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Introduction

Cette recherche s’inscrit dans le cadre de I’étude de biomarqueurs de toxicité, et plus
particuliérement du stress oxydant, pour ’évaluation de I’état des populations vivant au sein
des hydrosystémes dulgaquicoles.

La détection des effets des contaminants est nécessaire pour la gestion de la qualité des
milieux et pour limiter ’altération des populations aquatiques exposées. La contamination
chimique peut étre & I’origine directement ou indirectement d’un stress oxydant avec des
répercussions possibles parfois au niveau génomique. L’utilisation de marqueurs biologiques
est intéressante afin de traduire les effets des contaminants sur les biocenoses. L’utilisation
des biomarqueurs pour détecter tres tot des modifications physiologiques, biochimiques,
génomiques et immunologiques des individus issus de populations autochtones des milieux
naturels a déja été envisagée pour la surveillance de la qualité de I’environnement.

Nous nous sommes intéressés aux marqueurs de stress oxydant en étudiant, d'une part, les
taux de malondialdéhyde qui traduit la peroxydation des lipides membranaires et la toxicité
cellulaire, et d'autre part, les niveaux de 8-hydroxy-2'-déoxyguanosine, indicateurs de
l'oxydation des bases de 'ADN. Les mesures de ces deux paramétres ont été associées aux
mesures des activités antioxydantes et du glutathion, sous ses formes oxydées et réduites, et
des cassures de I'ADN (test des Comeétes), réalisées simultanément par deux autres chercheurs
afin d'étudier la réponse des organismes exposés a divers profils de contamination.

La finalité de cette recherche est de déterminer (1) si I'exposition a des polluants induisant une
peroxydation lipidique consécutive 4 un stress oxydant pouvait entrainer des lésions
oxydatives 2 I'ADN, (2) si la guanine oxydée choisie comme marqueur de génotoxicité était
représentative d'autres lésions structurales et fonctionnelles de I'ADN et (3) si le
développement du processus délétére de la lipoperoxydation et de ses effets sur 'ADN sont
liés a la saturation de la défense antioxydante.

L'existence d'espéces chimiques sous forme de radicaux libres dans l'organisme est une
découverte qui a bouleversé notre compréhension des mécanismes conduisant & la mise en
place de nombreuses pathologies dont le cancer. Ces radicaux libres sont produits par divers
mécanismes physiologiques et, ont pour rdle, par exemple, d’exercer un pouvoir bactéricide
contre les foyers infectieux, mais la production peut devenir excessive ou entrainer des
phénoménes toxiques dont l'organisme doit se protéger par differents systémes antioxydants.
Le déséquilibre entre la production et la neutralisation des espéces réactives de l'oxygene
constitue le stress oxydant. La production de radicaux libres peut étre responsable de lésions
directes de molécules biologiques (oxydation de 'ADN, des protéines, des lipides), mais aussi
de lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des produits libérés,
notamment lors de la peroxydation des lipides.

La peroxydation des phospholipides membranaires induit des dysfonctionnements des
membranes susceptibles de provoquer la lyse des organites intracellulaires et celle des
biomolécules hydrolysées par les enzymes lysosomiales libérées. La cytotoxicité résultant de
la lipoperoxydation est liée a la présence d’aldéhydes issus de la décomposition des
hydroperoxydes lipidiques.

Ces aldéhydes trés réactifs sont de puissants agents alkylants capables d’altérer les
biomolécules dont I’ARN et I’ADN, et d’inhiber les systemes de réparation de I’ADN.



Introduction

Le malondialdéhyde (MDA) est le plus abondant des aldéhydes résultant de la
lipoperoxydation et le plus utilisé comme marqueur de la peroxydation lipidique. La molécule
d’ADN constitue une cible cellulaire importante pour les attaques radicalaires. Parmi les
lésions oxydatives de I'ADN, la 8-hydroxylation de la guanine (8-OHdG) constitue la lesion
prédominante. Cette base oxydée, en raison de sa détection aisée et de son potentiel mutagéne
reconnu, représente un paramétre de choix pour I'évaluation des dommages oxydatifs a

I'ADN.

Peu d'études concernent la mesure de la lipoperoxydation et des dommages oxydatifs 8 'TADN
chez les invertébrés d'eau douce. La plupart des travaux ont été conduits sur les poissons et les
invertébrés marins. Ces travaux ont surtout été réalisés en laboratoire et les études in situ
utilisant les bivalves restent encore en nombre limité.

Nous avons choisi de conduire nos recherches sur les bivalves dulgaquicoles, qui constituent
des organismes sentinelles des écosystémes hydriques par leur capacité de filtration et
d'accumulation des polluants. Leur mobilité réduite rend par ailleurs ces organismes
intéressants dans les études d'impact des polluants présents dans le compartiment
sédimentaire et dans les eaux interstitielles. L'étude de la lipoperoxydation et des dommages
oxydatifs 3 'ADN a été réalisée sur les glandes digestives et les branchies de la moule d'eau
douce, Unio tumidus, qui est une espéce autochtone.

Dans la perspective d'étudier les relations entre linduction de la lipoperoxydation et la
formation de la 8-OHdG chez les invertébrés d'eau douce, nous avons,

(1) validé le suivi du MDA sur 5 sites le long de la Moselle selon un gradient de
contamination anthropique de I'amont vers l'aval. L'étude de la 8-OHdG a montre les
répercussions possibles au niveau génomique d’une contamination & Iorigine d’un stress
oxydant.

(2) estimé les relations possibles entre la mesure des taux de 8-OHdG, les cassures 4 'ADN et
les taux de MDA chez des bivalves soumis a un stress chimique, lors d’une intoxication en
laboratoire.

(3) entrepris le suivi du MDA et de la 8-OHdG au cours d'études de terrain dans le but
détudier la qualité de milieux aquatiques lorrains et I'état biologique des populations
autochtones sur une période de deux années. Les effets enregistrés lors de nos campagnes ont
permis le diagnostic de I'altération du milieu et son impact sur les organismes €xposes.
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1/ BIOMARQUEURS EN ECOTOXICOLOGIE

Le concept de biosurveillance (biomonitoring) repose sur 1’utilisation de marqueurs
biologiques de pollution, communément appelés biomarqueurs, qui révélent ’exposition d’un
individu a au moins une substance chimique & caractére polluant. Selon I’une des premieres
définitions, un biomarqueur est une variation, induite par les xénobiotiques, de composants ou
processus, structures, ou fonctions cellulaires ou biochimiques, qui peut étre mesurée dans un
¢chantillon ou un systéme biologique (National Research Council, 1987). Malheureusement, cette
définition demeure suffisamment vague pour que soit dénommée biomarqueur toute perturbation,
eventuellement causée par un xénobiotique, et observée sans toujours pouvoir étre quantifiée, a
n’importe quel niveau d’organisation biologique, de la molécule a la communauté ; certains auteurs
vont méme jusqu’a considérer le xénobiotique lui-méme et/ou ses métabolites comme biomarqueurs
lorsqu’il est possible de les mesurer au niveau des tissus (Timbrell e al., 1994 ; Van Gestel et Van

Brummelen, 1996).

Il est possible de distinguer trois types de biomarqueurs en ecotoxicologie (National Academy of
Sciences, 1989) : les biomarqueurs d’exposition a un xénobiotique, les biomarqueurs d’effets de
I’exposition et les biomarqueurs de sensibilité aux effets provoqués par I’exposition.

Les biomarqueurs d’exposition indiquent que le polluant présent dans le milieu a pénétré dans
Iorganisme. Généralement, les biomarqueurs d’exposition sont le résultat de I’interaction du
polluant avec des molécules biologiques dans des tissus et/ou dans des liquides corporels. Par
exemple, la formation d’adduits &4 I’ADN est couramment utilisée chez 1’homme (Timbrell et al.,
1994) ou chez I’animal (Varanasi et al., 1989 ; Van der Oost ef al., 1994) comme biomarqueur
d’exposition 4 des molécules cancérigénes ou génotoxiques. Livingstone ( 1993) a suggéré que la
formation d’adduits pourrait jouer un réle similaire chez les invertébrés aquatiques exposés aux
polluants organiques. Les biomarqueurs d’exposition vont réagir avec différentes classes de
polluants : I'induction d’activité des cytochromes P450 1A est souvent considérée comme
biomarqueur d’exposition aux HAPs et aux organochlorés de type polychlorobiphényls, PCDD ou

carbamates (Lagadic et al., 1997).

L'utilisation des biomarqueurs d’effet permet de montrer que le xénobiotique est entré dans
I"organisme et qu’aprés avoir été distribué entre les différents tissus, il a exercé un effet, toxique ou
non, sur une cible critique. Certains biomarqueurs peuvent étre spécifiques d’un groupe
taxonomique particulier ; d’autres peuvent concerner tous les organismes (protéines de stress par
exemple). La spécificité des biomarqueurs dépend aussi de leur distribution tissulaire dans
I’organisme et de la nature et des propriétés des composés toxiques en question. Les biomarqueurs
plus spécifiques sont les réponses de I’organisme entier ou de tissus qui peuvent étre associés 4 une
classe particuliére de xénobiotiques. Ces indices, spécifiques de xénobiotiques ou de tissus,
regroupent des paramétres biochimiques, des altérations histopathologiques et cellulaires, et des
réponses immunologiques (McCarthy et Shugart, 1990 ; Peakall, 1992 ; Peakall et Shugart, 1993).

La variation d’origine génétique de la réponse 4 la contamination par les polluants qui se traduit par
une variation de la sensibilité (Depledge et al., 1993 ; Forbes et al., 1995) a suscité un grand intérét
lors des études portant sur 1’exposition & des composés toxiques chez 1’homme (Timbrell et al.,
1994). Par exemple, la résistance est définie comme une diminution de sensibilité d’origine
génetique en réponse a la sélection par des molécules toxiques (Lagadic ef al., 1997).

Au regard des connaissances acquises dans ce sujet, la notion de biomarqueur a connu des
modifications.
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Figure 1 : Représentation des méthodologies faisant appel 4 I’utilisation des biomarqueurs
dans I’évaluation des risques écotoxicologiques (Lagadic et al., 1997)
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Selon I'une des premiéres définitions, un biomarqueur est une variation, inductible par les
xénobiotiques, de composants ou processus, structures, ou fonctions cellulaires ou biochimiques,
qui peut étre mesurée dans un échantillon ou un systéme biologique (National Research Council,
1987). La définition qui sera retenue dans le cadre de ce travail est la suivante :

un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révéle Pexposition présente ou
passée d’un individu 2 au moins une substance chimique & caractére polluant (Lagadic et al.,

1997).

Ces bases ont permis d’envisager 1’utilisation des biomarqueurs dans le milieu naturel, notamment
dans le cadre des programmes de surveillance de la qualité de I’environnement (Peakall, 1992 ;
Peakall et Shugart, 1993). Les biomarqueurs vont fournir des informations sur 1’état de santé des

individus (Figure 1).

Il est apparu nécessaire de développer des marqueurs de stress oxydant qui permettent d’exprimer
un état précaire et d’évaluer le degré d’altération des organismes exposés aux especes réactives.
Pour ces raisons, les biomarqueurs des dommages oxydants sont nécessaires afin de suivre
I’implication des espéces réactives dans la genése des pathologies ou dans la toxicité des

xénobiotiques.
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Figure 2 : Réductions de la molécule de dioxygene et actions conjointes des différentes enzymes
antioxydantes

SOD : superoxyde dismutase, GRd : glutathion réductase, GPx : glutathion peroxydase, SeGPx : glutathion peroxydase
sélénium-dépendante, G6PD : glucose-6-phosphate déshydrogénase
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2/ SOURCES DE PRODUCTION ET EFFETS DES ESPECES
REACTIVES DE L’OXYGENE

L’oxygéne moléculaire (O;) est une molécule formée de deux atomes d’oxygeéne. A I’état
fondamental, il est relativement peu réactif car il réagit seulement avec les molécules ayant comme
lui deux électrons célibataires & spins paralléles. L’oxygéne moléculaire doit &tre activé pour
manifester sa toxicité soit par une activation photodynamique qui aboutit a I’oxygéene singulet ('Oy),
soit par une activation réductrice avec formation séquentielle de 1’anion superoxyde (O;"), du
peroxyde d’hydrogéne (H0,) et du radical hydroxyle (OH") (Figure 2) (Cossu et al., 1997a). La
formation de radicaux de l'oxygéne s'effectue au niveau intracellulaire dans les mitochondries, les
peroxysomes, le noyau, ainsi que dans le cytoplasme et le réticulum endoplasmique (Figure 3). La
génération de ces espéces réactives peut s’effectuer dans le milieu extracellulaire par des
phénoménes d’autooxydation de 1’hémoglobine, des flavines réduites, des quinones réduites et des
catécholamines.

A/ L’oxygeéne singulet

L’absorption d’une énergie suffisante par I’oxygéne moléculaire peut inverser le spin de I'un
des électrons célibataires de ’orbitale la plus externe.
Cette activation conduit & deux formes particuliérement réactives ('0,) dites oxygéne singulet,
I'une non radicalaire (delta) qui n’a pas d’électrons impairs et n’est pas un radical, I’autre
radicalaire (sigma) qui se dégrade rapidement en la forme delta (Halliwell et Gutteridge, 1984).
L’oxygéne singulet peut participer a des réactions impliquant le transfert simultané de deux
électrons (réduction divalente) et va pouvoir modifier directement I’ADN, les protéines et les
lipides, malgré un temps de demi-vie court de 0,5 us (Epe, 1993).

B/ L’anion superoxyde

L’anion superoxyde (O,") résulte de la capture d’un électron par la molécule O, lors de
réactions endergoniques (Cossu ef al., 1997a). 11 est formé dans plusieurs processus physiologiques,
par exemple chez les animaux par des cellules phagocytaires pour la destruction des particules
étrangéres et des complexes immuns (Babior, 1978), et chez les plantes dans la chaine de transport
d’électrons du chloroplaste. L’anion superoxyde est formé essentiellement au niveau des
membranes biologiques, du fait de la solubilit¢ beaucoup plus €levée de 'oxygeéne en milieu
hydrophobe qu’en milieu aqueux (Gutteridge et Halliwell, 1993). Ce n’est pas la plus réactive des
formes activées de ’oxygéne. Il ’est cependant suffisamment pour endommager certaines cibles
cellulaires, directement ou par I’intermédiaire des autres formes radicalaires qu’il engendre. Il se
dismute en donnant du peroxyde d’hydrogéne ; cette réaction de dismutation est fortement accélérée
en présence d’enzymes particulieres, les superoxydes dismutases (Fridovich, 1975).

Trés stable en milieu hydrophobe, 1’anion superoxyde contribue & la destruction des phospholipides
membranaires par attaque nucléophile des liaisons esters entre les acides gras et le glycérol, on parle
alors de la peroxydation lipidique.

L’anion superoxyde est chimiquement incapable d’endommager I’ADN mais il peut accélérer les
attaques 2 I’ADN en augmentant les niveaux de fer libre (Keyer et Imlay, 1996). Le fer ainsi libéré
des ferritines va pouvoir participer aux réactions de peroxydation des membranes cellulaires.

Environ 2% de I’oxygéne utilisé par les mitochondries est réduit par des €lectrons qui s’échappent
des transporteurs d’électrons de la chaine respiratoire, formant ainsi 1'ion superoxyde (Weil, 1990).
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Si cette production de radicaux superoxydes est faible et ne concerne qu’une petite partie de
I’oxygene utilisé par la respiration, elle peut s’amplifier lorsque la respiration devient plus intense
(effort physique) ou lorsque interviennent des désordres mitochondriaux d’origine génétique,
inflammatoire ou nutritionnelle (carence en ubiquinone) (Ji, 1999). Les mitochondries restent la
principale source de radicaux via les ubiquinones et le complexe III qui ne retiennent pas dans leur
site actif les intermédiaires créés lors de la réduction de I’oxygene : ce qui aboutit au transport d’e’
et 4 la formation du radical superoxyde trés nocif (Cardoso et al., 1999).

