25 5 J5 | 125 15 1.75
log (SIVx 100/$O)



Dilutîaw avec du sablo

Une seule série d'exposition au sol SIV dilué avec du sable a été éalisée. Les résultac

sont présentés dans les tableaux 24 et25.

L'activité EROD hépatique est augmentée d'un facteur 30 avec le sol SIV non dilué.

La dilution au ll3 du sol SIV diminue I'induction par un facæur 3,4, et une seconde dilution

au 1/3 diminue cetæ activité d'un facteur 4A.la dilution av ll)Jème est la dernière à induire

significativement I'activité EROD hépatique. Iæs activités PROD et BROD sont induites par

le sol SIV pur et dilué at ll3. L'augmentation de ces trois activités est cornélée à la dilution du

sol SIV avec le sable, avecpc0,O0l (figure a9).

Tabteau 24 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées dans les fractions microsomales

hépatiques de rats de laboratolre SD mâles exposés durant tE t 2 heures au sol SfV ou ses

dlludons avec du sable"

Litière PRODEROD BROD
4o de

Dilution sol SIV Acdviré (1) Ind (2) Acûvité (1) Ind (2) Activité (1) Ind (2

Sable 0

srvtu3 osl
sryÂr r23

28,5 t 323

n,4 ! 4,16 1,1

30,7 t 4fl 1,1

erco t Q50
2,61 t o,49

2,92 + 045

326 t O,32

4,17 t 0,76

1,VI t 1,62

4,12 X 1,37

3,gg t 0,40 0g

4,& t 0,y 1,1

4,92 ! 0,76 12

524 + 0,gl 13

834 t1 ,68  a2 ,0

17,æ t1,79 a 4,3

SIV27 3,70 51,6 t 10,84 a 1,8

SI. ll,ll 57,7 ! 11,58 a 40

SI.3 33,33 250,6 t 5422 a 8,8

l, l

r2
IA

IJ

a39

a 4,5sry 100 W,7 t 133,6 a D,7 10,71 t \n
Activité moyenne expimée en pmollninlmg de protéines.
c Activité moyenne significativement différpnte de la valeur obtenue sur le sable, te$t de Dunnett, p4,05.

L'activité EROD pulmonaire est induite 46 fois par le sol SIV non dilué (tableau 25). Le

plateau, déjà observé lors des dilutions avec le sol ISO, est accentué lorsque le sol SIV est

dilué avec du sable : la dilution au tiers provoque lia même induction que le sol non dilué, et la

dilution au U9ème provoque encor€ une induction par un facteur 32.I-a, dilution în 11243ème

pennet encor€ d'induire 25 fois I'activité EROD pulmonaire. La corrélation entre lTnduction

de cece activité et la teneur en sol SMans la litière est établie Qrd,001), mais la rclation ne

doit pas êtne considérée comme linéaire. Læs activités BROD et PROD sont inhibées par le sol

SIV non dilué (PROD et BROD) et dilué au 1/3 (PROD) et I'inhibition est corélée à la æneur

en sol SIV (p<0,01, figurc 50).
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Tableau 25 : Activités EROD, PROD et BROD mesurées dans les fractions mlcrosomales

pulmonaires de rats de laboratoire SD mâles exposés durant 88 t 2 heures au sol SIV ou ses

dilutlons avec du sable,

Litière PROD BROD
Vo de

Dilution sol SIV Activité (1) Ind (2) Activité (l) Ind (2) Activité (1) Ind (2

Sable 0 1,38 10,49

sr\IrA3 0,41 3,42 + 0,8 a 2,5

SIVI8l l2g 4,05 t 122 
" \9

sr\Im 3,70 15,51 t 7,51 a ll,2

SM 11,11 43,9 t 1024 a 31,8

SWB 33,33 QY t 8,15 a 45,3

100 63,58 + 3,68 a 46,0

7,79 t 1,59

6Al X 0,99

6,74 t 0,N

625 + 1,86

6,52 X l,l3

5,63 t 0,33

442 + 044

113,16 t 37,3

109,45 t ?5,0 1,0

112,75 t 26,9 1,0

100,43 t 35,6 0,9

tt8A9 t ?6,3 1,1

yl52 t 18,2 0,8

53,97 t12,5 a 05

0,8

OB

0,8

0,8

a 0,7

a 016

Activité noyenne expri.mée en pmollminlmg de protéines.
a Activité moyenæ significativement différente de la valeur obtenue sur le gable, test de Dunnetr, p<0,05.

En ré.sumé,le sol SIV non dilué est très foræment inducteur des activités EROD hépatiques et

prrlmonaire.s. Læ.s activités EROD, PROD et BROD hépatiques et I'activité EROD pulmonaire

sont fortement conélées à la æneur en sol SMans la litière (pd,001) ; la corrélation est

moins bonne pour I'inhibition des activités PROD et BROD pulmonaires (p<0,05).

Cependant, ces relations dose-éponse ne sont pas linéaires : la dilution du sol SIV avec le sol

ISO diminue très rapidement la biodisponibilité das polluants inducteurs au niveau du foie,

alors que I'activité EROD pulmonaire atteint un plateau d'induction entre la dilution u ll4 et

le sol non dilué. La dilution du sol SIV avec du sable Fnnet d'obænir une relation plus

linéaire entre la dose et les activités hépatiques, mais le plaæau est plus accentué pour

I'activité EROD pulmonaire.

IL4.l.2.Influence de la matière organique sur la biodisponibilité

des polluants inducteurs

Cinq lots de rats ont été expo$s aux sols ISO, SIV, SIV dilué au ll2 avec du sable ou avec un

mélange sable et kaolin (80:20) ou sable et tourb (90:10). Les résultats sont présenté.s dans

les tableaux 27 et28.

L'activité EROD hépatique qst induite par toutes les litières contenant du sol SIV

tableau 27). L'induction obtenue avec le sol SIV dilué au tl2 esltoujours significativement

inférieure à celle obtenue avec le sol SIV non dilué. Ia dilution avec le sable provoque une

induction suSrieure aux deux autres dilutions. La litière contaminée contenant du kaolin

provoque une induction égale ù2OVo seulement de I'induction observée ayec le sol SIV dilué

avec du sable, et significativement plus faible que la litière contenant de la tourbe. Lqs

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 ll2 avec du sable résulte en la même induction que le sol non dilué,
mais I'ajout de tourbe fait diminuer I'induction de 457o par rapport à I'induction observée

avec le sol dilué avec du sable (activités PROD et BROD) ou avec le sol SIV non dilué
(activité BROD).

Tableau 27 z Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractlons mlcrosomales

hépattques de rats de laboratolre SD mâIes exposés durant 8E È 2 h au sol SIV non dltué ou dllué

aaU2 avec dlfférentes matrlces.

Dilution lvlatrice de n
du sol SIV dilution

PROD BROD

rso
Sable + kaolin

Sable + ûourbe

Sable

27,6 t 0,9

3 108,9 * 25,8 abcd
3 3n,7 t 13,6 abc
3 575,6 t 39,0 ab

3 l?2f',0 t 2?n,0 4

3,19 t 0,14 4,1 t 0,15

0,w
0,78
046

s23

0,85
0,66
1,57

?-83

rn
tn
tn
I

4,y !
6.75 +

10,23 t

7,92 I

5,0 t
8,4 t

11,9 t

234 t

b c d

a b c

4

4

c d

4 C

4

a

Activité moyenne expimée en pmolûninlmg & protéinec.
a valeur significativement différenæ de la valeur obtenue avec le sol ISO, test de Dunnet,p<0,05.
D valeur significativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIV, test I de Shrdent, p<),05.
c valeur eigoifrcativement différente de la valeur obtenue avec le sol SIV dilué avec le sable, test t de Student, p<),05.
d valeur significativement différente de la valeur obtenuo avec le sol SIV dilué avec le sable et la tornbe, test t de Shrdent,
p<0,05.

L'activité EROD pulmonaire est fortcment induite par toutes les litières contaminées (tableau

28). Iorsque le sol SIV est dilué au 1/2, I'induction est plus faible que lorsqu'il est utilisé sans

Tableau 2t : Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractlons mlcrosomales
pulmonalres de rats de laboratolre SD mâles exposés durant tt t 2 h au sol SIV non dllué ou
dllué au W avecdlfférentes matrlces

Dilution Matricede z EROD
ùr sol SIV dilution

PROD BROD

-  ISO 3  2010 ,6

ln Sable+kaolin 3 38,7 X 123 ab
ln Sable+torbe 3 58J * 6,8 ab
ln Sable 3 Y3 t 6l ab

743 t 0,76

695 t 0,96
6.77 t t,3l

64 t 0,37

4,59 t 0,37

1322 t

r07A t
87,1 t
8L7 t

68,9 t

142

25,8
2,A ab
65o

7,0 4-  3  774 t49  a

Acdvié moyenne expinée en pnoltlninttng de prctéines.
a valour significativement différente ds la valou obtenus avec ls sol ISO, test de DunneË, p<0,05.
D valsur signifrcativement différene de la valeur obtenue avec le Bol SIV, test t de Shrdetrt, p<O,05.

dilution. L'ajout de ourbe ou de kaolin ne modifie pas significativement lTnduction observée
lors d'une dilution du sol SIV avec du sable seul. L'activité PROD pulmonaire n'e.st inhibée
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que par le sol SIV non dilué, mais I'activité BROD est inhibée lors de I'exposition à touæs les

litières ne contenant pas de kaolin.

L.4.2, Discussion

Nos résultats ont montré que les activités monooxygénases, et particulièrement I'activité

EROD hépatique et pulmonaire, étaient foræment induiæs chez les rats exposés au sol SlV.

Dans le poumon, I'activité EROD est rapidement satuée lorsque la litière contient une forte

proportion de sol SIV, bien qu'elle ne soit pas à son taux d'induction maximal (Beebe et aI.,

r990).
Iæs HAP sont des molécules planes et certains d'entre eux sont de très bons inducæurs

des CYPIA : les HAP comportant plus de 4 cycles condensés (B(a)P, B(b)F, B(k)F,

dibenz(a)anthracène...) sont inducteurs de CYPlAl, alors que les HAP comportant 3 cycle.s
(phénanthrène, fluoêne, anthracène, acénaphtène, acénaphtylène...) sont de bons inducæurs

de CYPlA2, par un mécanisme Ah-ndépndant (Chaloupka et a1.,1995). Roos e/ al. (L96)

ont montré que I'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 à 4 cycles, alors qu'avec

des sols contenant des HAP de plus grande taille (pour une concentration voisine en IIAP

totaux) induisaient cette activité N à 360 fois. Cependant, les HAP de 2 ù 4 cycles doivent

tout de même être pris en considération dans l'évaluation du risque, car ils peuvent être

transformés en métaboliæs mutagènes ou toxiques par les CYPIA1 (Goldstein & Faletto,

1993 cités par Roos et a1.,1996).