L’inflammation est une source importante de radicaux oxygénés produits directement par les
cellules du systéme immunitaire (Baschir ez al., 1993). La NADPH oxydase des phagocytes et des
lymphocytes B catalyse la formation de 1’anion superoxyde par la réduction d’un électron de
’oxygéne et en présence de NADPH issu de la glycolyse par la voie des pentoses (Chanock ez al.,
1992). Les neutrophiles sécrétent 1’enzyme myéloperoxydase (MPO) qui catalyse la formation de
chlore (Cly), ’anion superoxyde réagit avec le chlore pour donner I’hypochlorite (Merry et al.,
1989). L’anion superoxyde et les produits qui en dérivent (H,O; et hypochlorite) jouent un rdle clef
dans la bactériolyse puisque les sujets incapables de réduire 1’oxygéne moléculaire en anion
superoxyde présentent des infections répétées (Belleville-Nabet, 1995).

L’activation de 1’oxygéne par les systémes microsomaux a cytochromes P450 pour assurer les
biotransformations produit parallélement 1’anion superoxyde. Ces systémes assurent, en présence
d’oxygéne et d’une mono-oxygénase, I’hydroxylation de molécules saturées. Chaque mono-
oxygénase dispose d’un systéme spécifique de transport d’é€lectrons lui permettant d’assurer
I’oxydation de nombreux xénobiotiques (R) en ROH (Pre¢, 1991) :

RH + O,+ NADPH + H" - ROH + H,0 + NADP

La fixation de ’oxygéne moléculaire et du substrat (RH) sur le systéme cytochrome P450/Fe™*
conduit a la formation d’un complexe ternaire P450/Fe™/RH au sein duquel I’oxygéne moléculaire
en acquérant un électron du fer fait ainsi apparaitre un anion superoxyde dans la structure. Cet anion
superoxyde en présence de mono-oxygénase permet d’obtenir la forme hydroxylée ROH selon un
meécanisme au cours duquel quelques anions superoxydes échappent a la réaction et sont libérés
dans le milieu (Hildebrandt et al., 1975).

Lors du processus d’inflammation, I’oxyde nitrique produit par les macrophages peut réagir avec
I’anion superoxyde pour donner I’anion peroxynitrite (ONOO’), un agent mutagene (induit des
transversions G — T) et qui diffuse dans les cellules (Burney et al., 1999), du nitrosyle ONOOH, et

le radical hydroxyle.
Le peroxynitrite est un médiateur cytotoxique majeur: Iinitiation de la lipoperoxydation,

I’inhibition directe de la chaine de respiration mitochondriale, I’inactivation de la glyceraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase, I’inhibition de I’activit¢ ATP-ase Na'/K' membranaire, et d’autres
modifications oxydatives des protéines contribuent aux effets néfastes de ce composé au niveau

cellulaire (Szabo, 1996).

C/ Le peroxyde d’hydrogéne

Le peroxyde d’hydrogéne qui est formé par dismutation de I’anion superoxyde est

modérément réactif (Cossu et al., 1997a).
Il peut diffuser et franchir les barriéres membranaires. Sa concentration intracellulaire est tres

faible, de ’ordre de 0,001 a 0,1 uM (Sies, 1981).
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La réactivité connue du peroxyde d’hydrogéne a été impliquée dans les phénomeénes de mort
cellulaire (Luo et al., 1999) et ne se limite pas & sa capacité & former le radical hydroxyle tres
oxydant. Baeza-Squiban et al. (2000) ont montré qu’il induit un phénomeéne de stress au niveau des
cellules trachéo-epithéliales de lapin in vitro en induisant une métaplasie squameuse associée aux

tumeurs pulmonaires.

Les niveaux de peroxyde d’hydrogéne dans le corps humain peuvent étre contr6lés non seulement
par le catabolisme mais également par I’excrétion, et il va ainsi jouer un role dans la régulation de la
fonction rénale et comme un agent antibactérien dans les urines (Halliwell et al., 2000).

Le peroxyde d’hydrogéne en présence de chlorure est transforme par I’enzyme myeloperoxydase
.(MPO) des neutrophiles en hypochlorite (HOCI) qui sous 'influence de I’anion superoxyde, est
transformé en radical hydroxyle, trés réactif (Merry et al., 1989).

HOOH+CI —™° o HCIO+OH
HCIO+0," — 3 OH'+0,;+Cl

La réaction du peroxyde d’hydrogéne et de I’oxyde nitrique peut produire le radical hydroxyle tres
cytotoxique. Les interactions entre ces deux composés représentent un mécanisme de réaction
possible biologiquement qui peut expliquer les dommages induits par le radical hydroxyle dans les
cellules méme si des ions métalliques ne sont pas disponibles pour participer a la réaction de Fenton

(Nappi et Vass, 1998).

La monoamine oxydase, & la fois intra et extracellulaire, produit au cours de la désamination
oxydative du substrat, du peroxyde d'hydrogéne qui peut réagir par exemple avec le fer pour donner
le radical hydroxyle.

La voie de la xanthine oxydase (formation d’acide urique au dépend de I’hypoxanthine) est
particuliérement importante dans I’endothélium des vaisseaux sanguins. Au cours de ’ischémie,
I’activation d’une protéine kinase convertit la xanthine déhydrogénase, une enzyme qui ne produit
pas d’espéces réactives de 1’oxygene, en XO (xanthine oxydase). La dégradation de I’ATP
cellulaire conduit & ’accumulation d’hypoxanthine (Goldhaber et Weiss, 1992) qui, en presence
d’oxygene 4 la reperfusion, est transformée par la XO en xanthine, puis en acide urique. Cette
production s’accompagne de la formation d’anion superoxyde et de peroxyde d’hydrogeéne (Durot et
al., 2000).

D/ Le radical hydroxyle

Le radical hydroxyle résulte de la fission homolytique de la liaison O-O du peroxyde
d’hydrogéne (Cossu et al., 1997a). 11 est produit par des réactions thermiques, par les radiations
jonisantes ou en présence de métaux de transition tels que le fer sous forme réduite selon la réaction
décrite par Fenton (1894) in vitro (Singh et NathPathak, 1990). L’équation de la réaction avec les
jons ferreux comme catalyseur est la suivante :

Fe** + H,0, - Fe* + OH" + OH

La mise en jeu in vivo de la réaction de Fenton a longtemps fait I’objet de controverses.
Actuellement, la production du radical hydroxyle in vivo a partir d’anion superoxyde et de peroxyde
d’hydrogéne selon la réaction d’Haber Weiss catalysée par des métaux de transition (fer, cuivre)
est admise. La premiére étape est la réduction du métal par I’anion superoxyde ; la deuxiéme étape
fait intervenir le peroxyde d’hydrogéne par la réaction de Fenton.
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Le bilan est le suivant :
0, +H,0,—> 0,+ OH' + OH"

Cette réaction est inhibée par chélation du métal, notamment par la desferrioxamine dans le cas du
ferlll (Gutteridge et Halliwell, 1993). Dans les systémes biologiques, la biodisponibilité des ions
ferreux limite la réaction mais, le recyclage du fer de la forme ferrique a la forme ferreuse par un
agent réducteur peut maintenir en cours une réaction de Fenton provoquant la génération du radical

hydroxyle.

Le radical hydroxyle réagit avec diverses molécules biologiques telles que les sucres, les acides
aminés, les phospholipides, les bases de I’ADN et les acides organiques (Halliwell et Gutteridge,
1984). 11 existe trois types de réaction de ce radical (Willson, 1978) :

@) ]’abstraction d’un atome d’hydrogéne (exemple du methanol)
CH,0H + OH’* - H,0 + CH,0H

(i)  D’addition, il peut ajouter au cercle aromatique des structures telles que des bases purines
et pyrimidines de I’ADN ;

(iii))  le transfert d’électron (exemple avec 1’ion chlorure) :
ClI'+OH® - CI° + OH"

La réactivit¢ du radical hydroxyle est importante in situ, il réagira immédiatement avec les
molécules biologiques proches de son lieu de formation et produira des radicaux secondaires a
réactivité variable. Douki et al. (1998) ont observé une augmentation des taux de 8-OHdG et de 5-
OHdC dans I’ADN hepatique et rénale de rats traités chroniquement par 1’acide 5-aminolevulinique
(ALA), un précurseur de I’héme. Ce qui indique I’'implication du radicale hydroxyle ou d’autres
especes réactives de ’oxygene via la réaction de Fenton dans les réactions d’oxydations in vivo de

I’ ADN médiatées par I’ALA.

E/ Réle des métaux de transition

L’autooxydation de I’ion ferreux va produire le radical hydroxyle (Biaglow et Kachur,
1997). Les complexes polyphosphatés de 1’ion ferreux réduisent le dioxygéne et les intermédiaires
réactifs de I’oxygene selon les réactions décrites par Kachur et al. (1998) :

a)F e2+(L) +0,=Fe*(L) + 0, (L) représente le ligand
b) Fe**(L) + O, + 2H* = Fe**(L) + H,0,
¢) Fe**(L) + H,0, =Fe**(L) + OH" + OH

Les réactions (b) et (c) sont rapides, ce qui empéche I’accumulation du superoxyde et du peroxyde
d’hydrogene dans la solution, mais aboutit & la formation du radical OH" plus toxique. Yue Qian et
Buettner (1999) supposent que la réaction des ions ferreux avec le peroxyde d’hydrogéne n’est
seulement qu’un initiateur mineur de 1’oxydation par les radicaux hbres les initiateurs majeurs des
oxydations biologiques sont les espéces formées par la réaction du Fe’* avec le dioxygéne.

Les travaux de Shih et Hu (1999) indiquent qu’une irradiation aux UV A de noyaux hépatiques de
rats augmente la peroxydation lipidique, mais aucune 1ésion a I’ ADN n’est observée.



Tableau I : Exemples de métaux impliqués dans la génération des radicaux de I’oxygene

NOM

EFFETS AU NIVEAU CELLULAIRE

REFERENCES

Aluminium

Meétal potentialisant la stimulation de la lipoperoxydation induite
par le fer ferreux dans les synaptosomes isolés de rat

Amador et al.,
1999

Cadmium

Métal induisant une toxicité rénale et hépatique apres absorption
avec 1’augmentation des taux de lipoperoxydes et une déplétion
en SOD

Novelli
1998

et al.,

Chrome

La réduction du chrome (VI) en chrome (V) par les
mitochondries et certaines flavoenzymes va générer 1’anion
superoxyde et donner le peroxyde d’hydrogéne via une réaction
de dismutation

Shi et al., 1999

Cuivre

Le systéme composé de cuivre (II) et de catéchol est générateur
du radical hydroxyle trés dommageable pour les cellules

Schweigert et
al., 2000

Mercure

Métal induisant indirectement une augmentation des radicaux de
I’oxygéne et de la lipoperoxydation car il inhibe les systémes
antioxydants (GPx, SOD)

Bulat et al., 1998

Nickel

Le nickel va catalyser la génération de radicaux hydroxyles via la
réaction d’Haber Weiss et stimuler la peroxydation lipidique
dans le sérum et la moelle de rats

Chen et al., 1999
Barceloux , 1999

Plomb

Génération du radical hydroxyle et induction du stress oxydant
dans des cellules endothéliales isolées de rat.

Ding et al., 2000
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L’ajout d’ions ferreux dans le milieu durant l’exposition aux UV aboutit 3 la formation de
dommages a PADN (8-OHdG et cassures) et & I’augmentation de ’oxydation des lipides
membranaires selon la réaction :

LOOH + Fe?* — LO* + Fe** + OH"
UVA

Le fer sous forme de complexes fer-oxygene, tels que I’ion perferryl ou I’ion ferryl, sera générateur
de radicaux de 1’oxygéne. L’ion perferryl est un composé intermédiaire qui est produit par les
complexes Fe?*/O, ou Fe’*/0,* (Schafer et al., 2000) :

Fe** + 0, € [Fe¥-0; © Fe**-0,"] € Fe** + 0,
ion perferryl

Fe?* + H,0, — Fe?'0 + H,0

ion ferryl

En conséquence de leur haute affinité électronique, les ions perferryl et ferryl sont d’importants
oxydants au détriment des tissus biologiques, avec une réactivité proche de celle du radical
hydroxyle.

Le fer ferrique facilite I’initiation et/ou la propagation de la peroxydation des lipides membranaires
en augmentant les niveaux de radicaux de Poxygéne générés par le complexe Fe*'-citrate des
mitochondries (Castilho ez al., 1999). Rodenas et al. (2000) ont montré que la peroxydation des
lipides peut se produire en I’absence de fer par un mécanisme médié par le peroxynitrite qui est
généré par les leucocytes au niveau de site d’inflammation.

D’autres métaux que le fer (comme le cuivre, le chrome, le nickel ou I’aluminium) vont pouvoir
participer & ces réactions de transfert d’électrons par passage d’un état oxydé a un état réduit
(Tableau I) via la réaction de Fenton. Ces espéces métalliques (M) vont donc jouer un role
important dans des manifestations toxiques selon la réaction (d’aprés Stohs et Bagchi, 1995) :

MX) + 0" > M(X-1) + O,
20, +2H" - H,0, + O,
M(X-1) + H,0;, - M(X) + OH® + OH

Les composés nickel divalents se lient aux groupements sulfhydrique, azo, et amino de
macromolécules, incluant les acides nucléiques et les protéines. Le nickel sous la forme de
chlorures va catalyser la génération du radical hydroxyle via la réaction de Haber-Weiss dans le
sérum et les cellules osseuses brunes de rat (Chen et al., 1999).

Le systéme composé de Cu(Il) et de catéchol est générateur du radical hydroxyle trés dommageable
pour les cellules (Schweigert et al., 2000).



Synthése bibliographique

3/ LES SYSTEMES ANTIOXYDANTS

Dans des conditions physiologiques normales, les systémes cellulaires sont soumis a des

attaques continues par des facteurs de stress d’origine endogénes et/ou exogénes. L’organisme
réagit par un ensemble complexe de systtmes de protection afin de limiter les actions de ces agents.
Ces moyens de protection forment un systeme de défense antioxydant qui consiste en un ensemble
de biomolécules, enzymatiques ou non, dont le role est de prévenir la génération de radicaux libres
et/ou de les piéger.
La production des radicaux de I’oxygéne et des défenses antioxydantes sont maintenues en équilibre
in vivo. Un déséquilibre de la balance prooxydants-antioxydants en faveur des espéces réactives va
créer une situation de stress oxydant amenant des dommages tissulaires et la possibilité de maladies
chroniques (Sies, 1991).

Les trois groupes d’action antioxydante développés par les organismes vivants sont :

e les enzymes qui limitent la formation initiale de radicaux de ’oxygéne des composés
organiques (radicaux peroxyles et alkoxyles),

e les antioxydants ‘piégeurs ou éboueurs’ (scavengers) qui désactivent les radicaux
libres et brisent les chaines de réaction radicalaires. De trés nombreux constituants
alimentaires peuvent avoir ce comportement tels que les polyphénols, les alcaloides,
les vitamines. Des composés endogénes jouent le méme réle, dont les plus
importants sont le glutathion réduit et les vitamines C et E,

e une troisieme ligne de défense consiste en un systéeme de réparation pour les acides
nucléiques endommageés, les protéines et les lipides.