La dilution du sol SIV avec le sol ISO a montré que la matière organique diminrrait

fortementla biodisponibilité des HAP présents dans le sol SIV. Ce phénomène bien connu est

dt à I'adsorption des composés hydrophobe"s sur la matière organique. Nos résultats peuvent

s'expliquer par les travaux de deux Quipes qui ont émdié l'absorption cutanée du B(a)P

marqué, in vivo etinvitro: Yang et al. (1989) ont mesuré I'absorption de B(a)P marqué, dans

de lhuile de pétrole brut pure ou adsorbée sur du sol. Iæs fractions argileuses et limoneuses

renferment la majorité du carbone organique et les composés lipophilas y sont fortement liés.

La biodisponibilité du B(a)P dans lhuile est d'environ36% ; lorsque lhuile qst adsorMe sur le

sol,la biodisponibilité est de I à 9% seulemenl L€s particules de matière organique de petiæ

taille (< 50 ttrn) sont prioritairement présentes à la surface de la peau et la pénétration du

B(a)P à partir du sol dépend essentiellement de la première couche de sol appliquée : une

apptcation 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 in vivo sur des singes (avec du B(a)P

ou du phénanthêne) donnent des ésultats comparables (Wester et aI. 1990; Ifudry et al.,

1995). Le phénanthêne adsorbé sur du sol est plus disponible par la voie digestive que par la

voie dermique (Kadry et aL,1995).

-  t42-



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 déærminer

si cela est dû uniquement à 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

matière organique (argile) et ces particules ont un fort pouvoir de réæntion des composés

organiques, comme I'ont montré Nessel et al. (1992) avec la 2,3,7,8-TCDD. Les mêmes

auteurs ont mis en évidence la forte biodisponibilité (au niveau hépatique) de la dioxine

présenæ dans ces particulas après instillation trachéale : la teneur en cytochrome P450 et

l'activité AHH hépatique sont augmentées dans les mêmes proportions qu'apès instillation de

particules d'oxyde de gallium (0,7 + 0,5 pm, substrat ineræ) contaminées pax la même

quantité de TCDD.

II.5. Exposition à des sols artificiellement contaminés : activités

monq)xygénases

tr.5.1. Résultab

Iæs rats ont été exposés à des litières de sols S0, SL Str, Str 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

à ces sols : le sol SI contaminé par des métaux et le sol SII'contaminé par 250 mg/kg de
B(a)P induisent significativement I'activité EROD et la teneur en cytochrome P-450
hépatique. Mais si I'on exprime I'activité EROD en pmoUnmol de cytochrome P-450, ces
inductions ne sont plus significatives. L'activité EROD pumonaire est induiæ 6,5 fois par le

sol SII'.
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Tableau 29 : Activltés EROD, PROD et BROD hépatlques et pulmonaires et teneur en

cytochrome P-450 hépatique mesurés dans les fractions microsomales et poids des organes de

rats de laboratoire SD mâles exposés durant tt t 2 h à dtfférents sols contamlnés

artfflclellement.

Organe Sol Poids (1) EROD(2) PROD (2) BROD(2) P4s0 (3)

Foie S0

SI

str
sII"
str

Poumon S0
SI
Str
sII'
str

12,5 t1'0
9,2 !1 ,3 b

12,9 !0,5
12,8 t 0,8
12,6 !l,l

1,4 t 0,1
1,3 to2
1,4 t 0,1
1,4 + 0,1
1,5 t 0,1

?Â,74 + 4,35
37,95 t 6,83 a
y,gg + 4,49
33,88 t 6,05
35,09 t 4,81'a

1,30 t 0,30
074 r offi
1,08 t 0,46
1,14 t 0,34

681 t l,A a

2,08 t 0,61
3,01 + 0,67
2,82 t 0,39
2,71 t 0,22
2,67 t 043

4J5 t 1,05
5,85 t 0,89
432 t 1,4
621 t 1,38
5Bl t 0,73

4,02 t l,ll
4,88 t 0,88
4,37 + 0,36
4,47 t 0,51
4,33 + 0,70

90,7 t 21,3
l?4,5 + 29,5
862 t 32,6

1103 r æ,0
96p t 12,9

0,87 t 0,03
1,07 + 0,11
0,9 t 0,04
0,9 + 0,15

1,07 t 0,11

I{D
ND
ND
ND
ND

(1) Poids noyo en granrnres,
(2) Activités moyenne t écct type exprimées en polrtninlmg de potéines
(3) Teneurmoyenne t écart type exprimée eir nmoltlng deprctéines
a : activité moyenne différenæ de la valeur obtenue sur le sol S0, test de Dunnet, p4,05
D : poids moyen différent & celui du lot S0, test t de Sûrdent, pd,01.

ILS.2.IXscussion

L'induction de I'activité EROD et du cytochrome P450 par le sol SI est pour le moins

surprenante, les métaux présents étant habituellement connus pour bloquer I'action ou la

synthèse des cytochromes P450. [,es polluanæ pré.sents dans les sols Str et SII" (800 ppm de
phénanthêne) ou Str' (250 ppm de B(a)P) ne sont pas de bons inductÊurs. Leur concentration

est voisine ou supérieure à la teneur totale en HAP présents dans le sol SIV (238 ppm) ou

Repl.Itr (88 ppm). Le sol SIV contient3z,s ppm de B(a)P et le sol Repl.Itr en contient 4,4

ppm ; lia æneur en phénanthêne dans le sol ReplJtr qst de 8,6 ppm.

La faible capacité dTnduction des sols artificiellement contaminés peut s'expliquer par :

a) le caracêre faiblement inducteur du phénanthrène, qui ne comporte que 3 cycles

bendniques (Chaloupkr et aL, t995) etlou b) I'absence d'interactions entre différents HAP

eUou d'autes polluants présents dans le sol SIV.

Les chlorophénols présents dans le sol Str ne modifient pas l'activité inducnice

(indétectable) du phénanthrène (sol Str').
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II.6. Exposition aux sol SIII et SIV par inhalation : activités

monooxygénases

Dans le but de déærminer le rôle de I'inhalation de produits volatils dans I'exposition des rats

aux sols SItr et SfV, nous avons exposé des rats I cm au dessus d'une litière de sol ; la

séparation est faiæ par un grillage, qui éviæ le contact direct entre les rats et le sol, et par là

même éviæ la formation de poussières.

tr.6.1. R&ultab

Les rats ont été, exposés durant trois jours au dessus d'une litière de sol ISO, Sm ou SIV. Iæ.s

r4sultats sont présentés dans le tableau 30. L'exposition des rats aux sols SItr et SIV dans ces

conditions ne provoque aucune modification significative des activités monooxygénases

hépatiques. Au niveau pulmonaire, seule l'activité EROD est significativement induiæ par

l'exposition au sol SIV (x 125).

Tableau 30 : Actlvltés EROD, PROD et BROD mesurées sur les fractlons mlcrosomales

hépaûques et pulmonalres de rats de laboratolre SD mâtes exposés par Inhalatlon aux sols ISOt

SIII et SIV durant 88 t 2 h.

Organe

36,91 t s,VI
31,80 t 7,53
3083 r 698

t 0,32
t 0,66
t 0,98

+ 0,68
t 1,96
t 1,35

x 094
t 0,77
! o,79

r. a6
t 43,8
t 35,9

4,98
5,19
4J3

1305
116g
1(B,l

3,05
3,10
3,19

6,38
6;e3

a 5,97

$o
sm
SIv

$o 0,60 + 0,05
sm 0,65 t 0,05
slv 0J5 t 0,07

Poumon

r{ctivité moyenne expirnée en pmolÂninlmg de protéines.
c valeur signifrcativement différcnto de la vtlern ôtenue avec le sol ISO, bst de DunneBP<),05.

L6.2.Discussion

Lors d'une exposition avec contact direct, ingestion, absorption percutanée et inhalation

interviennent, mais il est dfficile de déterminer la part de chacune des voies. Iæ sol SItr n'est

pas inducteur sans contact direct avec les rats, mais I'activité EROD pulmonaire est

augmentée significativement par le sol SIV ; I'induction est seulement de 1,25 fois. Ceue

induction peut etre considérée comme négligeable si on la compare au taux dTnduction

mesuré lors d'une exposition direcæ (compris entre 38 et 78). Lors des expositions sur la

litière, I'induction pulmonaire est donc probablement liée à I'exposition par la voie sanguine et

par inhalation de poussièras.
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III. RBcttBRcHE D'ADDUrrs À I-'ADN nÉpnneuE ET nULMONATRE cHEz
DES RATs BxposÉs À on"rÉRENTES r,rrrÈnes DE sor, polr,uÉ

Comme nous I'avons vu précédemment" I'activité EROD est induiæ dans le foie et le poumon

des rats exposés aux sols Repl.Itr et SIV pendant 88 + 2 heure.s. L'induction du CYPlAl étant

souvent responsable de la formation de métaboliæs réactifs, une relation entre I'induction de

I'activité EROD et I'induction de la formation d'adduits à I'ADN dans ces organes mériterait

d'être recherchée.

Les adduits ont été détectés par la méthode de post-marquage au T[32P]-ATP des

nucléotides modifiés (ou adduits) présents dans des hydrolysats d'ADN obtenus à 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 10e nucléotides
(N0.

D'une façon générale, il est fréquent d'observer des taches sur les autoradiogrammes

témoins. La pndsence de ces adduits endogènes peut être expliquée par I'effet de molécules

endogènes susceptibles de se lier à I'ADN ou de facteurs environnementaux liés à la

nourriture ou I'atmosphère. L'impact des xénobiotiques dans les essais se manifeste

généralement par une amplification des adduits endogènes etlou par I'apparition de nouveaux

adduits. Dans ce cas, on considère que le xénobiotique utilisé dans ces essais a des

poæntialités génotoxiques.

' III.1" Résultats

Ttr.1.1. Rats exposés au sol Repl.II

Les essais ontétÉ effecués en duplicat pour chaque pool de foie et de poumon (2 rats par pool

et par 1o0. Le profil des autoradiograrnmes obtenus pour les duplicats sont identiques et nous

n'avons présenté ici qu'un autoradiogramme pour chaque essai (figure 51) mais I'ensemble des

ré.sultaæ est consigné dans les tableaux 3L et32.

[r-tr.1.1. Détection d'adduits dans le foie

[æs autoradiogrammes obtenus à partir de I'ADN de foie de rats exposés au sol témoin ISO et

au sol pollué Repl.Itr sont pnésentés sur la figure 51 (A et B). Les taches majeures numérotées

1.,2,3 et 4 sont déæctées aussi bien chez les rats exposés au sol témoin (A) que chez les rats

exposés au sol pollué (B) mais leur inænsité est différenûe. Sept taches mineures (a, b, c, d e,

f, g) sont également détectées sur les autoradiogrammes du lot témoin et huit taches mineures

(numérotées de a à h) sont repérées sur les autoradiogrammes du lot Repl.Itr.
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Figure 51 : Autoradiogrammes des adduits obtenus à part ir  de I 'ADN de foie (A et B) et de poumon
(C et D) de rats de laboratoire SD mâles exposés pendant 8{l  + 2 h au sol témoin ISO (A et C) ou au
sol pol lué Repl.I I I  (B et D). Les autoradiogrammes ont été exposés pendant 24 h.
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tr-a quantification des adduits correspondant aux taches majeures est présentée dans le
tableau 31. Les essais ont été 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 10e Nt a été
mesuré dans le foie du lot témoin, contre 102 adduitVl0s Nt dans le foie du lot Repl.III, soit
une induction de deux fois. Les taches mineures repérées sur I'autoradiogramme du lot témoin
représentent 21 adduits pour 10s Nt et les taches mineures conespondant au lot Rept.Itr

représenænt 48 adduits pour 10e Nr Seule une tache mineure nouvelle (h) a été déæctée dans
le foie des rats exposés au sol pollué ; I'effet piincipal provoqué par le sol pollué est
I'amplification de la quantité d'adduits endogènes qui est de I'ordre de 2, aussi bien pour les

adduits majeurs que pour les mineurs.

Tableau 3l : Quantificatlon des addutts correspondant aux taches majeuræ repérées sur les

autoradiogrammes obtenus à partir des ADN de foie de rats de laboratoire SD mâIes exposés
pendant t8 + 2 h au sol témoin ISO ou au sol pollué Repl.[I. Les essais ont été dupliqués

Lot Témoin Repl.m Taux

d'inductionNo tacfre Essail Essai2 Movenne Essail Essai2 Movenne
I
2
3
4

t3
18
0
13

8
31
4
2l

10,5
?45

2
17

M
36
11
v

4
N
0
36

2/+
3E
5,5
35

2,3
1,6
2,8
2.'1,

Total 4 & 54 125 80 ro25 1g
Les valeurs sont exprimées en nombre d'adduits Ntexprimées
[.e taux d'induction correspond au nomb're moyen d adduits mesurés dgns I'essai divisé par le nombre moyen d'adduits
meçurés dans le témoin.

Parallèlement à la déæction de.s adduits, I'activité EROD a été mesurée dans les fractions

microsomales obtenues à partir des pools d'homogénats : elle est de 55 pmoVmin/mg de

protéines dans le lot témoin et de 283 pmoVmin/mg de protéines dans le lot Repl.III, soit une

induction de 5.

m1.L2. Détection d'adduib dans le poumon

Les autoradiogrammes conespondant aux essais effectués sur le poumon sont présentés sur la

figure 51 (B et C)" Cinq taches majeures, numérotées de I à 5 et cinq taches mineure.s (4 b, c,

d, e) sont détectées dans le poumon des lots témoin et Repl.Itr. I-eur inænsité 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 109 Nt a été obtenue ; cett€
quantité est doublée dans le lot Repl.I[ (127 adduits/l0s Nt). Iæs taches mineures

représentent 16 adduits pour 109 Nt dans le lot témon et 27 adduits pour 109 Nt dan.s le Xot

Repl.Itr, ce qui représente une induction de 1,7 fois. L'activité EROD mesuée dans le lot
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F igure 52 :  Auturadiogrammes des addui ts
obtenus à par t i r  de I 'ADN de fo ie de rats  de
laboratoire SD nrâles exposés pendant 8{t i  2 h à
la nrat r ice témoin sable (A) ,  au ml  pol lué SIV
(B)  ou au sol  SIV d i lué au l l2  avec du sable (C) .
f ,es autoradiogranrmes ont été expxrsés pendant
.10 h.



témoin est de 1,8 pmoVmitt/-g de protéines, contre 35,0 pmoUmin/mg de protéines dans le

lot Repl.Itr, soit une induction de 19 fois.

Tableau 32 : Quantification des adduits correspondant aux taches majeures repérées sur les

autoradiogrammes obtenus à partir des ADN de pournon de rats de laboratolre SII rnâles

exposés pendant 88 + 2 h au sol témoin ISO ou au sol pollué Repl.III. Les essais ont été

dupliqués.

exprimées
[æ taux d'induction correspond au nombre moyen d adduits mesurés dans I'essai divisé pr le nombre d'adduib rnesurés
dans le ténoin.

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.Itr est significatif et de I'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.Itr 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 I'activité EROD, on peut

néanmoins envisager I'existence d'une relation de cause à effet entre ces deux marqueurs.

IILL2. Rats exposés au sol SfV

Dans cette expérience, un essai de déæction de.s adduits a étÉ, réalisé pour chaque pool (3 rats
par pool et par lot).

IILL2.1,. Déûection d'addui6 dans Ie foie

Læs autoradiogrammes présentés sur la figure 52 conespondent aux adduits déæctés dans le

foie de rats exposés à la manice témoin sable (A) ou au sol pollué SIV non dilué (B) ou dilué

at ll2 (C) avec du sable. Dans le lot témoin, cinq taches (numérotées de 1 à 5) ont été

déæctées, mais deux taches supplémentaires (no 6 et7) ont été mises en évidence dans I'ADN

de foie des rats exposés au sol SfV 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 10e Nt A

partir des sept taches, un total de73 adduits pour 10e Nt et de 105 pour 109 Nt a ét éobænu

dans le foie des rats exposés au sol SIV dilué au Ll2 ou non dilué, respectivement"

trot Témoin Reol.Itr Taux

d'inductionNo tache Essail Essai2 Movenne Essail Essai2 Moyenne
I
2
3
4
5

7
q
0
1 l
7

9
36
0
10
6

8
38
0

10,5
65

29 20
54 545
9 4,5
20 20
25 28

11
55
0
20
31

2,5
1,4

1,9
413

Total 656t 63 137t t7 127 2rO
[æs valeurs sont exprimées en nombre d'adduits NL
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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 Ll2.I-es taches no 6 et 7 sont d'une inænsité comparable

dans les deux lots de rats exposés au sol pollué.

Tableau 33 : Quantlflcation des adduits correspondant aux taches repérées sur les

autoradlogrammes obtenus à partir des ADN de foie de rats de laboratoire SD mâIes €xposés

pendant Et + 2 h à du sable ou arx sols pollué SIV ou SIV dllué auU2 avec du sable.

'lemon srv pur slv dilue a\ uz

N" tache NomDre
dadduits

NOmDre raux
d'adduib d'induction

NomDre 'I'aux

dadduits d'induction
I

2
3
4
5
6
7

o
6
t7
t4
4
0
0

l l

10
35
33
8
2
6

l rU

l,'l
2,1
2,4
2p

tz
9
22
16
8
2
4

Z,U

15
1,3
1,1
2,O

'lotal fl r05 zrz 73 r16

d'edduite NLLes valeurs sont exgimées en nombre d'adduits pour
Le taux d'induction conespod ar nombre d'adduits mesués dgns l'essai diyié pr le nombre d'adduib
mssurés dans lo témoin.

L'activité EROD mesurée sur les fractions microsomales obtenues à partir des

homogénats est du même ordre de grandeur que celle me.surée précédemment sur des rats

exposés au sol SIV (cf tableau 24) ; l'acnvité du lot témoin est de 41,2 pmoVmin/mg de

protéines ; I'activité mesurée sur les lots SIV et SIV dilué au ll2 est respectivement de 1.072

et528 pmoUmin/mg de protéines, soit une induction respective de26 et 13 fois.

rr-12.2.Détection d'adduib dans le F)umon

Iæs autoradiogrammes correspondant aux essais réalisés sur le poumon sont pré.sentés sur la

figure 53. Deux taches (no I et 2) ont étê,6êtectê,es dans I'ADN de poumon de rats exposés à

du sable (A) ; deux taches supplémentairas (no 3 et 4) ont été mises en évidence dans I'ADN

de poumon de rats exposâs au sol SIV (B). Dans les poumorut de rats exposés au sol SMilué

au ll2 (C) ou aa LI4 (D) avec du sable, sept taches (numérotées de I à 7) ont pu être

détectées.

La quantification des adduits est pésentée dans le tableau 34. I-es deux taches

détectées dans le lot témoin contiennent un total de 30 adduits pour lP NL Dans les taches

conespondant aux lots SIV non dilué, SIV dilué au ll2 et SMilué au ll4,laquantification

totale est r€spectivement de 34,46 et 13 adduits pour 10 Nr La quantité totale d'adduits dans

I'ADN des poumons exposé.s aux sols pollués n'est pas signilicativement différenæ de celle

mesuée dans I'ADN pulmonaire du lot témoin.
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Les taches 3 à 7 apparaissent uniquement sur les autoradiogrammes obtenus à partir

des poumons de rats exposés aux sols pollués et sont donc des adduits nouveaux

probablement induits par Ia présence des polluants du sol SIV. Le.s résultats obtenus dans le

cas de I'essai B (sol SIV non dilué) sont à première vue surprenants dans la mesure ou d'une

part, le nombre d'adduits est inférieur à celui obtenu avec le sol dilué (at ll2 ou au ll4) et

d'autre part,le nombre total d'adduits est voisin de celui obænu dans I'essai témoin.

Tableau 34 : Quantificatlon des adduits correspondant aux taches repérées sur les

autoradiogrammes obtenus à partir des ADN de poumon de rats de laboratoire SD mâIes

exposés pendant 88 t 2 h à du sable ou aux sols pollué SIV' SMllué au U2 avec du sable ou

SIV dilué aaU4 avec du sable.