A/ Les enzymes de protection

It faut bien avoir en mémoire que la protection des organismes n’est pas assurée de fagon
homogéne par tous les antioxydants. La concentration des différents enzymes et piégeurs est trés
inégale selon les tissus. De plus & D’intérieur d’une cellule, des compartiments comme les
peroxysomes, les mitochondries, le cytosol ou la membrane disposent de protections différentes et
- spécifiques. 11 existe trois types d’enzymes antioxydantes majeures qui sont mises en ceuvre pour la
destruction des espéces réactives de l’oxygeéne: les superoxyde dismutases, les glutathion
peroxydases et les catalases.

a/ Les superoxyde dismutases

La premiere description de cette enzyme par Mc Cord et Fridovich (1969) a été réalisée dans
des érythrocytes de bovins. Elles comportent un métal de transition (fer, manganése, cuivre ou zinc)
dans leur site actif (Cossu et al., 1997a). L’ion métallique va capter un électron de 1’anion
superoxyde par une réaction de dismutation et le transférer au noyau imidazole de ’une des
histidines du site actif selon la réaction:

0, +0," + 2H' -» H,0, + O,

11 existe deux formes de SOD :

10
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- La premiére forme de SOD utilise le cuivre et le zinc et est notée CuZn-SOD. Chez les
bactéries, elle est codée par le gene sod C.
Le zinc n’a pas d’action catalytique et sert & stabiliser le site actif (Cossu et al., 1997a). Une forme
extracellulaire de cette enzyme existe et permet la défense contre les radicaux oxygénés dérivant
des phagocytes extracellulaires (De Groote et al., 1997). En 1974, la CuZn-SOD a été isolée par
Puget et Michelson & partir de Photobacterium leiognathi, alors qu’elle n’avait été détectee que
chez les eucaryotes précédemment. Les effets protecteurs de cette enzyme sont importants, par
exemple, Kimura et al, (2000) ont démontré ses effets inhibant le relargage de lactate
déshydrogénase et de lutte contre 1’apoptose dans des lignées de fibroblastes soumis a un
rayonnement UV. Le cuivre est un cofacteur catalytique de CuZn-SOD et des céruloplasmines. Pan
et Loo (2000) ont montré qu’une déficience en cuivre dans les lymphocytes T compromettrait les
systémes de défense antioxydants.

- D’autres SOD emploient le manganése ou le fer comme métal catalytique et sont nommées
Mn-SOD et Fe-SOD (Morrissey et O’Brien, 1998). Chez les bactéries, ces formes sont codées par
deux geénes sod A et sod B pour la Mn-SOD et la Fe-SOD respectivement. La Mn-SOD est présente
chez les archéobactéries, et chez les eucaryotes au niveau de la matrice mitochondriale
exclusivement. La Fe-SOD est présente chez les eubactéries, et les chloroplastes de certaines
plantes (Lynch et Kuramitsu, 2000).

Ces superoxydes dismutases sont toutes inactivées de fagon réversible par I’élimination du métal du
site actif, sous I’influence de chélateurs par exemple. Les Fe-SOD et les CuZn-SOD sont inhibées
par le peroxyde d’hydrogéne (Yim e al., 1990).

Paller et Eaton (1995) ont montré que la combinaison de la SOD avec le glutathion réduit élimine le
pouvoir protecteur de ces antioxydants et induit la formation de radicaux thionyl toxiques et/ou du
peroxyde d’hydrogéne provoquant des lésions cellulaires.

b/ La catalase et les glutathion peroxydases

Les peroxydes sont continuellement générés dans les cellules et doivent étre €liminés pour
empécher les dommages oxydatifs. Dans le cerveau par exemple, le peroxyde géneré en larges
quantités est le peroxyde d’hydrogene, c’est le produit de réaction catalysée par la SOD et d’autres

oxydases.

e La catalase (CAT) est une hémoprotéine tétramérique de 240 kDa, présente dans les hématies et
les peroxysomes hépatiques, ayant pour cofacteur un atome de fer (Sokolova ez al., 2001). Elle
réduit rapidement le peroxyde d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire via la réaction :

CAT

H,0, - H,0+ % 0O,

Sa localisation peroxysomale en fait une enzyme antioxydante complémentaire de la glutathion
peroxydase sélénium-dépendante contre la peroxydation induite par le peroxyde d’hydrogene.
L’activité catalasique est présente chez les mammifeéres, les vertébrés et invertébrés aquatiques et
les procaryotes (Saint-Denis ef al., 1998). La catalase est localisée dans les peroxysomes et les
glyoxysomes. La baisse d’activité de la catalase, observée par exemple par Ray et al. (2000) dans
des tissus issus de tumeurs du sein, entraine des augmentations des taux de peroxyde d’hydrogene
qui vont amener la formation du radical OH" et initier la lipoperoxydation.
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Tableau II : Antioxydants non enzymatiques

COMPOSE ORIGINE ET EFFETS REFERENCES
a-tocophérol Noguchi et Niki, 2000
= vitamine [E, antioxydant liposoluble Sakuma et al., 1998

phénolique, piégeur de radicaux oxygénés

Kelly et al., 1998
Sen et al., 2000
Dmitriev et Ivanova, 1994

Ubiquinol Q10

Antioxydant liposoluble

Witting et al., 1998
Portakal ez al., 2000

Duthie ez al., 1998

Caroténoides : ; : t4icd
P1gm§nts 11poph1]es synthétisés par les plantes et Palacios e al., 1999
les microorganismes Bast ef al., 1998
Glutathion Deneke et Fanburg, 1989

Thiol trés abondant dans les organismes vivants,
synthétisée par la yGlutamylCystéine-synthétase
et la Glutathion-synthétase, stocke la cystéine

Mundays et Winterbourn, 1989
De Leve et Kaplowitz, 1990
Chung et al., 2000

Dringen, 2000

Penninckx, 2000

Acide ascorbique

= vitamine C, antioxydant hydrosoluble, puissant
agent réducteur

Kelly ef al., 1998
Cozzi et al., 1997
Drake et al., 1996

Acide urique

Lutte contre radicaux hydrosolubles tels radical
hydroxyle

Ames et al., 1981

Flavonoides

Capteurs de radicaux

Lebeau ef al., 2001

Elements traces

Cofacteur de nombreuses enzymes antioxydantes
telles superoxyde dismutase et les peroxydes

Tato et al., 1994

Salicylates

Oxydation induite par l'anion superoxyde et
l'oxyde nitrique des lipoprotéines de basse
densité (in vitro)

Hermann et al., 1999

Acide dipicolinique

Issu des spores de microorganismes, agent
chélateur de métaux (in vitro)

Murakami et al., 1998

Mélatonine Hormone pinéale, piége les oxyradicaux et le l}:::::::’ }gggz
peroxynitrite, inhibe la réponse inflammatoire et Cuzzocrea et al.. 1997
I’expression des NO synthases (in vitro, in vivo) | avpulut er a L, , ’998
Nicanartine Prev?e,nt'l o>.(ydat10n des lipoprotéines de basse Dailly, 2000
densité (in vitro)
Hémine Prévient I’oxydation des membranes | _ .
. . e Dailly, 20
érythrocytaires (in vitro) ailly, 2000
Cuivre Préexposition a de faibles concentrations (10
ppb) de cuivre limitent les dommages oxydatifs | Pandey et al., 2001
induits par ’endosulfane dans le foie de poissons
Glycine Piégeurs de [I’acide hypochloreux, impact
Taurine thérapeutique pour limiter 1’altération des | Jerlich et al., 2000
Méthionine lipoprotéines de basse densité (in vitro)
Tempol Piégeur de I’anion superoxyde, réduit le stress Chatterjee et al., 2000

oxydant au niveau rénal (in vitro, in vivo)

Biliverdine et Bilirubine :
métabolites de
I’hémoglobine

Pigments biliaires qui inhibent la peroxydation
lipidique dans le cerveau (in vitro, in vivo)

Van Bergen et al., 1999

Antibiotiques :
(Tétracycline, Rifamycine,
Rifampicine)

Protection contre le peroxynitrite et inhibent la
nitration de la tyrosine (in vitro)

Whiteman et Halliwell, 1997

B-carbolines :
Tryptoline et Pinoline

Antioxydants issus du systtme nerveux des
mammiferes : action neuroprotective (in vitro)

Garcia et al., 2000

CGP 2881

Molécule de structure similaire au probucol
(composé phénolique) inhibent I’oxydation des
lipoprotéines de basse densité (in vitro, in vivo)

Feldman et al., 1999

Agents phénoliques:
BO-653 et HTHQ

Inhibent 1’oxydation des lipoprotéines de basse
densité et les effets carcinogénes des amines
hétérocycliques (in vitro)

Hirose et al., 1999
Noguchi et Niki, 2000
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e Il existe deux formes distinctes de glutathion peroxydases :

- Pactivité glutathion peroxydase sélénium-dépendante (SeGPx) qui catalyse la réduction du
peroxyde d’hydrogéne et des peroxydes organiques tels que ’hydroperoxyde du cuméne.

- La glutathion peroxydase sélénium-indépendante, assimilée a une isoenzyme de glutathion
S-transférase, réduit les peroxydes organiques uniquement (Almar et al., 1998).

La glutathion peroxydase sélénium-dépendante a été découverte par Mills en 1957 dans les
erythrocytes de bovins : c’est une métalloenzyme tétramérique (80 000 daltons). L’activité de cette
enzyme est trés dépendante de 1’apport nutritionnel en sélénium : un déficit en sélénium entraine
une diminution d’activité qui est associée a 1’apparition de nécroses et de réactions inflammatoires
(Jovanovic et al., 1997). C’est une séléno-enzyme (Flohe et al., 1973) formée de 4 sous-unités
identiques portant chacune, au niveau du site actif, un atome de sélénium sous forme de
sélénocystéine. Présent dans le cytosol et les mitochondries, cette enzyme catalyse la réduction de
I’eau oxygénée et des hydroperoxydes (Cossu et al., 1997a). Dans le cerveau, cette enzyme est
primordiale parce qu’elle peut interagir directement avec les peroxydes lipidiques (Singh et
NathPathak, 1990).

En 1976, Lawrence et Burk ont découvert I’existence d’une glutathion peroxydase sélénium
indépendante (Se-indGPx) qui ne peut réduire que les peroxydes organiques. Cette enzyme
dimérique de 50 000 daltons serait une glutathion transférase ayant une activité peroxydasique et
localisée majoritairement dans le réticulum endoplasmique.

¢/ La glutathion réductase

La glutathion réductase (GR) est une enzyme importante pour le maintien d’une activité
glutathion peroxydasique. C’est une flavoprotéine dimerique qui joue un réle a part enticre dans le
processus de détoxification. Cette enzyme réduit le glutathion oxydé (GSSG, glutathion disulfide)
en présence de NADPH, issu de la voie des pentoses phosphates, de maniere a régénérer les niveaux

de glutathion réduit (Kelly et al., 1998) :

GSSG + NADPH + H' 2 2GSH + NADP"

B/ Les antioxydants non enzymatiques

L’action protectrice enzymatique est complétée par celle de différents antioxydants non
enzymatiques se comportant comme des piégeurs de radicaux. Les molécules jouant un role
antioxydant sont présentées dans le tableau II.

a/ Les antioxydants liposolubles

* L’a-tocophérol (o-TOH), biologiquement et chimiquement, est la forme la plus active et
la plus abondante de la vitamine E. C’est un important antioxydant liposoluble présent dans les
cellules. Il appartient a la famille des antioxydants phénoliques (Noguchi et Niki, 2000). I joue un
réle important contre 1’athérogénése : il protége les lipoprotéines contre les modifications
peroxydatives in vivo (Sakuma ef al., 1998).
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L’activité principale du tocophérol est de stopper la chaine de propagation des radicaux peroxyles :
deux radicaux de 1’oxygeéne sont piégés par molécule de tocophérol (Kelly et al., 1998).

La vitamine E est régénérée par la vitamine C, au niveau cytosolique, elle-méme régénérée par des
enzymes, les ascorbate réductases (Sen et al., 2000).

L’a-tocophérol bloque la peroxydation des cellules lipidiques induite dans les lipoprotéines
oxydées. Dans les membranes biologiques oxydées, la réaction du tocophérol avec le radical
peroxyle formé résulte en la formation d’une molécule lipidique et de I’anion superoxyde (Dmitriev
et Ivanova, 1994) :

LOO* + TOH — LOOH + TO® au niveau des lipoprotéines

LOO®+TOH — LH + T'O + O,"  au niveau des membranes

* Un autre antioxydant liposoluble qui contribue & la protection de la bicouche lipidique
contre le stress oxydant est I’ubiquinel Q¢ (ou co-enzyme Qo, CoQjg). C’est un composé
intrinséque du systéme de transport d’électrons mitochondrial. Le coenzyme Q;oH3, la forme réduite
du coenzyme Qo, est nécessaire a la protection des couples lipoprotéines de basse densité libres-
ascorbate exposés aux peroxyles aqueux et lipophiles, aux ions métalliques (Cu**, Fe*), aux
neutrophiles activés, aux macrophages/monocytes stimules, a I’oxyde de chlore, a2 1’oxygéne
singulet, 3 I’anion peroxynitrite et a I’oxyde nitrique (Witting et al., 1998). Dans les lipoprotéines,
le co-enzyme Q;oH; agit comme un coantioxydant de I’a-tocophérol, permettant la régénération de
la vitamine. Une étude de Portakal er al. (2000) montre que 1’augmentation des espéces réactives de
I’oxygéne dans les cellules issues de tumeurs du sein s’accompagne de la surexpression des
enzymes antioxydantes (SOD, GPx, CAT) et de la consommation du co-enzyme Qjo. La forme
réduite du coenzyme ne joue pas seulement un rdle contre la lipoperoxydation mais également
contre les dommages oxydatifs aux protéines et a I’ADN.

* Les caroténoides sont des pigments lipophiles qui absorbent la lumiére dans la région de
400 a 500 nm du spectre visible. Ils sont synthétisés par les microorganismes photosynthétiques et
les plantes, mais pas par les animaux (Duthie et al., 1998). Les caroténoides, ingérés par voie
alimentaire, sont connus pour inhiber la peroxydation lipidique dans les microsomes de foie de rat
et les mitochondries (Palacios et al., 1999). Parmi 1’ensemble des caroténoides, deux vont servir
d’analogues de la provitamine A, I’a et le B-caroténe qui sont d’efficaces antioxydants contre
I’oxygéne singulet et le radical peroxyle (Bast ez al., 1998).

b/ Les antioxydants hydrosolubles

* Le glutathion (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) est le thiol non-protéique le plus
abondant dans les organismes vivants (Penninckx, 2000). Il est présent majoritairement a 1’état
réduit (GSH) dans les cellules. Le glutathion est synthétisé in vivo par I’action consécutive de deux
enzymes : la yglutamylcystéine-synthétase et la glutathion-synthétase (Dringen, 2000). Ces
enzymes sont activées en présence de mutagénes tels que I’Aflatoxine Bl, le B(a)P, le 1-
Nitropyréne (Ketterer, 1988). Le glutathion est synthétis¢ dans divers types cellulaires : il est
présent a des taux de 12 mM dans les cellules de mammiféres (Dringen, 2000). Il agit comme un
antioxydant, il participe aux réactions de détoxification des xénobiotiques et il stocke et transporte
la cystéine. Le glutathion agit comme un donneur d’électrons, permettant de désactiver les especes
réactives comme le radical hydroxyle et les radicaux phénoxy, mais surtout comme substrat des
glutathion peroxydases pour la réduction des peroxydes (Deneke et Fanburg, 1989 ; Mundays et
Winterbourn, 1989 ; De Leve et Kaplowitz, 1990).
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La cytotoxicité induite dans les cellules endothéliales par I’oxyde nitrique et/ou 1’anion superoxyde
peut étre bloquée par le glutathion (Chung et al., 2000).

Il intervient aussi dans la conjugaison des substances électrophiles, catalysée par des glutathion
transférases. A pH=7, le glutathion, sous sa forme anionique (GS), inactive I’oxygéne singulet
(Cadenas, 1989).

Une augmentation de la forme oxydée du glutathion (GSSG) traduit un stress oxydant (Akerboom
et Sies, 1990 ; Pocernich et al., 2000).

* L’acide ascorbique (vitamine C) existe a I’état d’ascorbate a pH physiologique et ¢’est un
antioxydant soluble dans I’eau (Kelly ef al., 1998). L’ascorbate est un puissant agent réducteur qui
réagit directement avec I’anion superoxyde, le radical hydroxyle et les hydroperoxydes lipidiques.
L’ascorbate, comme le B-caroténe, luttent contre les dommages induits par le peroxyde d’hydrogéne
et par la bléomycine, dans les cellules d’ovaires de hamsters cultivées in vitro (Cozzi et al., 1997).
L’acide ascorbique a des propriétés anticarcinogéniques ; ainsi, Drake er al. (1996) ont démontré
Pintérét d’un régime riche en vitamine C pour lutter contre les cancers gastriques chez ’homme. De
plus, I’ascorbate va régénérer au niveau cytosolique la vitamine E et ainsi, prolonger la durée de vie
de cet antioxydant. Paradoxalement, sous certaines conditions (faible concentration, présence d’ions
métalliques), I’acide ascorbique peut agir comme un prooxydant en augmentant les dommages
oxydatifs aux lipides, a I’ADN et aux protéines (Griffiths et Lunec, 2001).

* L’acide urique présente une activité antioxydante, & des concentrations physiologiques
(300 uM dans le plasma), vis-a-vis des radicaux hydrosolubles tels I’hydroxyle (Ames et al., 1981).
Il reste inefficace contre les générateurs de radicaux liposolubles.

* D’autres dérivés naturels comme les flavonoides sont également des capteurs de radicaux
(Lebeau et al., 2001). Ils peuvent réduire les lésions provoquées par les radicaux de I’oxygéne dans
le tissu cardiaque apres une ischémie.

* Les éléments traces (zinc, sélénium, cuivre, manganese et chrome) jouent un réle
important dans les mécanismes de défense antioxydants. Par exemple, un déficit en sélénium
entraine une diminution de I’activité¢ de la glutathion peroxydase sélénium-dépendante associée a
’apparition de nécroses et de réactions inflammatoires (Jovanovic et al., 1997).

C/ Les protéines de fixation des métaux

Un autre systeme de protection consiste a séquestrer les métaux sous forme libre impliqués
dans la production des espeéces radicalaires.
La transferrine maintient le fer libre plasmatique a des niveaux trés faibles (Gutteridge et al., 1982).
La lactoferrine est produite par les neutrophiles et joue le méme rdle que la transferrine. La
céruloplasmine fixe les ions cuivre et oxyde le fer ferreux. L’albumine fixe également les ions
cuivre (Gutteridge et Wilkins, 1983).
La nature antioxydante des métallothionéines est connue chez les mammiféres ; en ce qui concerne
les invertébrés, Viarengo ef al. (1999, 2000) ont montré chez Mytilus galloprovincialis que les
métallothionéines inhibent la réaction de Fenton et donc, réduisent le stress oxydant en se liant aux
métaux de transition tels que le fer et le cuivre.
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4/ CONSEQUENCES DES REACTIONS RADICALAIRES

Les metabolites dérivés de ’oxygene s’attaquent a tous les constituants cellulaires possédant
un groupement nucléophile. Ils seront responsables de Iésions directes de molécules biologiques
mais aussi, de lésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des produits libérés,
notamment lors de 1’oxydation des lipides.

Les principales cibles des réactions radicalaires sont :
@ les lipides des membranes biologiques,
@ les protéines,

€ ’ADN.

A/ La peroxydation lipidique

Les réactions des radicaux libres de 1’oxygéne avec les lipides polyinsaturés ont été étudiées
pour leur implication dans le processus de ranciement et les modifications de la sapidité en
nutrition. Les lipides sont particuliérement sensibles 4 I’oxydation, surtout ceux formés d’acides
gras polyinsaturés comme dans les membranes cellulaires (Ibrahim et al., 1999). Une étude de
Herrero et al. (2001) montre que le degré d’insaturation des acides gras des membranes
mitochondriales joue un rdle important dans la génése d’H,O, et les dommages oxydatifs
consecutifs a la lipoperoxydation. Les acides gras monoinsaturés, comme I’acide oléique, qui
comportent une seule double liaison sont moins sensibles aux attaques radicalaires.

Le mécanisme précis de la lipoperoxydation est trés controversé. Une réaction directe de la
molécule d’oxygene avec un acide gras polyinsaturé est empéchée par les barriéres de spin des
molécules et les contraintes thermodynamiques (Minotti, 1993). Ainsi, la lipoperoxydation peut
étre précédée par des modifications de la structure électronique de 1’acide gras et/ou de 1’oxygéne.
De plus, il ne faut pas écarter le réle joué par les métaux de transition, tels que le fer ou le cuivre,
qui vont pouvoir osciller d’un état réduit & un état oxydé et, perturber la balance redox des systémes
biologiques. :

La peroxydation lipidique médiatée par les radicaux libres se subdivise en trois phases successives :
initiation, propagation et terminaison (Halliwell et Gutteridge, 1984).

i. Initiation : C’est la formation d’un radical lipidique par la perte d’un atome d’hydrogéne de
’acide gras cible suite a une attaque radicalaire.
L’espéce radicalaire peut provenir de la métabolisation de xénobiotique ou méme &tre une
molécule radicalaire de I’environnement. La phase d’initiation conduit & la formation d’un
radical libre d’acide gras polyinsaturé, se stabilisant par un remaniement €lectronique
conduisant a la formation de deux diénes conjugués.

ii. Propagation : Le radical carboné réagit avec ’oxygeéne pour former un radical lipoperoxyde. Ce
radical réagit avec un lipide membranaire adjacent, et engendre simultanément, un
hydrolipoperoxyde et un radical lipoperoxyde, assurant ainsi la propagation du processus.

Les formes ionisées des métaux de transition participent activement a cette phase de
propagation. L’hydrolipoperoxyde est instable en présence de fer et d’autres métaux qui vont
servir de catalyseur dans la réaction de Fenton amenant la formation de radicaux alkoxyles

(Cheeseman, 1993).
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iii. Terminaison : Chaque radical lipoperoxyde est a l’origine d’une centaine de molécules
d’hydrolipoperoxydes. La phase de terminaison consiste en la formation de composés stables
issus de la rencontre de deux espéces radicalaires (Halliwell et al., 1992).

exemple : L"+L* > L-L LO°+L"'—> LOL

Cette phase n’est pas immédiate car la probabilité de rencontre entre deux radicaux libres est
beaucoup plus faible que celle entre un radical libre et des acides gras polyinsaturés.

La lipoperoxydation conduit a la formation de différents hydrolipoperoxydes (figure 4) qui, du fait
de leur instabilité en présence d’ions ou de métaux de transition, sont a 1’origine de « composés de
coupures » constitués d’aldéhydes, d’acides gras et de traces d’hydrocarbures (éthane, pentane)
(Wade et Van Rij, 1985). Parmi les aldéhydes, on retrouve le malondialdéhyde (MDA), issu de
I’oxydation des insaturations maloniques présentes dans les acides gras polyinsaturés (Frankel,
1983) et les hydroxyalkénals (Esterbauer, 1993), dont le 4-hydroxynonénal. La figure 5 montre
certains produits aldéhydiques formés lors de la peroxydation lipidique. La formation de dérivés
d’oxydation dans les bicouches lipidiques entraine des perturbations de la micro-architecture
membranaire et altére les fonctions des enzymes et des transporteurs membranaires.

Le malondialdéhyde

Le malondialdéhyde (MDA) est un -dialdéhyde tricarboné produit de la peroxydation des’
acides gras polyinsaturés possédant au moins trois doubles liaisons (acide arachidonique, acide
éicosapentaénoique, acide docosapentaénoique, acide gamma-linolénique). Le malondialdéhyde
peut également étre formé a partir de composés non lipidiques tels que 1’acide ascorbique, le
désoxyribose ou le saccharose lorsqu’ils sont exposés a 1’action des radicaux hydroxyles, en
présence de métaux par exemple (Janero, 1990). Il est formé in vivo lors de la biosynthese des
prostaglandines et des éicosanoides (Gavino er al., 1981). Le MDA est également un excellent
substrat des peroxydases (Lefevre et al., 1998). Les lipoperoxydes plaquettaires sont a 1’origine
d’une partie du malondialdéhyde sanguin (Lepage et al., 1994).

Le malondialdéhyde va altérer différents constituants du plasma comme les protéines, le glutathion
et les acides aminés (Londero et Lo Greco, 1996 ; Cighetti et al., 1999 ; Pilz et al., 2000). Par ses
fonctions aldéhydes, il est susceptible de réagir avec les fonctions amine et thiol (Cighetti ez al.,
1999). Ainsi, la forte réactivité de la fonction aldéhyde vis-a-vis de la fonction amine primaire
entraine la formation d’une base de Schiff (>C=N-), caractérisée par une liaison labile en milieu
acide ou alcalin (Kikugawa et Sugimura, 1986).

Le MDA réagit avec I’ADN pour produire un adduit majeur, le M1G ou 3-(2'-deoxy-beta-D-
erythro-pentofuranosyl)-pyrimido[1, 2-aJpurin-10(3H)-one, qui est mutageéne (Nestmann et al.,
1996). Le M1G est détecté dans ’ADN de cancéreux au niveau du foie, des lymphocytes, du
pancréas et du sein a des niveaux de 1-120 M1G / 10® nucléotides (Marnett, 1999).

B/ Les lésions aux protéines

Les protéines intracellulaires et extracellulaires sont des cibles critiques de ’attaque des
radicaux libres en raison de leurs activités catalytiques. Plusieurs acides aminés tels que la cystéine,
la méthionine, le tryptophane sont particulierement vulnérables aux dommages induits par les

espéces radicalaires (Kim et al., 2000).
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Les radicaux de 1’oxygene peuvent agir directement et simultanément sur plusieurs sites, et ce
préférentiellement au niveau des groupements —SH et -NH, (Halliwell et Gutteridge, 1989). C’est
le cas de nombreuses enzymes cellulaires et des protéines de transport des ions. Ainsi, on observe la
formation de carbonyles et d’acides aminés oxydés tels que 1’ortho-tyrosine, la méthionine
sulfoxyde et I’oxohistidine (Miyata et al., 2000).

Les conséquences des réactions radicalaires consistent en des agrégations et des pontages, des
fragmentations et des cassures, des modifications des groupements thiols des protéines (Horton et
Fairhurst, 1987 ; Pré, 1991 ; Rice-Evans ef al., 1991). Les protéines cellulaires peuvent subir deux
types de détérioration :

- par oxydation des chaines latérales d’acides aminés ;

- par des réactions secondaires avec les produits de la lipoperoxydation comme le 4-
hydroxynonenal, qui réagit avec les groupes sulfhydriques et amino des protéines et affecte
leur fonction par des modifications covalentes (Reinheckel et al., 1998).

D’un point de vue fondamental, la réponse cellulaire au stress se traduit par I’induction de protéines
de stress qui jouent un rdle-clé dans la réparation et/ou 1’élimination des protéines cellulaires
endommagées. Gilberti et Trombetta (2000) se sont intéressés aux relations entre les protéines de
stress Hsp72 et Hsp 32 et les systémes de défense antioxydants, aprés exposition de rats a ’acide
kainique, une excitotoxine synthétisée par 1’algue Digenea simplex (0; 5; 7,5; 10 mg acide
kainique/Kg/24h). Ces deux protéines sont induites dans le systtme nerveux central lors de la
déplétion des taux de glutathion et des enzymes antioxydantes. Elles sont impliquées dans le
mécanisme de protection du systéme nerveux quand les systémes de défense sont dépassés par les

attaques des radicaux oxygénés.

C/ Les lésions a PADN

La molécule d’ADN constitue une cible cellulaire importante pour les attaques radicalaires
et peut jouer un role important dans ’initiation et la promotion du cancer. Borek (1997) a montré
que les enzymes antioxydantes sont quasi inexistantes dans les cellules cancéreuses qui vont donc

accumuler les radicaux libres.

Il existe 18 sites potentiels de formation d’adduits & I’ADN (figure 6). La spécificité des réactions
au niveau des différents sites comme par exemple, ’attaque en C8 de la guanine par le radical
hydroxyle, dépend de la réactivité des radicaux, de la nucléophilie des sites de I’ADN et des
facteurs stériques (La et Swenberg, 1996). Ces dénaturations peuvent avoir de graves conséquences
sur la réplication du génome.

Le radical hydroxyle est tellement réactif qu’il peut attaquer tous les constituants de I’ADN par des
réactions dites « site spécifique ». En raison de sa faible distance de diffusion (2 nm), les lésions a
I’ADN vont se produire 1a ou le radical hydroxyle est généré (Pryor, 1988 ; Halliwell et Aruoma,

1991).

La 8-hydroxy-2-déoxyguanosine

Le radical hydroxyle et ’oxygéne singulet génerent la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-
'OHdG), soit par dégradation d’un endoperoxyde instable formé par ’oxygéne singulet (figure 7),
soit & partir d’un adduit radicalaire résultant de la fixation du radical hydroxyle en C8 de la guanine
(figure 8) (Halliwell e al., 1992 ; Epe, 1993).
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La 8-OHdG est une lésion promutageéne, elle induit des mésappariements pendant la synthése
d’ADN in vitro (Cheng et al., 1992) et des transversions G :C — T :A si les systémes de réparation
n’agissent pas avant la réplication (Wood et al, 1990).

L’implication de la 8-OHdG a été suggérée dans les transversions G — T détectées a haute
fréquence dans le spectre de mutations des geénes ras et p53 dans les organes de mammiferes
(Shigenaga et al., 1990 ; Kamiya et al., 1995).

I existerait un processus de reparation spécifique de I’ADN, comme le suggére la présence de 8-
OHAJG dans les urines (Shigenaga et al., 1990).

La 8-OHdG s’est révélée étre I’'une des 1ésions majeures résultant de 1’oxydation des bases de
I’ ADN apr¢s exposition in vitro a des radicaux hydroxyles générés par des systémes physiologiques
au cours de réactions souvent catalysées par les ions cuivriques et ferriques (Aruoma et al., 1989a,
1989b), aux rayons X et v, aux UV (Kasai et al., 1984), a des peroxydes organiques (Altman et al.,
1994), a des dérivés quinoniques (Nakagawa et Tayama, 1996), a des dérivés minéraux comme
I’amiante (Fung et al., 1997), les dérivés du chrome (Faux et al., 1992) et du nickel (Dally et
Harwig, 1997).

La production de résidus 8-OHdG augmente in vivo dans les tissus au cours de processus
physiologique comme le vieillissement (Epe, 1993). L’augmentation de 8-OHdG a été observée
aprés exposition au 2-nitropropane, hépatocancérigéne (Sai er al., 1998), aprés exposition aux
proliférateurs de peroxysomes (Kasai et al., 1989), aux radiations ionisantes (Zastawny et al., 1995)
ou lors d’exposition a des cancérogeénes comme le nickel (Kasprzak et al., 1997), I’aflatoxine B1
(Shen et al., 1995) et les haloacétates bromés (Parrish er al., 1996). Une augmentation des niveaux
de base de 8-OHdG a été observée dans différents processus pathologiques comme le cancer (Abdi
et Ali, 1999), ainsi que dans le tabagisme (Lodovici ef al., 2000).

Si la guanine est la cible majoritaire, les autres bases de I’ADN peuvent aussi é&tre altérées et donner
toute une variété de produits de dégradation. L’adénine, comme la guanine, peuvent étre attaquées
en C4, C5 et C8. La thymine peut former des thymine glycols et la 5-(hydroxyméthyl)uracile
(Halliwell et Dizdaroglu, 1992).

D/ Mécanismes de réparations des lésions initiées par les oxyradicaux

Il existe des systtmes de réparations des lésions oxydatives, capables de reconnaitre les
cibles cellulaires endommagées. Par exemple, les résidus méthionine des protéines, oxydées au
—niveau du soufre, peuvent €tre réparés par une méthionine sulfoxyde réductase. Par contre, dans le
cas d’autres acides aminés 1ésés par des attaques radicalaires, les protéines apparaissent
irréversiblement endommageées et doivent étre éliminées de la cellule (Halliwell et Gutteridge,
1989 ; Rice-Evans et al., 1991).

Des systémes protéolytiques reconnaissent les protéines modifiées par les oxydants; ils sont
présents chez E. coli, ainsi que dans le cytosol et dans les mitochondries des cellules de
mammifeéres (Kehrer, 1993).

Les systtmes impliqués dans la réparation des lésions oxydatives & I’ADN agissent par un
mécanisme d’excision-resynthése qui fait intervenir successivement :

- des ADN glycosylases qui excisent les bases modifiées,

- des endonucléases et des exonucléases qui reconnaissent les sites abasiques et les
¢liminent,

- une ADN polymérase et une ADN ligase qui restaurent une molécule d’ADN identique a
son état initial (Téoule, 1987 ; Breimer, 1991 ; Ramotar et al., 1993).