'Iémoin slY pur slv dllue at u'2 srv cltue ù) u4

N" tache NOmDre
d'adduits

NomDre laux
d'addûts dTnduction

NomDre 'l'aux

d'adduits dïnduction
NOmDre laux
d'adduits d'induction

I

2
3
4
5
6
7

4

26
0
0
0
0
0

U
23
3
5
0
0
0

Z,U'i o
24
3
6
4
2
I

r )
0g

I

5
I
3
2
0
I

UrJ

o:

'totar 30 39 rJ 6 ri5 l3 u14

d'edduits NLIæs valeurs sont exBrinéos en nonbre d'adduits pou l(P NL
Le taux d'induction correspond au nomb,re d'adduits mesués dans I'essai divisé par le nombre d'adduits mesurésdans le

témoin"

L'activité EROD pulmonaire montre également un profil semblable à celui déjà observé avec

des rats expos4s au sol SIV dilué avec du sable, à savoir l'existence d'un plateau : avec une

activité sur le lot témoin égale à 4,7 pmoVmin/mg de protéines, les activités mesués sur les

lots SfV, SIV dilué au LlZ et Sw dilué au 1/4 sont, respectivemenL de 43,9,43,1 et 4,3

pmo[min/mg de protéines. Bien que ces activités soient proches de celles déjà mesurées,les

taux d'induction sont 4 fois plus faibles (de I'ordre de 9) car I'activité mesurée sur le lot

contrôle est 4 fois plus élevée que lors des auues expériences (cftableaux 23 et25).

Au niveau hépatique, on obsen'e une induction des adduits et de I'activité EROD. Bien que

I'induction de I'activité EROD soit plus forte qu'avec le sol Repl.[I, le taux d'induction des

adduits qst du même ordre (x 2), ce qui permet de penser que le sol SIV présenæ une certaine

génotoxicité au niveau de I'ADN du foie. Dans le poumon, l'induction de.s adduits est faible.

Les activités EROD pulmonaires sont équivalenæs dans les rois lots de sol contaminé mais le

sol SIV dilué au 1/4 ou au ll2 induit la formation de nouveaux adduits par rapport au sol

témoin (mais aussi par rapport au sol SfV non dilué, essai qui pose quelques problèmes) ce
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qui peut être un argument pour estimer que le sol SIV prrésente une certaine génotoxicité au

niveau de cet organe.

lll.2. Discussion

[.es rats ont été exposés à des sol polluâs par des HAP (Replm, 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 à IADN dans le foie et le poumon,

soit par amplification des adduits endogènes, soit par apparition d'adduits nouvealx.

Les HAP sont de.s polluants très répandus dans I'environnement et d'autres auteurs ont

déja montré que le nombre d'adduits à I'ADN chez des animaux vivant dans des zones

contaminées par des HAP est augmenté, que ce soit chez des poissons (Dunn et a1.,1987 ;

Van der Oost er al, 1994), des mammifères marins (Martineau et aJ., 1988) ou des

mammifères semi-aquatiques (rats musqués, Halbrook et a1.,1992). Expérimentalement, une

induction de la formation d'adduits a été observée chez des vers de ærre (Walstt et a1.,1995)

et dans des plantes (Rether, communication personnelle) exposés à des sols contaminés par

des HAP. La corrélation entre la quantité d'adduits à IADN et I'incidence de cancers du

poumon a êté, établie (étude épidémiologique chez des fumeurs, Ross et al., L993) oa

suspectée (enfants ésidant à proximité d'usines pétrochimiques, Pan et al., 1994) chez

I'homme et les HAP sont des produits connus pour leur caracêre génooxique et carcinogène.

Par ailleurs, I'application topiçe, l'instillation intratrachéale et I'inhalation de certains HAP

provoquent la formation de tumeurs dans la peau, le tractus respiratoire ou le

poumon ffiong et aL,1994).

Nos résultats montrent une induction parallèle de.s activités EROD hépatiques et de la

quantité d'adduits à I'ADN dans les mêmes organes, mais si I'on compare lqs taux d'induction

des adduits avec les taux d'induction des activités EROD, on peut r€marquer qu'il n'existe pas

de similijsde entre ces différentes valeurs. Ce fait peut s'expliquer par la complexité des

mécanismes intervenant dans ces voies métaboliques avec en particulier les mécanismes de.s

sysêmes de réparation de I'ADN. D'autre part, certaines molécules peuvent contribuer à

induire le.s activités enzyrnatiques sans toutefois induire des adduits. Dans ce cont€xt€, il est

peu probable d'obtenir de.s rapports similaires entre d'une part les taux d'induction des adduits

et d'autre part les taux dTnduction des activités enzymatiques EROD-

La relation entre I'induction du CYPIAI et I'induction de la formation d'adduie à

I'ADN avait déja été montrée par d'autres auterus dans des conditions naturelles ou

exffrimentales. Iæ æmps de sommeil induit au phénobarbital est réduit chez des rats musqués

vivant dans une zone contaminée par dqs HAP, ce qui met en évidence une modification de

certaines activités à cytochrome P-450 Qes CYP2B notamment). Chez les rats nouveau-nés,

les activités AHH et ECOD (activité éthoxycoumarine O-déséthylase, spécifique des CY?14
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aIZB) sont induites dans divers organes et tissus (poumon, rein, peau, foie, inæstin) avec une

inænsité variable après une application unique d'une solution de goudrons de houille sur la

peau ; I'application sépaée des différents HAP montr€ une spécificité HAP-organe (Mukhur

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 à

I'ADN dans les cellules dermiques et le poumon (Mukhtar et a1.,1986 ; Schoket et aL,1988 ;

Carmichael et a1.,1990 ; Gallagher et a1.,1990). Une corrélation a été établie enEe I'activité

EROD et la quantité d'adduits à IADN dans le foie de truiæs arc-en-ciel exposées à du B(a)P

par injection i.p. (Masfaraud, 1992) mais il e.st difficile de généraliser en considérant que

toute induction de I'activité EROD qst liée à une induction de la formation d'adduits. En effeL

le B(a)P est un inducteur du CYPlAl., mais il en est aussi un substrat et sa métabolisation par

le CYPIA1 conduit à la formation de métaboliæs réactifs ; dans le cas d'un inducteur non

substrat, la formation d'adduits à I'ADN à partir de I'inducæur est peu probable bien que

d'auEes molécules substrats, inducrices ou non, puissent être activées.

En outre, la corrélation entre I'induction d'adduits et le niveau de contarninaton du

milieu est dans certains cas difficile à établir, car de nombreux facteurs endogènes ou

exogènes peuvent inærvenir: âge, æmpéraûlr€, saison, biodisponibilité des HAP, inæractions

entre les polluants (Shaw et a1.,1995), conditions d'exposition et surtout le choix des organes

cible.s éudiés.

En effet, l'ingestion est une voie d'exposition aux polluanæ non négligeable pour

lhomme et les animaux. I-es xénobiotiques sont absorbés au niveau intestinal, apês une

éventuelle métabolisation dans le tractus digestif (cellules et microflore inæstinales).

Plusieurs travaux portant sur la biodisponibilité de polluants (HAP enEe autres) présents dans

le sol ou associés à des gels alimentaires ont été menés : Roos et al. (196) ont mis en

évidence la biodisponibilité (par induction d'activités monooxygénases hépatiques) de

différents HAP présents dans un sol après incorporation de SVo de sol pollué dans la

nourriture habituelle de rats de laboratoire : le.s HAP comportrnt plus de 5 cycles condensés

sont davantage inducteurs de l'activité EROD hépatique que les HAP de plus petiæ tnille.

Weyand et aL (19t, L994) ont étudié les effets de I'ingestion de goudrons de houille (résidus

d'usines ù ear') à long terme (0,05 à 05%,94 et 185 j) et à court terme (0,1 à LVo,l4j) chez

des rats : dans lqs deux cas, la quantité d'adduits à I'ADN dans le poumon est supérieure à

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 I'estomac.

Une exposition aux HAP par voie dermique ou orale peut conduire à des effets

potentiellement carcinogènes (formation d'adduits à l'ADl$ dans des organes indirecæment

exposés, comme le poumon. Cette hlpothèse est confirmée par des énrde.s épidémiologques

mettant en évidence une recrudescence de cancer du poumon chez dqs mécaniciens par

exemple. C.ependanL le poumon est aussi un organe exposé direcæment par inhalation. Ia

formation d'adduits à I'ADN dans des cellules pulmonaires a été mise en évidence après trois

- r52-



instillations consécutives d'HAP à des rats (Ayrton et a1.,1990). L'instillation intratrachéale

de particules de poussières 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 in siu est d'autant plus

êlev&, que le relargage est lent (ce qui éviæ la saturation du système de métabolisation) et il

s'ensuit une quantité maximale d'adduits à I'ADN pulmonaire (Gotze et al., I994). Lors d'un

prétraiæment par un inducteur de CYPlAl, 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

poussières peut donc faciliær la formation de métaboliæs carcinogènes.

De plus, la déæction d'adduits d'origine exogène dans les lymphocyæs, le foie et le

poumon de rats traités par une dose unique de B(a)P ou de benzo@)fluoranthène montre que

les xénobiotiques ou leurs métaboliæs génotoxiques sont disséminés dans I'organisme par la

circulation sanguine. La mesure d'adduits dans les lymphocyæs (qui présentent I'avantage

dêre prélevés par une simple prise de sang) suffit à déæcær I'exposition à des composés

génotoxiques mais ne permet pas de prévoir la quantité d'adduits présents dans d'autres

tissus: apês une injection de B(b)F, il se forme 4 fois plus d'adduits dans le poumon que

dans le foie ou las lymphocytes et la capacité de réparation est plus lenæ Qa demi-vie des

adduits est de 18 jours dans le poumon contre 8 jours dans les lymphocyæs 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 autnes

tissus ; Ross et aL,1993).

Ces travaux montrent que le poumon est une cible particulièrement sensible aux

xénobiotiques génotoxiques car : a) il est doublement exposé, b) il n'est pas armé

efficacement pour la réparation de certains adduits à I'ADN et c) la présence simultanée

d'inducæurs de CYPIA1 et de HAP accroît la formation de métaboliæs génotoxiques. Ces

Eavaux montrent aussi la complexité des mécanismes et facteurs intervenant dans I'induction

des adduits à I'ADN. En effet,la quantité d'adduits à I'ADN reflèæ la quantité de composés

génotoxiques présents dans les cellules, mais elle inêgre aussi I'activation métabolique et la

détoxication, la capacité de fixation à I'ADN, I'efficacité de réparation et le renouvellement

cellulaire.

Iæs résultats que nous avons obtenus sont dans I'ensemble en accord avec ceux des

autres auteurs. Ce sont des résultats préliminaires intéressants et significatifs, même si

lTnduction des adduits peut paraltrre faible. Cependurt, des énrdes complémentaires pourraient

être entreprises afin de préciser en particulier les conditions optimales dans ce type

d'exffrimentation Ainsi, sa utilisant la même méthode d'exposition, la cinétique de formation

des adduits pourrait êtne suivie en faisant varier la durée de I'exposition au sol pollué. Après

avoir déærminé une durée d'exposition optimale, l'efficacité de la réparation pourrait être

étudiée en détectant les adduits à des délais différents après arrêt de l'exposition au sol pollué.