18



Synthése bibliographique

11 existe une formamidopyrimidine-ADN glycosylase (Fpg) codée par le gene fpg chez les bactéries
qui reconnait la 8-OHdG, la FapyGua et les sites abasiques (Sattler et al., 2000) et protege I’ADN
des attaques initiées par le stress oxydant. Chez les eucaryotes, le géne oggl code pour une 8-OHAG
ADN-glycosylase qui a une fonction homologue a la Fpg bactérienne (Boiteux et Radicella, 1999).
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Tableau III: Méthodes utilisées pour la détection et la mesure de la peroxydation lipidique au

niveau biologique

METHODE REFERENCES
Acides gras polyinsaturés au Analyse des acides gras par CPG ou Andersen et al., 1996
HPLC

niveau plasmatique (EPA et DHA)

Diénes conjugués issus de
’oxydation des acides gras
polyinsaturés

Technique spectrophotométrique :
Absorption dans I'UV & 233 nm

Recknagel et Glende, 1984
Ristimie et al., 1999

Génération de radicaux lipides et
hydroxyles

Technique spectroscopique (RPE)

Bartoli et al., 1999

Hydroperoxydes lipidiques

Aprés réduction par I’iode,
détection spectrophotométrique
(353 nm)

Pryor et Castle, 1984

HPLC

Rice-Evans et al., 1991

Détermination colorimétrique par
I’orange xylénol avec détection
spectrophotométrique & 580 nm

Hermes-Lima et al., 1995
Pannunzio et Storey, 1998

Chromatographie couche mince Terao et al., 2001
avec détection fluorescente
Spectrométrie de masse couplé & Spiteller, 2001
I’impact d’électrons (EI)
Produits d’oxydation de I’acide Dosage des isoprostanes par Cracowski et al., 2000a

arachidonique

spectrométrie de masse ou
techniques immunologiques

Hydrocarbones volatiles présents
dans 1’air expire (éthane et
pentane) in vivo

Lawrence et Cohen, 1984
Schweich et al., 1994
De Zwart L.L. et al., 1999

Peroxydes lipidiques (lipofuscine)

Accomando et al., 1999
Mourente ef al., 1999

Ensemble du spectre des
aldéhydes formés lors de la
lipoperoxydation

(ELISA)

CPG
Spectrofluorométrie :
excitation/émission = 350/445 nm
Dérivation par DNHP  puis
séparation par chromatographie
couche mince et HPLC avec

détection UV a 365-378 nm

Dérivation par CHD puis séparation
et identification par HPLC avec
détection fluorescente

Esterbauer et Zollner, 1989

Rice-Evans et al., 1991

Génération de protéines modifiées
par le MDA in vitro

Technique immunologique sur
membrane (chemiluminescence)

Kim et al., 2000
Tanaka et al., 1999

Identification de deux produits

HPLC couplé a spectrométrie de

Daneshvar et al., 1997

d’oxydation des protéines in vivo masse
(GGS et AAS)
Isoprostanes Spectrométrie de masse Cracowski et al., 2000b

Méthodes immunochimiques
(ELISA)

Nourooz-Zadeh et al., 1997
Sakamoto, 1999

EPA : Acide Eicosapentaénoique ; DHA : Acide Docosahexaénoique ; RPE : Résonance paramagnétique

électronique ; GGS: y-Glutamyl

semialdéhyde ;

AAS :

2-amino-adipic

semialdéhyde; DNHP: 24-

dinitrophénylhydrazine ; CHD : 1,3-cyclohexanedione CPG: chromatographie en phase gazeuse; HPLC:
chromatographie liquide haute performance ; ELISA : Enzyme-labeled immunosorbent assay




~ Synthése bibliographique

S/ DETECTION DES LESIONS OXYDATIVES

Les moyens du diagnostic peuvent reposer sur I’appréciation de 1’état des moyens de
défense, mais les espéces oxygénées réactives ayant une grande réactivité chimique, de nombreuses
structures moléculaires peuvent leur servir de cible conduisant alors a différents produits de
dégradation dont le dosage permet 1’évaluation indirecte du stress. La mesure seule d’un paramétre
in vivo ne peut servir d’indice de dommages oxydatifs (England ef al., 2000).

Les probléemes posés par la quantification du stress oxydant sont différents dans des systémes in
vitro et dans des systemes biologiques. /n vivo, la quantification du stress oxydant est beaucoup plus
difficile, puisque certains marqueurs ont des demi-vies trés bréves (hydroperoxydes), ou sont
rapidement métabolisés, comme les aldéhydes, par conjugaison puis élimination hépatique (Lefévre

et al., 1998).

La grande diversité des espéces formées (radicaux libres, hydroperoxydes lipidiques, aldéhydes et
alcanes, chromolipides fluorescents), ainsi que 1’inégalité tissulaire des systémes de défense rend
difficile le choix d’un marqueur du processus de lipoperoxydation. De nombreuses techniques
d’évaluation ont €té proposées. Les méthodes les plus couramment utilisées pour 1’évaluation de la
peroxydation des lipides sont présentées dans le tableau I11.

A/ Méthodes d’évaluation de la lipoperoxydation

Parmi ces méthodes, plusieurs mesurent des especes formées au cours de I’initiation de la
lipoperoxydation.

Les diénes conjugués sont des produits initiaux de 1’attaque des lipides par les radicaux libres
(Recknagel et Glende, 1984). Ils sont issus de la stabilisation du radical d’acide gras par
réarrangement moléculaire. Le contenu en diénes conjugués des lipides est déterminé par
spectroscopie UV a 233 nm. Cette méthode a I’inconvénient in vivo de nécessiter un contrble des
lipides non peroxydés qui est difficile a obtenir.

La mesure du taux d’acides gras polyinsaturés (acide éicosapentaénoique et acide
docosahexaénoique) au niveau plasmatique peut servir a I’estimation du degré d’attaque des lipides.
Les acides gras sont mesurés par CPG ou HPLC (Andersen et al., 1996).

Un ensemble de méthodes permet de quantifier les hydroperoxydes lipidiques, produits
intermédiaires de la lipoperoxydation qui sont issus de 1’étape de propagation.

Ils peuvent €tre réduits par I'iode et quantifiés en spectrophotométrie 4 353 nm (Pryor et Castle,
1984) ou avec plus de sensibilité par HPLC (Rice-Evans et al., 1991). Des problémes d’interférence
sont liés a I'utilisation de la méthode chromatographique. Hermes-Lima et al. (1995) ont mis au
point une technique de détermination colorimétrique spécifique et basée sur I"utilisation de 1’orange
xylénol, les hydroperoxydes lipidiques sont quantifiés par spectrophotométrie 2 580 nm (Pannunzio
et Storey, 1998). _
Une technique de détection spécifique des hydroperoxydes lipidiques par chromatographie couche
mince a été développée par Terao et al. (2001). Elle permet de visualiser par des «spots »
fluorescents les produits de la lipoperoxydation. Cette méthode est utilisée pour surveiller les effets
du stress oxydant sur les lipoprotéines de basse densité.

Une technique de spectrométrie de masse associée & une ionisation électronique (IE) est également
utilisée pour déterminer les taux d’hydroperoxydes lipidiques (Spiteller, 2001).

20



Tableau IV: Principales méthodes analytiques de détection du 4-hydroxynonénal

4-hydroxynonénal

METHODE

REFERENCES

HPLC avec détection UV a 220-223 nm

Esterbauer et Slater, 1981
Esterbauer et Zollner, 1989
Esterbauer et al., 1991

GC-SM

Rice-Evans et al., 1991

Réaction avec le N-méthyl-2-phénylindole
(pH < 7) donnant un produit chromophore
absorbant 3 586 nm

Erdelmeier et al., 1998
Gérard-Monnier et al., 1998

Dérivation par DNSH puis séparation et
identification par chromatographie
micellaire avec détection fluorescente

Claeson et al., 2001

GC-SM : chromatographie gazeuse couplée i une spectrométric de masse ;

(diméthylamino)naphthaléne-1-sulphonehydrazine

DNSH : dansylhydrazine (5-
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La détection des produits ultimes de la lipoperoxydation reste la méthode la plus utilisée pour
évaluer les effets du stress oxydant.

L’attaque de I’acide arachidonique par les radicaux libres va produire divers aldéhydes dont les plus
connus sont le malondialdéhyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal (4-HNE). Le tableau IV montre les
principales méthodes analytiques de mesure du 4-HNE.

Le dosage du 4-hydroxynonénal a été proposé par Esterbauer et Slater (1981) comme marqueur de
la peroxydation lipidique. Cependant, sa détermination nécessite des techniques longues limitant
son emploi. La combinaison protéine-4-HNE peut étre appréciée par des anticorps monoclonaux,
puisque les lipoprotéines de basse densité modifiées par le 4-HNE au niveau des résidus lysine
présentent un pouvoir antigénique (Esterbauer et al., 1991 ; Claeson et al., 2001).

La détection des protéines modifiées par les produits issus de la lipoperoxydation permet de
comprendre les effets génotoxiques des aldéhydes formés (Kim et al., 2000) et des radicaux libres

(Daneshvar et al., 1997).

Les produits aldéhydiques de coupure ainsi que les hydroperoxydes sont a 1’origine de structures
complexes fluorescentes, correspondant aux chromolipoides, lipofuscines et céroides, s’accumulant
dans les tissus au cours du vieillissement (Accomando ef al., 1999), lors de stress oxydant ou de
déficit en antioxydants (Mourente et al., 1999). La détection des chromolipoides est faite par
spectrofluorométrie (excitation : 350 nm, émission : 445 nm). L’ensemble du spectre d’aldéhydes
formés lors de la lipoperoxydation a été¢ mesuré par deux techniques de dérivation : la dérivation par
la dansylhydrazine(5-(diméthylamino)naphtaléne-1-sulphonehydrazine avec identification par
HPLC avec détection UV (Esterbauer et Zollner, 1989) et la dérivation par la 1,3-cyclohexanedione
avec identification par HPLC avec détection fluorescente (Rice-Evans et al., 1991).

La mesure des hydrocarbures volatiles (alcanes exhalés) peut servir de marqueurs de la
peroxydation lipidique (Lawrence et Cohen, 1984), mais ces produits ne sont présents qu’a des
concentrations extrémement faibles. Les alcanes dosés sont [’é¢thane et le pentane par
chromatographie gazeuse avec détection a ionisation de flamme.

Les F2-isoprostanes représentent une nouvelle famille d’isoméres des prostaglandines F2, produites
in vivo par peroxydation radicalaire de I’acide arachidonique (Cracowski et al., 2000a). Les F2-
isoprostaglandines sont formés in situ sur les chaines phospholipidiques membranaires puis libérés
ultérieurement. La quantification des deux isoformes principales (isoprostaglandine F2a-type III et
VI) dans les liquides et tissus biologiques est réalisée par spectrométrie de masse ou par des
méthodes immunochimiques type Elisa (Cracowski et al., 2000b). Les F3-isoprostanes sont issus de
I’attaque de I’acide eicosapentaénoique (EPA) par des radicaux libres (Nourooz-Zadeh et al. (1997).
L’EPA oxydé va aboutir & une famille de F3-isoprostanes avec 8-epi PGF;, comme produit mineur
de la réaction. D’autres isoprostanes tels que le 8-isoprostane sont issus de la réaction des radicaux
libres avec 1’acide arachidonique et peuvent servir d’indicateurs de 1’attaque des lipides par les

oxydants (Sakamoto et al.,1999).

B/ Mesure du malondialdéhyde

La lipoperoxydation est communément mise en évidence par la mesure de la concentration
en malondialdéhyde (MDA), produit terminal de la dégradation des lipides, par chromatographie
liquide (HPLC) ou par spectrophotométrie du complexe coloré formé avec 1’acide thiobarbiturique

(TBA) (Tableau V).
Seules de petites quantités de MDA libre sont présentes dans les échantillons biologiques et des

meéthodes trés sensibles sont nécessaires pour sa détection. C’est le plus souvent le MDA total (libre
et 1ié) qui est évalué.
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Tableau V : Principales méthodes analytiques de détection du malondialdéhyde

Malondialdéhyde

METHODE

REFERENCES

Test a I’acide thiobarbiturique :
Spectroscopie & 535 nm

HPLC avec détection fluorimétrique
des adduits MDA-diéthylTBA

Gutteridge et al., 1974
Buege et Aust, 1978
Yagi, 1984

Londero et Lo Greco, 1996

MDA libre :
HPLC a détection UV a 267 nm

GC-SM
Dérivation par DNHP  puis
séparation par HPLC avec détection

UV a3lonm

Electrophorése en zone capillaire

Behrens et Madere, 1991
Cighetti et al., 1999

Pilz et al., 2000

Korisis et al., 2001

Réaction avec le N-méthyl-2-
phénylindole (pH < 7) donnant un
chromophore absorbant 4 586 nm

Erdelmeier et al., 1998
Gérard-Monnier et al., 1998

Technique immunochimique :
anticorps monoclonaux anti-adduit
MDA -déoxyguanosine (ELISA)

Sevilla et al., 1997

GC-SM avec capture électronique et
ionisation chimique négative pour
les adduits MDA -déoxyguanosine

Rouzer et al., 1997

M¢éthyl-MDA = standard interne
HPLC a detection UV
GC-SM

Claeson et al., 2001

MDA : malondialdéhyde ; HPLC : chromatographie liquide haute performance; GC-SM : chromatographie
gazeuse couplée i la spectrométrie de masse ; DNHP : 2,4-dinitrophénylhydrazine : ELISA : Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay
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Le malondialdéhyde libre est défini comme le MDA non lié aux protéines, c’est-a-dire ultrafiltrable,
ou présent dans le surnageant aprés précipitation des protéines par un réactif ni acide ni alcalin,
puisque la liaison >C=N- est labile a ces pH (Lefevre et al., 1998).

Le MDA plasmatique est trés majoritairement sous forme liée. Dans une étude datant de 1997
utilisant une méthode de dosage du MDA par électrophorese capillaire (limite de détection 0,08
pM), Wilson et al. ont montré que le MDA libre, au contraire des TBARS, n’était pas retrouvé dans
le plasma humain ni a I’état basal ni apres transplantation coronaire. D’autres €études ont montré, par
contre, la présence de MDA libre dans le plasma. Stalikas et Konidari (2001) ont dosé le MDA libre
par CG-SM selon 3 procédures : par ultrafiltration, par dérivation du plasma entier sans suppression
des protéines au préalable, par précipitation des protéines par addition d’une solution de dérivation
(2,4,6-trichlorophénylhydrazine). Les taux de MDA libre représentent 25 % du MDA total dans le
plasma quelque soit le type de procédure utilisée. De méme, Cighetti et al. (1999) a dosé mes taux
de MDA libre et total dans du plasma humain frais et dans des microsomes hépatiques de rats par
CG-SM. Les taux trouvés sont de 0,14 £ 0,03 uM (n = 70) et de 0,048 = 0,006 nmol/mg protéines
(n=3 pool) pour le plasma et les microsomes respectivement. Les taux de MDA totaux sont de 1,3 +
0,07 uM dans le plasma et de 0,36 + 0,04 nmol/mg protéines pour les microsomes. Le dosage du
MDA libre est appliquable au suivi de patient ayant subi une transplantation hépatique : des
comparaisons entre les augmentations des taux de MDA libre et total suggérent une liaison rapide
aux protéines du MDA libre, et un retour a des niveaux de base aprés 6 a 8 jours chez des patients
sans complication (Steghens et al., 2001). Le MDA libre semble refléter une production récente
alors que le MDA total (libre et 1ié) peut étre considéré comme un indicateur a plus long terme du

stress oxydant.

Le test a I’acide thiobarbiturique (TBA) reste la méthode la plus communément utilisée. La réaction
du MDA avec deux molécules de TBA va former un complexe absorbant 4 532 nm, extractible par
des solvants organiques comme le butanol (Buege et Aust, 1978 ; Yagi, 1984).

Le résultat du dosage du MDA par I’acide thiobarbiturique est donc la somme du MDA préexistant
lié ou non aux molécules biologiques, des peroxydes lipidiques, des produits d’auto-oxydation des
acides gras et autres substances qui donnent naissance soit a du MDA, soit 4 des molécules
réagissant avec 1’acide thiobarbiturique en milieu acide et & chaud (Gutteridge et al., 1974). C’est
pourquoi & la notion initiale de dosage du MDA s’est substituée la notion de « substances réagissant
avec 1’acide thiobarbiturique » (TBARS). Une des sources de 1’hétérogénéité des résultats observés
avec les TBARS est liée au nombre important de molécules différentes qui ne relevent pas
forcément du stress oxydant, mais qui réagissent avec 1’acide thiobarbiturique.

Parmi les méthodes directes de dosage du MDA, c¢’est-a-dire sans réaction de dérivation, la méthode
de Behrens et Madere (1991) fait appel a une précipitation des protéines par 1’¢thanol suivie d’une
chromatographie par formation de paire d’ions. Son application exclut I’acces & toute forme de
MDA liée notamment aux protéines. Sa limite de détection est de 2 uM de MDA injectés.

Londero et Lo Greco (1996) utilisent une technique de séparation HPLC avec détection
spectrofluorimétrique (532 nm) des adduits MDA-TBA, avec une limite de détection de 27 uM
injectés.

Plus récemment, des méthodes utilisant le couplage chromatographie gazeuse-spectrometre de
masse (GC-SM) ont permis le dosage du MDA libre et total dans le plasma humain (Cighetti et al.,
1999). Korisis et al. (2001) ont mis au point une technique de détermination des taux de MDA libre
dans le plasma par électrophorese capillaire.

Pilz et al. (2000) ont développé une technique de dosages du MDA libre et total avec le 2,4-
dinitrophenylhydrazine (DNPH) par HPLC. Claeson et al. (2001) ont suggéré I’utilisation du
méthyl malondialdéhyde (Me-MDA) comme standard interne lors de la détermination du MDA
dans des échantillons de cerveau de rat. L’applicabilit¢é de la mesure du Methyl-MDA a été
démontrée en utilisant des techniques électrophorétiques, chromatographiques (HPLC avec
détection UV) et de couplage GC-MS.
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Tableau VI : Principales méthodes de mesure de la 8-OHdG

METHODES SENSIBILITE | QUANTITE D’ADN AVANTAGES ET INCONVENIENTS REFERENCES
QUANTIFIEE (pg)
HPLC-EC 1 80OHdG/10°dG 10-100 Simplicité, spécificité et sensibilité Ames, 1988
Artéfacts d’oxydations de dG lors des protocoles d'extraction et Floyd et al., 1986
d’hydrolyse de I'ADN Shigenaga et al., 1990, 1994
Dosage possible dans les urines Loftetal, 11993
Oxydation de I'ADN limitée par le TEMPO, le froid, les temps| ~ ".econelals 1995
0,01 SOHAG/10°dG d’incubation courts et avec des chimiques pauvres en métaux de Topp e‘; a(;' 2000
transition (Hofer et Méller, 1998) '
GC-SM-SIM 1 80HdG/10°dG 50 Large spectre de lésions oxydatives déterminées Dizdaroglu, 1994
Méme sensibilité que HPLC-EC Cadet et al., 1998
Surexpression de la 8-OHAG/HPLC : hydrolyse et dérivation vont Kasai, 1997
contribuer a l'oxydation de la dG (taux basaux 8-OHdG) Toraason, 1999
ELISA 0,5 8OHdG/10°dG 10-100 Rapide, sensible et trés spécifique (colonne d’immunoaffinité) Degan et al., 1991
Bonne corrélation avec HPLC-EC mais niveaux ELISA plus élevés Yin et al., 1995
Méthode semi-quantitative et réactions croisées avec d’autres types Radak et al., 2000
de dommages a I'’ADN
Immunohistochimie Ne nécessit? qu’un Petit échar,ltillon - Takahashi et al., 1998
Absenge d’extraction ou d’hydrolyse de I’ADN limitant 1’auto- Gargon et al., 20012
oxydation Gargon et al., 2001b
Méthode semi-quantitative et réactions croisées avec d’autres types
de dommages a I’ADN
Endonucléases de 1-5 8OHdG/10" dG 10 Sensibilité et pas d’extraction et d’hydrolyse de I’ADN (limite 1’auto Collins et al., 1996
réparation ' oxydation) Gedik et al., 1998
Conversion des pyrimidines oxydées en cassures du brin ’ADN au Beckman et al., 2000
niveau des sites de dommages oxydatifs
L'utilisation d'endonucléases spécifiques comme la FPG donne des
valeurs plus basses de 8-OHdG que celles mesurées par HPLC
Elution alcaline 0,1 80HdG/10°dG 10 Bonne sensibilité Gabelova et al., 1997
Utilisée en association avec HPLC-EC
Postmarquage au 32p | 180HdG/107dG 1 Bonne sensibilité Cadet et al., 1998
Long et difficilement applicable en routine Schuler er al.1997
Ne nécessite qu’un petit échantillon Méller et al., 1998
Surestimation par rapport a HPLC-EC
Postmarquage au *H | 05-3 80HdG/10° 100 Analyse simultanée de plusieurs nucléosides dans I’ADN et ’ARN Kwee et al., 1998

dG

Transmutation possible

HPLC-EC: Chromatographie liquide haute performance avec détection électrochimique; GC-SM: Chromatographie gazeuse couplée a un spectrometre de masse ; SIM:
selected ion monitoring; ELISA : enzyme linked immuno assay : TEMPO : 2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl; FPG : formamidopyrimidine-ADN glycosylase
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C/ Mesure de la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine

Parmi les 1ésions oxydatives de ’ADN, la 8-hydroxylation de la guanine constitue la 1ésion
prédominante (Marnett et Burcham, 1993). Diverses méthodes ont ét¢ développees pour mesurer la
8-OHdG dans les échantillons biologiques et, leur efficacité a été relatée par plusieurs auteurs
(Collins et al., 1996 ; Cadet et al., 1998 ; Toraason, 1999). Le tableau VI présente différentes
techniques de mesure de la 8-OHdG rapportées de la littérature.

Des études ont montré que les taux de 8-OHdG mesurés par diverses méthodes varient en fonction
des protocoles experimentaux utilisés. En effet, les niveaux de cette 1ésion sont affectés par le statut
redox de la cellule et le mélange d’espéces réactives présentes (Halliwell, 1998).

Les procédures telles que I’extraction phénolique, la dialyse de I’ADN isolé, le stockage de tissu
précédant une extraction d’ADN et la digestion par nucléase de I’ADN pour libérer les bases
oxydées lors de I’analyse par HPLC peuvent résulter en des artefacts d’oxydations (Halliwell,

1998).

L’étape d’isolement de ’ADN par une extraction phénol-chloroforme a souvent été accusee
d’augmenter les niveaux de la 8-OHdG ou de sensibiliser ’ADN aux futures attaques oxydantes.
Claycamp (1992) a réussi a augmenter artificiellement les taux de 8-OHdG dans I’ADN isolé par le

phénol.

De méme, les études de Finnegan et al. (1996) ont montré que I’utilisation de ce solvant durant
I’extraction d’ADN élevaient les niveaux détectés de cette 1ésion alors que, I’extraction par une
pronase E (protéinase) sans extraction phénolique n’apportait aucune modification des niveaux de
8-OHdAG. D’autres auteurs, par contre, ont démontré que la méthode par le phénol n’augmentait pas
significativement les taux de 8-OHdG (Helbock ez al., 1998 ; Halliwell, 1998). Ces derniéres études
tendent & montrer que 1’augmentation des niveaux de base de 8-OHdG ne peut étre une
conséquence directe de I’utilisation de phénol lors des étapes d’extraction de I’ ADN.

a/ Méthodes chromatographiques

La chromatographie liquide avec détection électrochimique (HPLC-EC) a été la plus
souvent utilisée pour quantifier la 8-OHdG dans des systémes biologiques vari€s, probablement en
raison de sa simplicité et de sa sensibilité. La détection électrochimique permet de mesurer cette

_lésion-avec-une sensibilité 1000 fois supérieure-a-ladétection UV (Floyd et al.,.1986). Les limites
de détection des techniques HPLC-EC sont de 1’ordre de 1 résidu 8-OHAG pour 10° bases de I’ADN
(Shigenaga et al., 1990, 1994). Adachi et al. (1995) ont amélioré la limite de détection de la
technique HPLC-EC 4 0,01 residu 8-OHdG pour 10° bases.

Des techniques analytiques basées sur ’'HPLC-EC ont ¢té développées pour la mesure de la 8-
OHJG et de la 8-OHG dans les urines. Ames (1988) a utilisé de multiples extractions phase-solide
sur des mini-colonnes précédant une séparation en gradient, et plus récemment les extractions ont
été réalisées sur des colonnes d’immunoaffinité avec des anticorps monoclonaux spécifiques de ces
1ésions, ne nécessitant qu’une séparation isocratique (Shigenaga et al ., 1990, 1994).

Des méthodes HPLC-EC bi et tri-dimentionnelles automatisables ont été reportées respectivement
par Tagesson et al. (1995) et Loft ez al. (1993). Topp et al. (2000) ont utilisé une extraction phase-
solide sur des mini-colonnes précédant une séparation par 4 colonnes HPLC montées en série
(colonnes I, I=échangeuses de cations ; colonnes III, IV=C,s), pour déterminer les taux dans les
urines de mammiferes. L’excrétion urinaire de 8-OHdG et 8-OHG fournit une estimation de la

réparation de ces lésions au niveau de I’ADN.
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Les limites de ce type de dosage résident dans I'interférence des acides nucléiques d’origine
alimentaire et de processus physiologiques cellulaires tels que le turnover normal des cellules.

Plusieurs méthodes ont été décrites dans la littérature différant principalement par les techniques de
préparation de I’ADN. Hofer et Méller (1998) ont pu limiter ’artéfact d’oxydation en utilisant le
nitroxyde TEMPO (2,2,6,6-tétraméthylpiperidine-N-oxyl), en travaillant a froid (0°C et —80°C), en
limitant le temps d’incubation et en travaillant en milieu pauvre en métaux de transition.

b/ Autres méthodes de détection de la 8-OH

Une autre méthode de détection de 1a 8-OHdG est la chromatographie gazeuse couplée a un
spectrométre de masse (GC-SM), qui a ’avantage de pouvoir évaluer plusieurs adduits 2 I’ADN en
une fois (Cadet et al., 1998). Cette technique est applicable a I’ADN lui-méme ou a des complexes
ADN-protéines comme la chromatine (Dizdaroglu, 1994).

L’ADN est préalablement hydrolysé et les produits sont convertis en dérivés volatiles séparés par
chromatographie gazeuse. La structure des composés finaux est identifiée par spectrométrie de
masse. La limite de détection de la GC-SM dans I’ADN ou la chromatine est approximativement de
1 8-OHAG/10° dG, cette méthode est donc aussi sensible que 'HPLC, mais il existe des artéfacts
d’oxydations de I’ADN. En général, la 8-OHdG mesurée par GC-SM donne des valeurs 10 fois plus
élevées que celles obtenues par HPLC-EC, car la 8-OHdG est produite comme un artéfact durant
1’étape de dérivation précédant ’analyse GC-SM (Kasai, 1997).

Les deux étapes, hydrolyse et dérivation, contribuent a I’oxydation de la dG et sont responsables
des valeurs élevées de 8-OHdG (Toraason, 1999). La formation artéfactuelle de la 8-OHdG peut
étre minimiser par une purification de la base modifiée précédant la réaction de dérivation lors des

procédures GC-SM (Cadet et al., 1998).

Une autre approche qui évite I’auto-oxydation de I’ ADN est la mesure de la 8-OHdG in situ. Deux
études récentes ont utilisé des anticorps monoclonaux pour estimer les changements du contenu en
8-OHdG dans des coupes de foie de rat (Takahashi et al., 1998) et dans le poumon (Gargon et al.,
2001a, 2001b). L’utilisation de ces anticorps est une extension du test ELISA pour la 8-OHdG
(Degan et al., 1991 ; Yin et al., 1995). Cependant, les techniques immunohistochimiques et les
méthodes ELISA sont semi-quantitatives et présentent de nombreuses réactions croisées avec
d’autres types de dommages a I’ADN. Ces inconvénients sont contrebalancés par les possibilités
offertes de détecter les changements locaux de la 8-OHAG in situ, de travailler sur des quantités
minimes d’échantillons, et ce, sans extraction ou hydrolyse de I’ ADN préalable. ,

La méthode ELISA a été utilisée pour étudier les taux de 8-OHAG dans les urines de marathoniens
et, les auteurs ont montré I’incidence d’un exercice physique intense sur les dommages 4 I’ADN

lors du stress oxydant (Radak et al., 2000).

La 8-OHJG peut également étre détectée par €électrophorése sur gel. Collins et al. (1996) ont
modifié le test des cométes en incluant la Fapy glycosylase (FPG) dans I’essai, qui convertit les
pyrimidines oxydées en cassures du brin d’ADN au niveau des sites de dommages oxydatifs.
Comme avec les techniques immunohistochimiques, il n’est pas nécessaire d’extraire ou
d’hydrolyser ’ADN, ce qui €élimine le probléme .de I’auto-oxydation (Beckman et al., 2000 ;
Persinger et al., 2001). Gedik et al (1998) ont comparé les résultats des niveaux de base de la 8-
OHAG dans I'ADN hépatique de rat, de cellules HeLa et de leucocytes humains, obtenus par HPLC
avec ceux obtenus par I’essai des cométes, qui nécessite I’emploi d’enzymes spécifiques pour
introduire des cassures dans I’ADN au niveau des sites de dommages oxydatifs. Les résultats
montrent que les niveaux d’oxydation de I’ ADN estimés par le test des cometes sont en général sept
fois plus bas que ceux estimés par HPLC.
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L'utilisation d'endonucléases spécifiques comme la FPG donne des valeurs de I'ordre de 0,05 FPG-
sites sensibles/10° dG.