Ce.s é$des complémentaires permettraient la mise au point d'un test de génooxicité de sols

pollué.s standardisé snr mammifères.
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IV. Recherche d'altérations du système immunitaire chez des rats exposés
au sol Repl.IH

Comme nous I'avons vu dans l'étude bibliographique, la formaton de métaboliæs réactifs à

partir des xénobiotiques peut conduire à des altérations du fonctionnement des effecæurs du

système 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.I[

IV.l. Résultats

fV.1.1. Topographie du thymus

La topographie du thymus permet de détecær une déplétion cellulaire des cellules du cortex

thymique.

Nous avons commencé par observer les coupes corrc,spondant à 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.Itr durant 5 semainqs ne mont€nt

pas, après une coloration topographique à I'hémalun-éosine, de différence de densité

cellulaire, que ce soit au niveau du coræx ou de la médullaire thymique. Aucune différence

n'est visible entxe les quatre rats exposés à la sciure et les quatre raB exposés au sol Repl.[L

Des colorations effectuées sur les lots exposés durant 3 semaines ne montrent pas non plus de

modification.

fV.12. Activité NK

La mesurc de I'activité des cellules NK permet d'explorer une des partie.s les plus sensibles de

lTmmunité non spécifique.

L'étap de marquage das cellules cibles nons a posé de sérieux problèmes techniques

dus à une contamination mycoplasmique de la souche de cellules cibles. Cette expérience n'a

donc pas pu êre menée à bien.

fV.1.3. Réporse 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 6çhnique nécessitant un grurd savoir-faire, nous I'avons remplacée par la

mesure des IgM anti-KLH selon une méthode ELISA. La KLH est aussi un antigène T-

dépendant-
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Figure 54 : Titre d'IgM anti-I(LH dans les sérurns de rats exposés à une litière de
sdure ou de sol ReplJII Pendqnt deux semalneù puls lmmunlsés par une lnJection l.p.
de Kr.H, à ralson de 50, lfi) ou 2ffi ltglrat (doses A, B et C, respecdvement).I-es rats
ont été réexposé.s à leur litières respectives apràs I'immunisaûon- Dosage à J5 par une
méthode ELISA indirecte. Titre exprimé en unités arbitraires et les barres d'erreur

correspondent à l'écart type. il = 3 rats par lol Chaque dosage a été ûiplé. Il n'y a pas de

différence signiflsxûte entre le titre de chaque lot sciure et le titre d' lot Repl.Itr

corresponOant (test tde S$dent).



Nous avons effectué les mesurcs correspondant aux trois doses, 5 jours après

I'immunisation. Les résultats prrésentés sur la figure 54 sont assez difficiles à inærpéær : la

dose A montre une différence entre le lot témoin et le lot Repl.Itr, la réponse IgM étant plus

foræ 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 dewait êEe retenue.

Face aux nombreux problèmas que nous avons rencontrés au niveau technique, devant

le manque d'infiastnrcture adaptée au laboratoire et au regard de nos premiers résultats, nous

n'avons pas jugé utile d'approfondir les dosages dIgM (cinétique sur J6 et Jz).

IV2. Discussion

Nos ésultats concernant les effets immunotoxiques dus au sol Repl.Itr sont assez minces.

Aucune déplétion thymique n'a pu être mise en évidence, même après 5 semaines

d'exposition. Les activités NK n'ont pas pu être mesurées et le dosage des IgM anti-KLH ne

semble pas montrcr d'altération de la réponse anticorps. Cepndant, ce dernier ésultat n'a pas

été suffisamment appronfondi (dosage limité au cinquième jour après l'immunisation) pour

être considéé comme définitif. Il est difficile de conclure à partir de ces quelques données à

I'existence ou à I'absence d'effets immunotoxiques.

Les altérations du sysême immunitaire étant généralement plus sensibles que de

nombreux autres points finaux (nota"mment I'activité EROD, Dickerson et aL,1994), il est

fort probable que l'exposition de rats à des sols pollués provoque des effets immunotoxiques,

mais la durée d'exposition dewait êtrre rallongée, car les études expérimentales meftant en

oeuvre des doses relativement élevées sont déjà pratiquées sur quelques semaines. Par

exemple, I'adminisration orale d'Aroclor@ 1.254ùdes rals (10, -25mglkg pendant 15 jours)

proyoque une diminution de I'activité NK (Snialowicz et aJ.,1989). Dogra et al. (1995) ont

utilisé une approche plus expérimentqle, en pratquant de.s 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 éponse sffcifique d'organe est diminuée mais pas la

éponse au niveau de la raæ (système général) et I'association de cadmium avec les cendres

accenhre la réponse au niveau pulmonaire.

Chez les animaux sauyages, il est difficile de mesurer des paramètres

immunologiques, car la variabilité due aux conditions de vie et à lhétérogêrlêitÉ des individus

est importanæ. Cependant, Halbrook et al. (lW3) ont remarqué que les rats musqués vivant

dans une zone contaminée par dss IIAP présentaient des infections parasitaires dans une

proportion beaucoup plus importante que des populations vivant dans une zone non

contaminée. Cette recrudescence d'infections peut-eEe due à I'ingestion de proias

contaminée.s, mais lhlryothèse d'une diminution de.s défense antiparasitaires des rats musqués

contaminés ne peut être écartée.
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v. MEsuRE DE DosEs TNTERNEs crrEz DEs RATs ExposÉs À nrrrÉnrNTtss
lrrrÈnns DE sor,

V.1. Teneurs en PCB dans le foie et le poumon de rats exposés au sol
silr

Différents congénères de PCB ont été mesurés dans le foie et le poumon de rats exposés au

sol SItr. 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 réæntion des différents congénères, leur pourcentage individuel est

calculé par rapport à la somme de leurs teneurs. L'analyse du sol SItr, déjà pratiquée par

IIRH, aétÉrcfuæ afin que tous les échantillons soient comparables.

V.1.1. Résuttâts

V.1.1.1. Teneurs en PCB dans le foie

Iæs teneurs en PCB onitétÉ, mesurées dans le foie de rats exposés au sol SItr non dilué, au sol

SItr dilué au ll2 ['ll2 (ISO)"] ou au Il4 avec du sol ISO ['I/4(ISO)'] et au sol SItr dilué au

Ll2 avec du sable ["1/2(sable)']. Les résultats obtenus sur les foies et sur le sol SIII sont

pnésentés dans le tableau 35.

Le sol SItr contie nt 207 et 241ppm de PCB respectivement exprimés en Aroclor@

1254 et L26O.Iæ total des 12 congénères dosés est égal à 93 ppm. Les congénèras les plus

représentés sont les hexachlorés # 138 (23,57o), #118 (19,77o) et#I53 (14%) et le tétraCts

#52 (l0,5%o). Iæs congénères coplanaires #L69, #126 etll77 n'ont pas été déæctés dnn.s nos

conditions de dosage.

Dans le foie des rats exposés au sol SItr non dilué,les teneurs exprimées en Aroclor@

I2il et 1260 sont respectivement de 1.845 et2.03L ppb. Ces teneurs représentent un peu plus

de lVo de la teneur mesurée dans le sol. Le total des 12 congénères est de 1.212 ppb et les

congénères principaux sont les hexaCB #t38 (22,IVo), #128 (13,47o) et #153 (l3vo),le

pentaCB #118 (187o) et le tétraCB #101 (10,57o). Seul lhexaCB coplanaire #169 n'est pas

dêtætÉ. Lorsque les rats sont exposés au sol SItr dilué (avec du sable ou du sol ISO), les

proportions de chaque congénère sont bien conservées, tout au moins pour ceux qui restent

détectables. En comparant la proportion de chaque congénère dans le foie et dans le sol SIII,

on observe un enrichissement de certains congénères dans le foie : I'hexaCB #128 qst enrichi

derx fois (13,4 ù tT?o contre 89% dans le sol) et le tétraCB coplanaire #77 représenæ

environ 6Vo du total de.s congénères dans le foie. Iæ téraCB #52 et le pntaCB #101 sont

apparemment plus rapidement métabolisâs que les autres congénères qui ont des proportions

semblable.s à celle.s observées dans le sol.
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La teneur en PCB diminue lorsque les rats sont exposés au sol dilué ; elle est

significatvement corrélée à la teneur en sol StrI dans la litière (figure 55 ; p<0,001 et

p<0,005, pour une teneur en PCB exprimée respectivement en total des congénères ou en

équivalent Arclor@1254 ou 1260). Nous n'avons pili pu metEe en évidence de corrélation

entre les activités EROD, PROD ou BROD et la teneurs en PCB, ni en considérant le total des

congénères, ni en les séparant selon leur spécificité d'induction.

V.1.12. Teneurs en PCB darn le lxlrmon

Les teneurs en PCB dans le poumon de rats exposés au sol SIII non dilué ou dilué au l/2

['ll2(ISO)"] ou au ll4["I14(ISO)"] avec le sol ISO sont présentées dans le tableau 35.

La teneur en PCB exprimée en Aroclor@ tZS+ ou 1260 est respectivement de2l4 et

272 ppb dans le poumon de rats exposés au sol SIII non dilué et le total des 12 congénère-s est

de LU ppb. Tous les congénères sont déteætés à I'exception des hexaCB coplanaires #L26 et

#169. Les congénères les plus repré.sentés sont les hexaCB #L38 (25,2Vo) et #153 (21,87o) et

le pentaCB #ll8 (tr5,4%o).I.e, congénère #153 est 1,5 fois plus représenté que dans le foie ou

le sol. Il est intére.ssant de noter que darrs le polrmon des rats exposés au sol dilué au ll2 etau

1/4, les congénères #138 et #153 représentent respectivement 6l,3%o et74,27o du total des

congénères, contre 47Vo æulement dans le lot exposé au sol non dilué.

La teneur en PCB dans le poumon n'est pas corrélée à la teneur en sol SItr dans la

litière (figure 55 | p = O,l2). Comme dans le foie, nous n'avons pas pu mettre en évidence de

corrélation sentrc les activtés 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 congénères est

différent : alors que le foie retient le congénère #l28,le poumon retient les congénères #153

et #138. I-e poumon semble davantage métaboliser les autres congénères lorsque I'exposition

est faible, tout en concentrant de plus en plus les congénères #153 et #138.