Des méthodes additionnelles pour mesurer les dommages oxydatifs 3 ’ADN incluent 1’élution
alcaline (Gabelova et al., 1997), le postmarquage au 32p (Schuler et al.1997) et le postmarquage au
H (Kwee et al., 1998). Ces demiéres techniques ne sont pas utilisées pour le « biomonitoring ».
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Tableau VII : Etudes rapportées dans la littérature portant sur la mesure de la lipoperoxydation et de la 8-OHdAG chez les mammiferes

COMPOSES ETUDIES | ORGANISMES DOSE CONDITIONS ORGANES STRESS OXYDANT ET 8-OHdG AUTEURS
D’EXPOSITION
Nitrilotriacétate de fer Rats miles 100 uM Fe-NTA 4,24 et 48 Hépatocytes |T 8-OHdG en fonction de la durée | Morel ez al., 1997
(Fe-NTA) heures d’exposition, aprés 48" (x7,4)
T MDA aprés 24 heures (x12)
Lignée T 8-OHAG en fonction de la durée
cellulaire d’exposition : plus forte induction aprés 48Y,
d’hépatome pas de dosage du MDA
Nitrilotriacétate de fer Rats méles 15 mg/Kg i.p. 1 heure Rein T 8-OHdG aprés 1 heure (x1,6) Qietal., 1999
T MDA aprés 1 heure (x1,7)
2-Nitropropane Rats miles Intubation gastrique 2 semaines Foie 1 8-OHdG pour la dose L (x1,8) etH (x2,9) | Saietal., 1998
(mg/Kg): T lipoperoxydation (TBARS) pour la dose L
H=660 (x1,6) et H (x3,4)
L=360
Nitrilotriacétate de fer Rats 1 mM Fe/4 mM NTA | 2 heures 3 37°C | Foie (coupes) | T lipoperoxydation (TBARS) pour le tissu Wang et Hu, 2000
entier (x7)et les noyaux (x4), rien pour la
fo s lignée cellulaire
ngne.e Faible inductioinS-OHdG pour les 3 essais
Bromotrichlorométhane I mM cellulaire Faible induction de la lipoperoxydation pour
Bromobenzéne le tissu (x1,4), rien pour la lignée cellulaire
2-Nitropropane Pas d’induction 8-OHdG
Acide - Rats méles 40 mg/Kg i.p. 2 semaines Foie T 8-OHAG aprés 15 jours de traitement (x1,4) | Karbownik et al.,
aminolevulinique 2000
Membrane T MDA et 4-HDA aprés 15 jours de
Microsoma]e traitement (X 1,3)
hépatique
Hématite (Fe,O;) Rats males 3 mg/200 pL instillé 48 heures Poumon 8-OHdG : x2 avec B(a)P Gargon et al.
Benzo(a)pyréne (B(a)P) intra-trachéal %24 avec Fe,0; + B(a)P 2001b
Fe,0, + B(a)P MDA : x2 avec Fe,0,, B(a)P et les 2

4-HDA : 4-hydroxyalkénal ; i.p. : intra péritonéal ; MDA : malondialdéhyde ; 8-OHdG : 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine
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6/ INDUCTION DE LA LIPOPEROXYDATION ET FORMATION
DE LA 8-OHdG CHEZ LES MAMMIFERES

L’altération des phospholipides membranaires par les radicaux de 1’oxygene aboutit a la
peroxydation des lipides. Les espéces réactives de I’oxygéne attaquent également ’ADN et en
modifient la conformation (Marnett, 2000). Parmi les mutations de I’ADN, la mesure de la 8-OHdG
reste le marqueur le plus utilisé pour étudier les effets des oxydants et les dommages a I’ADN. Nous
nous sommes plus intéressés aux études portant sur ces deux parameétres de toxicite chez les
mammiferes afin de mieux cemer les corrélations entre la cytotoxicité et la génotoxicité des
oxydants. Les études concernant les mesures de la lipoperoxydation et de la 8-OHdG chez des
mammiféres exposés a divers xénobiotiques sont répertoriées dans le tableau VII avec un rappel des

conditions d’intoxication.
Exposition a des métaux

La lipoperoxydation et la formation de 8-OHdG sont induites significativement lors d’exposition a
des xénobiotiques. Les métaux sont capables d’altérer la balance redox dans les cellules et de
stimuler la lipoperoxydation. Morel et al. (1997) ont montré que I’exposition d’hépatocytes a 100
uM de Fe-NTA induisait une forte augmentation de la 8-OHdG (x7,4) et des taux de MDA (x12).
L’injection intrapéritonéale de fer (15 mg/Kg) produit en une heure une augmentation de la
lipoperoxydation (taux de MDA x1,7) et de la 8-OHdG (x1,6) dans le rein des rats (Qi et al., 1999).
Des stimulations comparables de la lipoperoxydation, pour des concentrations plus faibles, ont ete
reportées dans le tissu hépatique de rats exposes au nitrilotriacétate de fer (1 mM fer/4 mM
nitrilotriacétate). Par contre, Wang et Hu (2000) n’ont pas observé d’induction concernant la 8-

OHJG dans cette étude.
Exposition a des molécules organiques

L’étude de Sai ef al. (1998) montre la hausse de la lipoperoxydation et de la 8-OHdG dans le foie de
2 lots de rats males ayant consommé du 2-nitropropane (660 mg/Kg ou 360 mg/Kg). Les
augmentations les plus importantes sont observees pour la concentration la plus forte en 2-
nitropropane (x2,9 pour la 8-OHdG et x3,4 pour le MDA). L’exposition a des concentrations de 1
mM de bromotrichlorométhane, bromobenzéne et 2-nitropropane, pendant 2 heures, n’induit ni
lipoperoxydation et ni 8-OHdG dans le foie de rats (Wang et Hu, 2000). Apres 15 jours de
traitement (40 mg/Kg) 4 ’acide 8-aminolévulinique, la lipoperoxydation (x1,3 pour le MDA) et les
taux de 8-OHdG (x1,4) sont augmentés au niveau hépatique chez le rat (Karbownik et al., 2000).
Gargon et al. (2001b) ont reporté que ’exposition au B(a)P et au fer résulte en une augmentation de
I’incidence des tumeurs pulmonaires chez les rongeurs supérieure & une exposition au B(a)P seul :
I’action synergique des 2 produits (fer et B(a)P) augmente de 24 fois les taux de 8-OHdG dans le
poumon. Il n’y a pas d’effet synergique des toxiques sur la lipoperoxydation, les taux de MDA sont
doublés pour les toxiques seuls ou en mélange.
L’exposition aux métaux et aux molécules organiques en laboratoire aboutit souvent a I’induction
de la lipoperoxydation et des taux de 8-OHdG dans les tissus de mammiferes intoxiqués car les
concentrations d’exposition sont généralement trés élevées. Certains toxiques en melange, par
exemple le fer et le B(a)P, ont une action synergique sur les 1ésions induites au sein de 1’organisme
exposé. Cependant, les résultats des différentes études montrent que cette induction n’est pas une
régle générale : la situation est en réalité plus complexe, car des mécanismes de compensation et
d’adaptation face au stress oxydant peuvent se mettre en place et prévenir le développement de ce

processus.
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7/ REPONSES DES ANIMAUX AQUATIQUES AU STRESS
OXYDANT DU AUX CONTAMINANTS DE L’ENVIRONNEMENT

Il est maintenant €tabli que les contaminants environnementaux peuvent augmenter le stress
oxydant chez les organismes aquatiques (Winston ef al., 1990).
Les mollusques ont ¢té les premiers organismes sentinelles utilisés dans les programmes de
surveillance de la contamination chimique des écosystémes aquatiques, tout d’abord en milieu
marin puis en eau douce. Les bivalves sont de bons biomarqueurs d’exposition aux polluants, ce
sont des bioaccumulateurs de certains composés chimiques néfastes pour I’environnement (métaux
lourds, pesticides, hydrocarbures) (Solé et al., 1996). Ces organismes sont remarquablement adaptés
pour ce type d’¢tude pour de nombreuses raisons : animaux sédentaires pour la plupart, large
distribution, coiit réduit, facilité de collecte et bonne résistance au stress de prélévement.

A/ Activités antioxydantes endogénes chez les animaux aquatiques

La production de dommages biologiques par des oxyradicaux dans les organismes
aquatiques dépendra de I’efficacité des défenses antioxydantes (Michiels et Remacle, 1988).
Les meécanismes de protection impliquent un nombre élevé d’enzymes antioxydantes: la
superoxyde dismutase, la catalase, les glutathion peroxydases, la glutathion réductase, la NAD(P)H
dépendant DT-diaphorase et les piégeurs de radicaux libres tels que le glutathion (Livingstone ez al.,
1992 ; Regoli et al., 1998a). Ces enzymes jouent un rdle crucial dans le maintien de 1’homéostasie
cellulaire (Cheung et al., 2001). L’augmentation de leur activité refléte une réponse spécifique aux
polluants (Doyotte et al., 1997) et elles ont été proposées comme biomarqueurs du stress oxydant
médiaté par les contaminants dans une large variété d’organismes marins, incluant les moules
(Livingstone et al., 1992 ; Regoli et al., 1998a). La toxicité liée aux oxydants sera effective si ces
enzymes sont inhibées, les dommages a I’ADN et la lipoperoxydation se manifesteront si le systéme
n’est pas réparé (Halliwell et Gutteridge, 1989 ; Xu et al., 1999).

Il existe des essais qui prennent en compte la capacité des systémes de défense antioxydants a
piéger les oxyradicaux. L’index de résistance au stress oxydant ou TOSC (total oxidant-scavenging
capacity) a été mesuré dans diverses fractions subcellulaires de la glande digestive de Mytilus sp
(Regoli et al., 1998b). L’index de résistance est exprimé en TOSC/ mg protéine et les mesures sont
effectuées a partir d’homogénats cellulaires. Cet essai est approprié pour les oxydants solubles dans
les lipides, et I'analyse de la fraction microsomale confirme l'importance des antioxydants associés
aux membranes dans la protection contre la toxicité des radicaux de ’oxygéne. Winzer et al. (2001)
ont testé les effets de diverses substances (H,O,, B(a)P et Nitrofurantoine) sur des cultures
cellulaires d’hépatocytes de carrelets males et femelles afin d’évaluer ’impact du stress oxydant et
les modulations liées au sexe. Ils ont montré qu’apres 24 heures d’exposition la capacité de piéger
les radicaux oxygénés augmente significativement aprés exposition au peroxyde d’hydrogéne. Le
B(2)P et la nitrofurantoine induisent des réponses sexe-dépendantes. Les capacités de piégeage sont
augmentées avec le B(a)P seulement dans les hépatocytes des femelles alors que la nitrofurantoine
initie ces réponses seulement dans les cellules des males. Les différences de réactions face au stress
oxydant entre les méles et les femelles, aprés exposition aux pro-oxydants, peuvent provenir de -
P’activation enzymatique démontrant ainsi I’importance des voies de biotransformation dans les

réponses au stress.

Van der Oost et al. (1996) ont montré que chez I’anguille (4. anguilla) la présence d’adduits a
’ADN dans le foie des poissons exposés in situ est corrélée a la présence de xénobiotiques
mutagenes et cancérogenes tels que les hydrocarbures aromatiques polycycliques.

27



Synthese bibliographique

De méme, ’exposition de moules (Mytilus edulis) & des contaminants organiques de type HAP
aprés le naufrage du pétrolier 4egean Sea montre I’induction de la lipoperoxydation et la présence
d’adduits a PADN dans la glande digestive des bivalves (Solé et al., 1996).

Ching et al. (2001) ont rapporté que I’exposition en laboratoire de moules (Perna viridis) a des
concentrations croissantes en B(a)P (0 ; 0,3 ; 3 et 30 pg/L) durant 21 jours induit des niveaux élevés
d’adduits a PADN au niveau hépatique. Cheung et al. (2001) ont montré que certains paramétres
antioxydants (glutathion S-transférase, catalase et glutathion réduit) sont induits dans les branchies
de bivalves (P. viridis) exposés pendant 30 jours in situ & des sédiments contaminés par des HAP.
Okay et al., 2000 ont testé les effets d’un apport nutritionnel contaminé par le B(a)P chez la moule
marine. L’ingestion d’algues contaminées par du B(a)P (50 pg/L) induit le systéme de
monooxygénases microsomale a fonction multiple (MFO) [incluant les B(a)P hydroxylase (BPH) et
les activités CYPc-NADPH réductase] dans la glande digestive de Mytilus edulis aprés 1 jour mais
pas apreés 7 et 15 jours, indiquant une réponse transitoire du systtme MFO dans la glande digestive.
Ils ont également observé une bioaccumulation du B(a)P dans le tissu entier des moules.

Il existe des différences de métabolisation entre les diverses especes aquatiques. Ainsi, des
xénobiotiques facilement métabolisables, comme le B(a)P, se retrouvent a des concentrations
élevées en début de chaine alimentaire chez les invertébrés marins apres bioaccumulation, alors que
les composés, comme le pentachlorophénol (PCP), sont bioaccumulés tout au long de la chaine
alimentaire et vont atteindre des concentrations importantes chez les prédateurs, tels que les

vertébrés (Livingstone, 1998).

B/ Biomarqueurs du stress oxydant chez les organismes aquatiques

L’intérét de I’utilisation d’organismes aquatiques réside dans la liaison pouvant étre faite
entre les réponses individuelles des organismes avec les changements dans les populations voire la
communauté : de telles corrélations vont permettre un diagnostic rapide et précoce de ’impact des
xénobiotiques sur la qualité de notre environnement. L’utilisation des invertébrés, qui sont présents
en début de chaine alimentaire, dans de telles stratégies va pouvoir prévenir et empécher les effets
hostiles sur les vertébrés. Si les mollusques aquatiques sont communément utilisés comme des
bioindicateurs de contamination environnementale et particulicrement métallique, c’est en raison de
leur capacité a bioaccumuler les polluants. L’étude du stress oxydant et de ses implications au
niveau toxicologique, chez les organismes aquatiques, a débuté il y a une vingtaine d’années, aprés
la mise en évidence d’activités antioxydantes chez les poissons. Ces résutats ont conduit les
biologistes & étudier les mécanismes de production des espéces réactives de ’oxygene chez ces
organismes et ses conséquences en terme de lipoperoxydation et de Ilésions a I’ADN. La
contamination des écosystémes est impliquée comme étant un facteur de stress oxydant et, ses effets
sont étudiés chez les organismes aquatiques depuis plusieurs années (Cossu et al., 1997b).

Les organismes aquatiques sont exposés fréquemment a des substances nocives, lors d’accidents de
pollution, qui contribuent & augmenter les risques de stress oxydatif des communautés benthiques.
Ainsi, I’accumulation de polluants, tels que les métaux lourds, au niveau des tissus va engendrer des

radicaux de I’oxygeéne via le cycle redox.

L’utilisation de ces systémes vivants sera primordiale pour la surveillance de la qualité des eaux et
permettra d’évaluer les effets de ces substances au niveau de 1’organisme.
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Tableau VIII : Etudes rapportées dans la littérature portant sur 1’

exposition de vertébrés ou invertébrés aquatiques a des métaux

COMPOSES ORGANISMES DOSE CONDITIONS [ ORGANES | LIPOPEROXYDATION ET AUTEURS
ETUDIES D’EXPOSITION STRESS OXYDANT
Cadmium Bivalves / marin 40 mg/L 6 jours Glandes . | rien pour les 2 tissus Viarengo et al., 1988
Cuivre Mytilus edulis 0,04 mg/L digestives [ MDA T dans les 2 tissus, ¥ GSH
Zinc 0,08 mg/L Branchies | o pour les 2 tissus
Cadmium Bivalves / marin 5; 50; 500 pg/L 20 minutes : Glande A 500 ug/L, TBARS 7T dans les G | Roméo et Gnassia-
Ruditapes decussatus digestive | et B, avant pas de variation Barelli, 1997
Cuivre 6,25;12,5; 25 ng/I. | fraction S9 incubé _ TBARS T des 6,25 pg Cw/L dans
20 mn E‘f 25°C Branchies les branchies et les glandes
InVitro digestives
Mercure 0,005; 0,05; 0,5; 5 TBARS T dés 0,5 ug Hg/L dans
pg/L les branchies et les glandes
digestives
Cuivre Bivalves / marin 30 pg/L 4,7,9,12 jours Glande TBARS T dans les glandes | Roméo et Gnassia-
Ruditapes decussatus In Vivo digestive | digestives aprés 7 jours | Barelli, 1997
Branchies d’exposition
Cuivre Bivalves / marin 5; 10; 20; 40; 80 pg/L 4,7, 14 jours Glande MDA T a partir de 40 ng/L Ringwood et al.,
Crassostrea virginica In Vivo digestive | Pas d’effet sur [GSH] 1998
Cuivre ‘ Bivalves / marin 20 ou 80 pg/L 2,4,7 jours Glande MDA T 320 et 80 ng Cu/L gfmners Zt 2000
. rassostrea virginica . In Vivo digestive Lipoperoxydation (MDA) plus | Ringwood,
Cuivre + BSO BSO: 20 mg/L €élevée avec Cu + BSA que Cu
seul
Cuivre Poisson / marin 50; 250; 1000 ng/g 1 injection Rein: MDA T avec les concentrations | Roméo et al., 2000
Dicentrarchus labrax i.p. sacrifice 48 Fraction |en Cu
Cadmium 500;1000; 2000 ng/g |  heures aprés | microsomale pe T g o o
ip. lipoperoxydation (pas d’induction
de MDA)
Arsenic Poisson / eau douce 0,01;0,1; 1 mg/L 7 jours Foie TBARS : rien GSH : rien Schlenk et al., 1997
Ictalurus punctatus Induction des MT hépatiques
Cuivre Bivalves / eau douce 30 pg/L 3 jours Glande | Pas d’effet sur la lipoperoxydation | Doyotte et al.,1997
Unio tumidus digestive
Thiram 100 pg/L Pas d’effet sur la lipoperoxydation
Branchies
Cuivre + Thiram 30 ug Cu+ 100 pg Augmentation significative du
‘ Th/L

MDA pour le mélange Cu+Th

SOD : superoxyde dismutase, GPx : glutathion peroxydase
EROD : éthoxyrésorufine O-dééthylase, MROD : méthox
buthionine (inhibiteur de la synthése de glutathion), i.p.