Les teneurs en PCB mesurées dans le foie des rats exposés au sol SIII sont de l'ordrc

de celles mesurées par Lubet et al. (1992) sur des souris (Reithrodontotnys fulvescens)
capnrées sur un site contaminé (02 à 6 ppm). Il n'y a pas, à notre connaissance, de râsultats

conçernant les teneurs en PCB dans le [pu'non de rats exposés dans des conditions naturellqs.

Cependant, les teneurs d'Aroclor 1254@ puhonaires sont de I'ordre de 1,5 ppm,48 heures

apês I'injection i.p. de 100 mg/kg d'Aroclor 1254@ à des souris (environ 13 ppm dans la

carcasse ; Beebe et al., L992). Si I'on comparc ceûe valeur à celles que nous avons observées

(de I'ordre de 0,2 ppm), on peut considérer que I'exposition des rats dans nos conditions

permet une exposition importante du poumon aux PCB pésents dans le sol.

La métabolisation des congénères de PCB dépnd du nombre et de la position de leurs

substituane : les congénères faiblement chlorés (3 à 5 constihrants) sont assez bien
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métabolisés, de même que les congénères sur lesquels il y a au moins deux atomes de carbone

vicinaux non substitués. [æs congénères sont stockés sans sélectivité dans les tissus adipeux,

mais il exisæ une rétention spécifique de certains congénères dans différents organes (foie,

poumon, rein) ou tissus (muqueuse olfactive ou inæstinale, prostate ; revue par Anderson ef

al.,1993). Lubet et al. (1992) avaient montré la pédominance des congénères #138, #153,

t*99 et #180 qui représentaient, respectivement, 32,8, 14,5, I3,7 et ll,8 Vo des congénères

mesurés chez dans le foie de souris sauvages exposées à des PCB. Les congénères #128, #105

et #118 avaient des proportions de I'ordre de 67o. Bien que nous n'ayons pas dosé les mêmes

congénères, nos résultats concordent dans le sens où le congénère #138 est le plus repésenté

(22-24,67o), suivi du congénères #153 (environ I3-157o), alors que le congénères #105 est

faiblement retenu. Par contre, nous n'avons pas observé la réæntion du congénère #180 et le

congénères #118 et #128 sont beaucoup plus foræment retenus (respectivement, 18 et l5Vo)

que dans le foie des souris.

Au niveau pulmonaire, les congénères #153 et #138 sont fortement retenus, surtout

lorsque les rats sont exposés au sol SItr dilué. Le poumon est un organe connu pour bien

retedr les PCB (par rapport à la carcasse), notamment les congénères hexachlorés #105 et

#138 (Beeb et al., L99l ; Anderson et al.,l93). Le poumon n'est pas un organe à forte

teneur lipidique et cette spécificité de éæntion peut être expliquée en partie par la forte

atrinité des dérivés méthylsulfonés des FCB pour une protéine 'utéroglobin-like", présenæ

dans les cellule.s de Clara (revue par Beebo et al.,1992); la éæntion congénères coplanaires

#126 et #169 est en partie due à leur fixation sur le CYPIA2, dont ils peuvent induire la

synthèse par un 11f,çanisme Aà dépendant (De Jongh et aL,1993).

La rétention s@ifique conduit à des effets sffcifiques d'organes, comme I'induction

durable par les congénères inducteurs de CYPIAI (#105, #169,#t26...) ou de CYP2Bl

(#153...) : I'injection i.p. d'une seule dose d'Aroclor 1254@ chez des souris provoque

lTnduction de I'activité EROD pulmonaire pendant plus de 30 semaine.s (lm mg/kg) voire un

an (5(X) mg/kg ; Beebe et a1.,1991) ; I'activité BROD n'est modifiée qu'à forte dose (5fi)

mg/kg) mais cette activité est inhibée malæ la présence de composés inducteurs de CYP2B

par l'action antagonisæ d'autres congénères, notamment le congénère #105 (2,33',4,4' CB).

Une étude expérimentale menée par Henneman et al. (1994) sur des rongeurs de

l'espèce Signndon hispidus avait mis en évidence un plateau de I'activité EROD lorsque la

teneur en Aroclor 1254@ hépatique dépassait 120 ppb. Bien que les teneurs hépatiques des

rats exposés au sol SItr soient de I'ordre de 1 ppm, nous n'avons observé qu'un faible

ralentissement de lTnduction (cf. tableau 18). L'induction de l'activité EROD n'est pas

toujours linéaire en fonction de la æneur pulmonaire en congénères inducteurs de CYPIAI ;

l'établissement d'une toxicité cellulaire inhibant la réponse et la présence de congénères

antagonisæs peuvent expliquer ce défaut d'induction (Beebe et aL,1992).
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Y.2" Teneurs en métaux dans le foie de rats exposés aux sols SI, SIII
ou SfV

V2.1. Résultats

Les teneurs en plomb, cadmium et zinc ont été mesurées dans le foie des rats exposés au sol

SL Sm et SIV et dans ces trois sols (tableau 36).

Tableau 36 : Teneurs en plomb, cadmlum et dnc dans les sols SI, SIII et SIV et dans le foie de

rats exposés à ces sols ou au sol ISO pendant Et + 2 h.

Echantillon n Plomb Cadmium Tinc

Sol (1)

Foie (2) ISO 3

SI 4

34t0,35
( 3,G3,O
9,1 t 0,6 a
(825-9,8)
16,618,0 a
Qr-22.3)

19,3 t 10,8 a
Q+Aq

SI | 23û 37,5 n"d.
S[ 1 12fi n3 nù
Sry | 29t5 <5 ud.

SIv

<o,û25 401,7 t77,5
_ (32s480)

0,4010,17 nd.
(0,æ4,58)

d,025 103,5 t ll5 a
- (92-115)

0,5410,28 à 84,8t 163 a
(<0,0254,74) (63-100)

(1) Tenern exprimê en mg/kg de sol
(2) Tenenr moyenne expimée en mg/kg de matière sèche t écatt type. Iæs valeurt exE€mes sont signalées
entre parenthèse.
a Teæur significativement différente de la teneur obtenue sur le sol ISO, test de Bonfe,ronni Pd,05.
D Moyenne calculée àpartir des detq valeurs sr4rérieures à 0,025 ppm.

Les teneurs en cadmium obtenues sur le.s soh Sm et Sry sont semblables à celles fournies par

IIRII ainsi que la teneur en plomb du sol SIII ; ce métal n'avait pas été dosé par lÏRH dans le

sol SIV et nous trouvons une teneur de 2.905 ppm. Iæs valeurs correspondant au sol SI sont

assez différentes des valeurs tléoriques, puisque nous avons mesué 2.300 ppm de plomb et

37,5 ppm de cadmium, conre respectivement 800 ppm et 50 ppm attendus. Nous n'avons pas

dosé le zinc dans ces échantillons.

Iæs teneurs hépatiques en plomb sont faibles chez les rats exposés au sol ISO, mais

elles sont toutes significativement supérieures à cette valeur chez les rats exposés aux tois

sols pollués. tr n'exisæ pas de différence significative entre les teneurs moyennes en Pb dans

le foie des rats exposâs aux différents sols contaminés. Cependant, bien que les sols SI et SIV

aient des tenerrrs voisine.s, le foie dqs rats exposés au sol SV contient en moyenne deux fois

plus de Pb que le foie des rats exposés au sol SI, et les mts exposés au sol SIII 0e moins

contaminé) présentent également des teneurs hépatiques suffrieures à celle.s du sol SI.

Les raB exposés au sol SI contiennent des teneurs en cadmium de l'ordre de 0,4 ppm.

Le.s 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 êté, détectÉ, de Cd dans ce sol. Inversement" bien que 22 ppm de Cd

aient été mesurés dans le sol SI[, ce métal n'est pas retrouvé dans le foie des rats qui y sont

exposés.

Les sols SItr et SIV ont des teneurs en zinc très voisines (2.270 et 2.080 ppm,

respectivement, valeurs de I'IR[I) et les rats exposés à 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 cadmiuræ observées ici sont du même ordre ou sont inférieures à celles

données dans la littérature, mesurées sur des petits mammifères capturé.s sur des siæs pollués

@verett & Anthony, 1976; Beardsley et a1.,1978 ; Anderson et a1.,1982 ; Maly, 1984 ; Ma

et a1.,1991). Ces valeurs mesurées sur le terrain ou dans nos conditions sont en dessous des

valeurs entraînant un effet toxique (Shore & Douben, 1994b). Iæs teneurs en plomb sont

voisines de celles mesurées dans le foie de souris vivant à proximité moins de 300 m d'une

usine de récupération de batæries (Kisseberth et aJ.,1984) ou de rats vivants dans différente.s

zones urbaines (Way & Schroder, 1982) ou aux abords d'une voie à fort trafic routier

(Beardsley et a1.,1978). I-e, zinc est un métal qui n'a pas d'effets ptoxiques au dessous de

2.000 pm dans le foie et les concenrations mesurées ici ne portent pas à conséquences.

Les faibles valeurs en 7-n observées chez le.s rats exposés à des sols contaminés par

environ 2.000 ppm de zinc sont assez surprenanæs 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 particulièrement riche en cet élément. Le plomb présent dans le sol contaminé

artifrciellement SI semble moins biodisponible que le plomb pésent dans les sols SItr et SIV,

à pollution mixæ (organique et métallique). Bien que ces deux sols aient des teneurs

différenæs (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 SItr. La

différence de biodisponibilité des métaux que l'on peut soupçonner entre chaque sol peut

s'expliquer par a) des interactions synergiques avec les polluants organiques, b) les

caractéristiques physicaçhimiçss des sols (æneur en matière organique, pH...) et/ou c) la

s@iation des métaux. Le plomb tétÉ, appottÉ dans le sol SI sous forme d'acétate de plomb

trihydraté, une forme facilement biodisponible, mais l'évolution de la spéciation des métaux

dans le sol n'est pas connue et nous ne pouvorn affirmer qu'au moment des expositions, tout

le plomb pré.sent dans le sol SI était sous la forme du sel d'origine.
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L'étude in situ du siæ pollué de Replonges nous a permis de mettre en évidence la

biodisponibilité de polluants chez des rats vivant sur le siæ en mesurant I'induction des

activités monooxygénases à cyochrome P-450. Des résultats semblables avaient déjà, été,

présentés par plusieurs équipes, mais cette approche ne pennettant pas de faire une étude

approfondie de la relation qui exisæ entre la réponse biologique et le niveau et la nature de la

contarnination du sol, nous avons dévelop$ un bioessai de laboratoire, qui consisæ à exposer

des rats à une litière de sol pollué san.s administration forcée. La biodisponibilité des polluants

peut être mesurée par divers biomarqueurs enrymatiques, le plus sensible de ceux que nous

ayons testés étant I'activité EROD hépatique et pulnonaire. Les taux d'induction observés

dans le foie et le poumon de rats exposés à différents sols pollués par des HAP etlou des PCB

sont relativement importants : supérieurs aux taux observés sur le terrain, ils sont parfois du

même ordre de grandeur que ceux observés lors d'études expérimentales, que ce soit dans le

porrmon ou dans le foie.

Pour 14 première fois, la biodisponibilité de polluants organiques dans le poumon

d'anim4g1 exposés naturellement à des sols pollués a été montrée. [-e 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 à des polluants. L'activité EROD, souvent utilisée chez

différentes espèces comme biomarqueur d'exposition à des polluants chimiques, est

généralement mesurée dans le foie, mais nous avons montré que I'activité EROD pulmonaire

répond mieux que I'activité hépatique et peut être considérée comme un excellent

biomarqueur d'exposition.

Le protocole d'exposition au laboraoire a été mis au point pour obænir une réponse

optimale des activités monooxygénases hépatiques et pulmonaires, mais la duée de

lbxposition peut erc modulée pour optimiser la réponse d'autres biomarqueurs d'exposition

ou d'effets. Iæs doses internes de FCB mesuées dans le foie sont semblables à celles déjà

observées chez des animaux sauvages vivant sur des sites contaminés, mais il n'a pas été

publié à notre connaissance de valeurs concernant les teneurs pulmonaires. Comme nous

I'avons vu, les activités antioxydantes ne sont pas sensiblement modiliées par le sol pollué

Repl.[I, même apês deux mois d'exposition, mais l'induction de I'activité EROD nous a

permis de supposer l'exisænce d'effets toxiques liés à la production de métaboliæs réactifs par

le CYPlAl. L'auementation de la quantité d'adduits dans le foie et le poumon a confirmé

cette hypothèse. Cependant, ces résultats ne sont que préminaires et mériæraient d'être

approfondis apês optimisation du protocole d'exposition. En effet, les adduits pouvant être

réparés, il serait intéressant d'énrdier la cinétique et le niveau de leur réparation. Divers

biomarqueurs de génotoxicité (échanges de chromatides soeuts, déæction d'aneuploïdie...)
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pourraient également être mesurés après optimisation du protocole. Nos essais concernant la

mesure de paramètres immunologiques ont été infructueux, mais cet échec est dt à de.s

problèmes techniques plutôt que conceptuels. En effet, le système immunitaire étant plus

sensible que les autres systèmes de défense aux agressions par les produits chimiques, il est

fort probable que I'exposition de rats ou de souris pendant plusieurs semaines à des sols

pollués provoque des effets immunotoxiques.

La relation dose-réponse peut être étudiée en diluant les sols pollués avec nne matrice non

ssataminée : au niveau hépatique, I'activité EROD est corélée à la æneur en sol pollué par

des inducteurs, mais qst t!às sensible à la pré.sence de matière organique, notamment avec le

sol SIV, pollué par des HAP. Au niveau pulmonaire, I'activité EROD e.st plus sensible à la

présence de polluants inducteurs que I'activité hépatique, mais sa capacité d'induction est

limitée et son activité présenæ rapidement un plateau avec les sols fortement pollués.

Le choix de la matice 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 matière organique quï contient diminue la biodisponibilité de certains

composés. Si le but de I'expérimentation est seulement la mise en évidence de la

biodisponibilité de polluants pésents dans le sol, il suffït de tester le sol non dilué. Lorsque la

réponse est positive et que I'on cherche à situer le niveau de pollution du sol par rapport à

I'inænsité de la éponse, il est préférable de pratiquer quelques dilutions afin de détecter une

éventuelle saturation dans la réponse du biomarqueur (cas observé avec I'activité EROD

pulmonaire). Si I'on veut déærminer la dernière dilution provoquant un effet sur nn

biomarqueur donné, il est préférable de diluer le sol avec une matice pennettant d'obænir une

relation linéaire entne la éponse du biomarqueur et la teneur en sol dans la litière. Il n'est pas

possible d'exprimer les résultats en DE5g car ce type de calcul nécessiæ lia connaissance du

taux dTnduction 1007o, impossible à déterminer darr.s nos conditions expérimentales.

Ce bioessai pourrait êue utilisé pour vérifier I'efficacité de mesures de bioremédiation

de sols pollués, en complément avec une vérification basée sur des te.st bactériens. En effet, la

bioremédiation des HAP par des micro-organislass n'est pas efficace avec tous les HAP car

le.s bactérie.s sont surtout sensibles aux molécules de petiæ aille : les HAP comportant plus de

quatre cycles sont peu biodisponibles donc peu toxiques pour les bactéries (Wang et aJ.,

19q)), alors que ces mêmes HAP sont les plus toxiques pour les mammifères. L'évaluation de

I'efficacité du traiæment d'un sol à partir de tests bactériens (Micotox@, test d'Ames) ne

permet donc pas de conchue quant à la toxicité du sol pour lss 6emmifères, donc pour

lhomme.
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ANnExE I

Structure et numéros IUPAC des PCB
(selon Ballschmitær & Znll, 1980)
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l8E! 22'3,4"5,6,C
rr9 23j"4,4'55'.
r90 \3,9"4,4"5.6
r9r L33'.4,4',5"6
ryt 43,3'AsS',6
rql \3,3'A'55"6
r94 2,2',33'A,4'5,5'
r95 22',33"4,4"s,6
196 22'3j"4,4'5,e
r97 22',33"4,4"6e
198 22'33"45,5"6
r99 22'3,3"455,6'
2@ 22'i,3'A5"68
zor 22'33"455"e
2v2 2,2"33'55"6e
2s3 22'.344',55"6
2,42 22' j.4,4'5,6,6'

205 233"4,4'55.'6
26 22"3,3',A,4"5,5"6
zut 22'33'A,4"s,68
208 2,2',33',.455"66
2t9 2,2'33"4,4'.,5,5',,6,6'
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ANNExE II

Caractéistiques du site de Replonges

Renseienements extraits du raoport BURGEAP. I 9 9 3 :

Annexe IIa : Implantation des ouwages de reconnaissance
Annexe trb : Récapitulatif des observations faites sur les ournages de
reconnaissance
Annexe trc : Récapitulatif de l'état de pollution du siæ
Annexe trd : Récapitulatif des analyses de laboratoire effectuées sur différents
échantillons de sol
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Annexe I Ia
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Annexe I Ib
Récopl tu lof  t {  dos observot lons fo l tcs sur les ouvroges do leconnolssonce

Obse|'vollons F n

(rn)

> 1 ,0

> o.9

> o . 7

0.8

0.5

Ouelques troces d'HCH do 0 ô 1.4 m - Cuve métollique écrosée onlre I et 2 m

Odour foiblo

Auct-ne lroce visuelle ou olfoclive de pollufion

D€ I ô 2.5 m: Sobles et groMers noirs pollués. lmprègnés cfHCH
Forle odeur de type ommonkrque

3 pelils Fûts râcrosés de 0 ô 1.9 m - Pos de lroces d'HCH
Très forle odeur 1rdétermlnée'

3.3 m : corJche peu 6poHse et disconlinue de sobles €t grovlen nolrs
dHCH -Très forles odeurs d'HCH ei'lrrdétormlrÉè'

0 ô I m : rembols orgileux et HCH vbqueux - I Fût en surloce

05 ô 1,8 m : Sobtes ef grcvtets noirs pollué6. lrnprègnés dHCH - I R?t éctosé

2 è 3.1 : Sobles el grovlers nols. lmprègnê dHCH

05 ô 4 m : Remblrb dlrcrs noks.lotolemenl lmprègnée dHCH - Ptéserca cfHCH
lquldes o.r plns ou moks vlsqreu - Irès forle odeut dHCH

De 05 à l5 m : Remblob dlver. lofolement lrnprègrÉs cfHCH - Présence
vtsqueu - Très forfc odeun dHCH et'lndéfermlnée'

De O.8 ô l5 m : Rernbbb d\ret: lotolemenr hnprègnés dHCH - Èéeenc€ lmportonle
visqueux - Rlh écrosés -Très forlæ odeurs dHCH et'lndétemhée'

De 05 è 12 m : Rembbb dhrsls tololement lmgègnés dHCH - Préoence lmporlonle
visqueq - Très forls odeus d'HCH et -trdélermhée'

A 0.8 m : 5 Fr3ts pleks (de 60 è & llfres) dors un lerroln orgileur ne gésentonl
dlrdrce vlsr.pl ou offocllf de po[rrion

Aucrne lroce lÈuelle ou olfocfive de polution

Oe I /4 ô 1,8 m et de 2l ô 23 m : HCH r&queux

De 25 ô 3 m : Soblæ el grovlors nolrs bngègrÉs d'HCH - Forle od€ur dHCH

Éosso
ô lo pollê

méconiqu€

Anomolie n" 6

Arpmolie n" E

Anomolie n' l0

Arpmolie n' II

Arpmolb n' l3

Anomollo n" ltl

Anomolie n' 17 bb

Anornotl,e n" l8 bb

Arpmolle n"ll9

,:-
Arpmo[e no20

Anomo[e n"/21 b6

Arpmofie rf 24

Arpmolle n"25

Arpmofie n"26

Arpmo0e n"27

Arpmolie n"29

2.6

3.O

3.O

2,4

3.3

l p

29

3.1

45

r5

r5

t 2

l.o

25

3!

3.1

Lo locdbotlon d6 ouwo€,6 6t gêenîéo Hgue 3

d€ b H€trte 3 et Déflntllon d6 d€grés de pollullon

O I oeoré l:

O I oeerez:

+
+
O O o Degré3:

Pi6zomèlro. sondogo ou fæe n'cryonl pos rerconk6 de Îrocs vlsue[es âddontes de poluflon
ftésence pocCbb dodeus do{bhe lndétermlnée

Plâzornèko. sondogo ou tosse o]ont ronconlré irne po[utbn [npodonle : Présence dtne coucft€
de soble et g<wlets nolrs kngfunés dtrydrocoôr.nos - Po dtrydrocoôuæ 0qulds
Fo,tls odeurs dHCH ot dorghle hdélonnlrÉe

PLâzomètre, rcndoge ou t6so oyonl renconké rne polh.dlon mossh/€ : Terrolns lotolemenl sotd!éc
Prêerce dhydrocoÊxnæ [quldæ ou Vsqueus
Forlæ odeun cfHCH et dorQho hdélermlnée

Fæe oyont renconlré des FrSts plelrso
(') : Epolssetr dss lenoirs pollué6 cls monlère évidenle
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Récopl lu lo l l f  des observol lons fo l tes sur les owroges de reconnolsso.6s /s- ,1-c)

Lo locollsotlon des owrog€s esl presentée Flgure 3

Détlnlflon dç degrés de polution

Degré I : pos de lrocesvlstreiles de polluflon
Préserrce pælble cfodours <fon'glne lnd6termlnée

Degté 2 : Pollutbn tmportonte - Préserrce d'une couche de soble el groviers nols lmprègn€s d'hydrocoôues
Pos dh;aCrocoôures llquddes
Forfes odeurs dHCH el dorglne Indélermlnée

Degré 3 : Pollutton mossfuo - Tenohs lololemenl souflles - Présence dhydrocoôtl,6 llqutct€s ou vlsqueu(Forles odeurs dHCH ef d.orlgine lndétermlrÉe

(') : Epobseu des lenolrs poltuéc cl,e monlère évldente

Sondoge ç t

S 2

s 4

s 5

s 6

S 7

s 8

s 9

s l 0

s l l

s 1 2

s 1 3

Quelques troces d'HCH de 0 ô O.5 m - Odeur foibte

De 0ô 0.5 m : Troces el odewsd.HCH - Forle odour d.HCHde 0 ô 2.5 m

Peu de lroces visuelles de pollution - Forle odeur .indérerminée. 
de 4 è S m

Peu de lroces visuelles de pollution - Forte odeur indéte(minée de 25 ô 5 m

Dê | ô 2.5 m : Argrlle brune g'ross€ lrnpêgrnée d.HCH - Forte odeur d.HCH
odetr'indéterminée'de 25 ô Sp m

De 12 ô 22 m: Argile brune lmprègnée cfHCH - Forle odeur cfHCH
ForÎo odeu'indétermlnée. do 22 ô S,0 m

Do 0,6 ô 25 m : Argite et soble bnprègnés d,HCH - Dépôt d,HCH pcrfeux - torte
cfHCH de 0ô ô 35 m - Forfe odetn.lndétermtnée. de 35 ô 5.0 m

b 2Â à 32 m : Argtre et sotie norrofre rrnprfunrê cfHCH - Forte odeur cfHCH do
2,4 à 4 A m - Odeur'lndéterdrÉe. de 4.,4 ô 5 O m

0.8 ô 35 m : Rembtob et rrrnor' norrs totoremenf rrnprègnrâs cfHCH - Forre oderr
CH de 0 ô 4.7 m - Odeur .lndélermlnée. de 4.7 ô SB m

I ô 3p m : Argle et sobre norn rotorement hngègnés ct'HcH - Fode odeu, cfHcH
0,3 ô 3,0 m - Oderr Indéfermhée- de 3 ô S.0 m

De !:l ô 33 m : Arglle. sobte el grcnrler nolrs irès knprfunés d.HCH - Forte odeu
dHCH de 02 ô 3.8 m - Odeur.lndétermlnée. de 3.8 è b.O m

l.l ô 1.8 m : Argtte grb - noh très knprègnée cfHCH (en portbulter de 1.6 ô 1,8 m)
e odeur d'HCH de l.l ô 2,1 m - Odeur .lnd6temhéo. de 2.1 ô S.O m

De 0 ô 22 m : Arglle brune dégogreont uno forto odeur <f HCH
odeur 1rËéfennhée: de 22 ô S.O m

I

I

I

I

2

2

2

3

3

3

2

1 - 2

P&ézomèhe P z l

Pz.2

Pz3

n 4

Arcr.ne troce lÀuelle ou olfocfiw de po[uflofl

troces d'HCH de 0 ô 0.8 m - Odeu lndétormlnée. de 3 .5 ô 6O m

| 2 ô 32 : Arglte soble et grcvler dégogeont une torte odeur cfHCH
rur'lndétermlnée'de 32 ô 7,0 m

Dê I è 35 m : Arglre sobre et groMer bn. ô rorrs hnprègrÉs cfHCH. en porflcu[er
e 2A ô 2,8 m - Forle odeur dHCH - Lfuère odeur lrrJéiermrné€. d€ si a o.o m

I ô 2.8 m : Argile. soble ef grcn ter nolrs.loiolemenl lmprègnê cfHCH
nbreuses troces dHcH de 2.8 ô 4o m - Forte odeur'indéfermrnée'de 4 ô 6,0 m

Auctne lroce visuelle ou olfoctirre de polullon
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ANNExE II I

Caractéristiques des sols S0, Sm et SfV

Résultats fournis par ITRH :

Annexe rrla : Caractéristiques physico-chimique des sols S0, SItr et SIV
Annexe Itrb : Analyse chimique du sol S0
Annexe IIIc : Analyse chimique des sols SItr et SIV
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Nom de la matrice S0 &a Bouzule) srn srv
Od$ne Sol agricole, brrun, lessivé,

linono-rgileux,
caractéristique des égions

tempérées d'Europe.
Classification FAO :
I rrvisol

Sol pollué par des solvants

organiques et des culots de
égénération de solvæts

Sol contaminé par des
ésidus de cokerie

Dete de nrdlèvement Déceiolùre1994 Juin 19!X Juin 1994

Échandlonnage En bordure de champ,
décapage de lapartie

végétala prélèvement des
15 premiers on à la pelle

Prélèvementdans me
lagme de stoclage à la pelle
mécanique (mitieu bâché).
Prélèvement en 6 poins de
lalagrme sur I m2 à une
p'rofondeur max. de25 m.
Pas de couvert véséEl

Prélèvement à tapelle
mécanique dans
d'anciennes cuves de
cokerie combléasprdes
nat&iaux de démolition.
Prélèvementen mpointà
?frm2.vrof.max.2.5 m

hréoaratlon

Hwnidité départ
Séclage

Broyage
Twnisage

llnnnoénâisntinn

157o
A{.400c

Broyeuà
A?nm strrrouleaux

3SVo
AirmbianL humidité

remenênù107o
mâcboires
Sol épierré nmuellement,

broyern àmâcloires
En bétonnière

't540

Aucun

A 5 mm su grille

Caractérlsdques phvsiques

Graaulométric

Rétntioneneut
Volatilité (en

éautvalents benzèrc|

0à0,05 mm : 813 B/kB
>0,05 : 187 e/kg
560 à614nUkg
Nondécelê

Tmiséà5 mm

?.4lmtil lg l**u
11 à 15 mg/solhumidifié 

| 
l,6mgnaphtalène/kg sol

23à2Bms/ke sol sec I

Contaminatlon Auqme Voir AnnexeIIIc Voir Annexe IIIc

C.onservation avant
ernddltlon

Stockage en nasse en bidons plastiquæ qpques étanches de 1201

Condldon de
fmnsrrort

Conditionnement en sachets plastiques scellés' transport express

Prdcautions
dtutlllsntlons

Masque àpoussières lvlasque arrec filEe à solvants
Gânts résistânB atx solvanB

Stockage à ls
réceotlon

(-hambrre froide (+4'C)

Annexe I I Ia
Caractéristiques physico-chimiques des sols S0' SIII et SfV
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Annex e I I Ib

Analyse chimique de la Bouzule

Perte au feu à 1.100'C
pH eau
Sodium échangeable à I'acétate d'ammonium
Magnésium échangeable à I'acéaæ d'arnonium
Potassium échangeable à I'acétaæ d'arnmonium

Carbone organique total
Azote organique otal

Cuivre total extraction IIF
Fer total extaction IIF
Manganèse total extraction IIF
7-inc ntal extraction IIF
Chrome total extraction IIF
Plomb total extraction IIF
Cadmium total extraction IIF
Soufre total extraction IIF

Azote nitrique (N de Nq)

mgkg
9100e
mg/kg
m/kg
mg/kg
mg/kg
mg/kg
mglkg

mg/kg

ùke

tke
tke
dke

9ks
ùke

1@
6,0

0,011
0,171
0,369

16,53
1,65

24,5
6,4
L.7Q
131
88,6
49,5

o,377
373

17,85

-20L -



Paramè&e sm SIv
Humtdité brute lO.4Vo 43,3Vo

Fraction minérale (7o de MS) 90,2 88,4

Fractlon orqanlque g,g 11.6

Indlce ohénol (rne/ke sol bruO <1 <1

Métarx lourds et cvanures (me/ke de MS)

Hg

cd
As
Cu
Ni
Cr
Pb

Za
Cvanures toErux

2,24
29,6
12,03
20r
50,3
y2

1.200
2.n0
<l

1256
<5

68,1
66,6
'1O,6

134
nd-

2.080
<1

Hvdrocarbures aromatlques (us,/ks de MS)

Benzène
Toluène

Xvlène

<500
<500
<500

nd-
n"d"

nd-

Hvdræarbures aromatioues nolvcycliques (me/ks de MS)

FluorantTrène
Benzo(bfiluoranthène
Benzoft)fluoranthène
Benzo(a)pyrène
BenzoG,bj)péryIène
Indéno-(2,3)pyrène
Sommedes 6 HAP

l,2l

oA3
0,21
o,25
o,?2
0,33
2.65

96
355
2l,l
325
2s5
27,6
2382

Polvchloroblohénvles (me/lrg de M$a

Arælor 1242
Aroclor 1254
Aroclor 1260
#28
#52
#101
#138
#153
#180

45
2M
13,7
0,8
12,9
l7,l
17,5
145
3.9

<1
<1
<1

<0,1
(0,1

<0,l
<0,1
4,1
<0.1

a Les ésultas exprimés en Arcclor sont additifs

Annex e I I Ic
Analyse des sols SIII et SIV
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suite)

Hydrocarbures aromatiques chlorés (ttslks, de MS)

Dichlorobenzène l-2
Dichlorobenêne l-3
Dichlorobenzène 14
Tri ctùorobe nzène 1 -2-3

Trictùorobenzène 1-24

Tticilorobenzène 1-3-5

<10
<10
<10
22r
558

4

<10
113
207
4
81

4

Organohalogénés volatils (tluy'ms,de MS)

Bromoforme

Dibromométhane

Dichlorobromométhane

1-2 dichloroéthane
1-1 dictùoroéthylène
Dichlorométhane

Cbloroforme
Tétrachlorure de carbone
1, 1, l-trichloroéthane

Trichloroéthylène

Tétrachloroéthvlène

<100
<50
<50
<500
<100

<1.000
4n
<10

<10
40

<10

n.d.

nd.

nd
nd.
nd.
nd-

nd
n-d

nd-
nd-

nd"