: Intra-péritonéal

, CAT : catalase, GRd : glutathion réductase, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé, GST : glutathion-S-transférases,
yrésorufine O-dééthylase, MDA : malondialdéhyde, TBARS : Substances réactives a I’ac. thiobarbiturique, BSO : Sulfoximine
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a/ Niveaux endogénes de la lipoperoxydation

L’étude du stress oxydant et de ses implications toxicologiques chez les organismes
aquatiques a réellement débuté i1 y a environ vingt ans. Les mollusques aquatiques possédent les
mémes systémes antioxydants que les mammiferes (Cossu et al., 1997b).

En dépit de la nature adaptative de ces défenses antioxydantes, une conséquence reconnue de la
production accrue d’oxyradicaux est la lipoperoxydation.

Plusieurs études comparatives ont indiqué des degrés de peroxydation différents selon les organes et
les espéces considérées. La production de radicaux de I’oxygéne reste la plus élevée dans les
organes aérobies les plus actifs métaboliquement : chez la morue (Gadus morhua), 1’analyse in vitro
montre des taux élevés dans le foie, puis les branchies et les muscles (Lemaire ez al., 1993). Les
taux de lipides oxydés sont plus bas dans le foie que dans les branchies et les reins du poisson-chat
(Channa punctatus), ils sont plus vulnérables aux attaques des espéces réactives cela est dii en
partie & la différence de potentiel antioxydant de ces organes (Ahmad et al., 2000). La sensibilité a
la lipoperoxydation est plus faible au niveau de 1I’épithélium cilié de la trachée de rat que dans les
branchies de moule Mytilus edulis (Karpenko et Odintsova, 1996). La lipoperoxydation est plus
faible dans les branchies et les reins du bivalve Mizuhopecten yessoensis que dans sa glande
digestive et ses gonades (Lukyanova et Khotimchenko, 1995).

Divers facteurs sont susceptibles de moduler le stress oxydant chez les organismes aquatiques. La
lipoperoxydation est diminuée dans la glande digestive de bigoreaux (Littorina littorea) en anoxie
durant 6 jours (Pannunzio et Storey, 1998). Le production de radicaux de ’oxygéne et la
lipoperoxydation sont influencées par le sexe des individus exposés aux mémes xénobiotiques
(Winzer et al., 2001) L’augmentation de température in vitro stimule la lipoperoxydation dans la
glande digestive de la coquille Saint-Jacques (Viarengo et al, 1995) et de la patelle Nucella
concinna (Abele et al., 1998), ainsi que dans le foie du poisson-épine Terapon jarbua (Chien et
Hwang, 2001).

L’importance du régime alimentaire est a souligner, un apport en vitamine C va limiter la
lipoperoxydation et le pourcentage d’acides gras polyinsaturés dans le foie de Terapon jarbua
(Chien et Hwang, 2001). La lipoperoxydation est plus importante chez les organismes dgés et en
période de ponte (Sawada et al., 1993).

b/ Induction de la lipoperoxydation lors d’exposition_a des composés minéraux
et organigues

L’environnement aquatique est soumis a diverses pollutions dont la plupart sont d’origine
anthropique. Les conséquences en terme de lipoperoxydation ont été analysées expérimentalement
et in situ. L’avantage des approches en laboratoire est de mieux corréler les résultats avec
I’exposition des organismes mais les conditions expérimentales font souvent appel a des
concentrations élevées de polluants et des durées d’exposition courtes. Ce type d’approche va
simuler plutot des conditions d’intoxication aigu€. Alors que, les études sur terrain semblent plus
appropriées pour ce type d’étude. L’identification des contaminants, qui est nécessaire, n’est pas
toujours aisée in situ.

Les principales études en laboratoire concernant les effets des métaux et des molecules organiques
sur des organismes aquatiques ont été repertoriées dans les tableaux VIII et IX. Le tableau X

présente les études réalisées in sifu.
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Tableau IX : Etudes rapportées dans la littérature portant sur 1’exposition de vertébrés ou invertébrés aquatiques a des polluants organiques seuls ou en

mélange in vitro

COMPOSES ETUDIES ORGANISMES DOSE CONDITIONS - ORGANES LIPOPEROXYDATION ET AUTEURS
D’EXPOSITION STRESS OXYDANT
B(a)P Bivalves / marin 0,05 mg/L 2,6 et 19 jours Glande Induction de I’enzyme DTD 4 J6 Livingstone e al.,
Mytilus edulis digestive Pas d’induction de la lipoperoxydation | 1990
B(a)P Poisson / marin 50 et 100 uM 6 jours Foie [Oxyradicaux] T aprés 2" pour les faibles | Winzer et al., 2000
H,0, Platichthys flesus (hépatocytes) concentrations en BaP et H,0, (50uM)
B(A)P Poisson / marin 100 uM 2 et 24 heures Foie T Oxyradicaux aprés 2" avec les 3| Winzereral., 2001
Platichthys flesus (hépatocytes) |composés ;
H;0; Miles et femelles 100 pM Lp? aprés 2" avec H,0, pour les 2 sexes
; : T LP et TOSC aprés 2" avec BaP pour les
Nitrofurantoine (NF) S0wM cellules femelles, T aprés 2" avec NF pour
les cellules males
Dichlorvos Poisson / eau douce 1 et5 mg/L 24 heures Foie MDA : { chez la carpe dans tous les tissus, | Quy Hai et al., 1997
(insecticide) Cyprinus carpio Rein x 2 dans le cerveau du poisson-chat et =
Ictalurus nebulosus Branchies dans les autres tissus,
Muscle - Induction du GSH , SOD pour les 2
Cerveau espéces
Arochlor Poisson / marin 0,42 mg/Kg 17 jours Foie x 3 dans le foie Thomas et Wofford,
Micropogonias nourriture ovaires pas d’effet dans les ovaires 1993
undulatus - 7 jours 1 GPx
Paraquat Poisson / marin 50 mg/Kg i.p. 2 et 7 jours Foie x 54J2, mortaJ7,SOD: | Pedrajas et al., 1995
Arochlor Sparus aurata 500* et 1000** 2 et 7 jours Foie Rien a J2
mg/Kg i.p. x 0,24* et x 0,52%* 3 J7
Dieldrine 0,15 et 0,67 mg/Kg 2 et 7 jours Foie x3aJ2etx0,74J7 pour 0,15 mg/Kg
i.p. x 1,82 J2etx 3 a7 pour 0,67 mg/Kg
+ apparition de nouvelles isoformes SOD
Malathion 1,5et7,5 mg/Kg 2 et 7 jours Foie x2aJ2etx0,4aJ7pour 1,5 mg/Kg
i.p. =2aJ2etx 1,6 2J7 pour 7,5 mg/Kg
+ apparition de nouvelles isoformes SOD
2,4-D Poisson / eau douce 27 ppm 24,48, 72 et 96 Foie MDA : rien G6PD: T GR: T GPx: T|Orug et Uner, 2000
Oreochromis niloticus heures SOD : rien
Azinphosmethyl 0,03 ppm MDA : rien G6PD: T GR: T GPx: T
SOD:{
2,4-D + Azinphosmethyl mélange MDA : rien G6PD: T GR: T GPx: {
soD: T
Iprodione Poisson / eau douce | 0,2; 0,3 et 0,4 mM 24 heures Foie MDA : TROS: T GSH: ! CAT: | Radice ef al., 2001
Oncorhynchus mykiss (hépatocytes) pour 0.3 et 0.4 mM
Methylarsonate Poisson / eau douce | 0,01; 0,1 et 1 mg/L 7 jours Foie TBARS : rien GSH : rien Schlenk ef al.,1997
Monosodium Ictalurus punctatus Induction des MT hépatiques
Effluents D’une Poisson / eau douce 0,5; 1; 2 % (v/v) 15, 30, 60 et 90 Branchies TBARS : T dans branchies et rein dans | Fatima et al., 2000
Papeterie(Kraft) Heteropneustes fossilis jours Foie tous les cas de figure
Rein TBARS : T dans foie 3 0.5 % et 4 90 jours
Effluents D’une Papeterie | Poisson / eau douce 1% (v/v) 15, 30, 60 et 90 Branchies TBARS : T dans branchies et rein Ahmad et al., 2000
Channa punctatus jours Foie Lipoperoxydation déterminée a 60 jours
Rein seulement
GSH: T GPx: T GST: T CAT: T (60 et
90 jours) dans le foie
Endosulfane Poisson / eau douce 5 ppb 24 heures Branchies TBARS : T Pandey et al., 2001
Channa punctatus Foie GSH:TGPx:TGST: TCAT:J
Rein

SOD : superoxyde dismutase, GPx : glutathion peroxydase, CAT : catalase, GRd : glutathion réductase, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé, GST : glu'tathion-S-
transférases, G6PD : glutathion-6-phosphate déshydrogénase, EROD : éthoxyrésorufine O-dééthylase, DTD : DT-diaphorase, 4-HNE : 4-hydroxynonenal, MDA : malondialdéhyde,
TBARS : Substances réactives a 1’ac. Thiobarbiturique, TOSC : Total oxidant —scavenging capacity
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Exposition des espéces aquatiques a divers métaux (tableau VIII)

La toxicité des métaux peut s’exercer par la peroxydation lipidique considérée comme une
des premiéres étapes de dommages des membranes cellulaires par les xénobiotiques (Viarengo et
al., 1988). La lipoperoxydation mesurée in vitro dans les reins du poisson D. labrax est plus élevée
en présence de cuivre que de cadmium (Roméo et al., 2000).

Une augmentation de la peroxydation est observée in vitro et in vivo dans les branchies et les
glandes digestives du bivalve M. edulis (Viarengo et al., 1988), et de la palourde R. decussatus
(Roméo et Gnassia-Barelli, 1997), traités avec du cuivre alors que le cadmium n’induit aucun
changement des concentrations en MDA. Les métaux de transition, tels que le fer et le cuivre,
stimulent la peroxydation des lipides en agissant comme catalyseur de la formation des radicaux de
I’oxygeéne chez ces deux especes de mollusques. D’un autre c6té, le cadmium qui n’entre pas dans
le cycle redox sera incapable de stimuler le processus de lipoperoxydation dans les tissus testés.
L’étude de Roméo et al. (2000) montre que le rein est ’organe principal de stockage du cadmium
tandis que le foie accumule le cuivre.

L’induction de la lipoperoxydation dépend de 1’espéce considérée. Le cadmium induit la
lipoperoxydation dans les glandes digestives et les branchies de Ruditapes decussatus, un bivalve
marin, a des taux de 500 pg/L (Roméo et Gnassia-Barelli, 1997). Il n’y a pas d’induction du stress
oxydant dans le rein de Dicentrarchus labrax aprés injection intrapéritonéale de 500, 1000 et 2000
ng/g (Roméo et al., 2000), ni dans les glandes digestives et les branchies de M. edulis exposés a 40

mg/L de cadmium (Viarengo et al., 1988).

Exposition des espéces aquatiques a des molécules organiques (Tableau IX)

L’exposition au paraquat stimule la lipoperoxydation et 1’intoxication est en général
associée a des activités enzymatiques antioxydantes augmentées, en particulier les glutathion
peroxydases, la superoxyde dismutase et la catalase. L’injestion intrapéritonéale de paraquat a la
dose de 50 mg/Kg a un poisson marin (Sparus aurata) a entrainé aprés 2 jours une augmentation
des TBARS dans la fraction hépatique simultanément & une diminution de I’activité superoxyde
dismutase (Pedrajas et al., 1995). La lipoperoxydation est un élément significatif de la toxicité du
paraquat, aprés 7 jours, Pedrajas ef al. notent la mort des poissons intoxiqués.

L’induction de la peroxydation lipidique peut étre spécifique de I’espéce ou du tissu considéré.
L’étude de Quy Hai et al. (1997) a mis en évidence une réponse différente chez deux especes de
poissons d’eau douce lors d’exposition a un insecticide organophosphoré, le dichlorvos :
L’exposition a des doses de 1 et 5 mg/L de ce pesticide entraine I’induction des taux de MDA (x
2), du glutathion et de la superoxyde dismutase dans le cerveau du poisson chat (Jctalurus
nebulosus), mais pas dans le foie, le rein, les branchies et le muscle. Les auteurs ne notent pas
d’induction de la lipoperoxydation chez la carpe (Cyprinus carpio). L’exposition aux effluents
d’une papeterie - 1% (v/v) pendant 15, 30, 60 et 90 jours - a provoqué une induction de la
lipoperoxydation et des systémes antioxydants (glutathion, peroxydases, catalase) dans les
branchies et les reins, mais rien au niveau de la glande digestive de Channa punctatus (Ahmad et

al., 2000).

Le stress oxydant peut également varier avec le sexe de I’individu : I’exposition in vitro 4 100 pM
de B(a)P induit, aprés 2 heures d’exposition, la lipoperoxydation dans des cultures primaires
d’hépatocytes de femelles de poissons marins Platichthys flesus, alors que la nitrofurantoine
(50uM) initie ces réponses seulement chez les males (Winzer et al, 2001). L’exposition au
peroxyde d’hydrogéne (100 uM) augmente les niveaux de lipoperoxydation dans les deux sexes.
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Tableau X : Etudes reportées dans la littérature portant sur I’exposition in situ ou en laboratoire de vertébrés ou invertébrés aquatiques a des
sédiments contaminés

TYPES D’ETUDES ORGANISMES POLLUANTS | ACCUMULATION ORGANES LIPOPEROXYDATION ET AUTEURS
ng/g poids sec ng/g poids frais STRESS OXYDANT
ETUDES IN SITU
Estuaire de Huelva Poissons / eau douce HAPs: 44 Foie Foie x3 Rodriguez-Ariza
Mines de pyrite Mugil sp. PCBs: 2,3 Cuivre: 51,1 x 0,6 (hydroperoxydes) etal., 1993
DTT: 7,1 Fer: 300 2 GSH GST SOD GPx CAT EROD
Estuaire de Huelva Bivalves / marin HAPs: 44 Métaux Organisme Rodriguez-Ariza
Mines de pyrite PCBs: 2,3 totaux(organisme entier) entier etal., 1992
Chamelea gallina DTT: 7,1 132,4 x 0,8 2 GST SOD GPx CAT
Ruditapes decussates 58,8 =
Crassostrea gigas 1194,3 x 0,2
Estuaire de Hooghly Crustacé / marin HAPs Référence : 0.7-0.5-0.4 | Tissu digestif MDA 7 dans station 3 (port) Niyogi et al.,2001
Port Haldia ; 3 Balanus balanoides % 1.33 aprés mousson
stations Kachubaria : 0.8-0.6-0.5 Glande et
Mesures avant, intestins CAT et SOD 7 dans st3
pendant et aprés la Port Haldia : 5.1-4.5-3.1 GST 7 dans st3 avant mousson
mousson
3 sites pollués preés de Bivalves / marin PCBs(PCs) Glande MDA 7 dans les branchies avec les Cheung et al.,
Hong Kong Perna viridis Réf. 149(89) digestive niveaux élevés en pesticides chlorés 2001
Site2 289(131)
Site 3 273(73) Branchie 72 GSH GST corrélées avec les taux
Site 4 515(175) élevés en PCBs dans les 2 tissus
Riviére (cokerie) Bivalves / eau douce HAPs (PCBs) Glande MDA site C Cossu et al., 1997
4 stations A (réf), B Unio tumidus Site B 24(2.06) digestive 2 GPx CAT
(avant), C et D SiteC 15.7(1.25) Branchies MDA 7 site D (x 3.5)
(apres) Site D 42(1.29) N GPx CAT GSH SOD
4 sites pollués Bivalves / eau douce HAPs (PCBs) Glande MDA 7 site LG Cossu et al., 2000
Sites F(Fensch), M Unio tumidus SiteF: 42 (1.29) digestive N GSH GRd GPx (sites LG et F)
(Moselle), LG (Lot et SiteM : 8.2(386) A GSSG site LG
Garonne), S (Sarthe) SiteL.G :1.4(1.2) Branchies MDA 7 site F (aval)
D’amont en aval SiteS : traces N GSH GRd GPx
Deux Riviéres Poissons / eau douce Ceeur x 2.8 Warri comparé a Ethiope Isamah et al.,2000
Warri (raffinerie) Tilapia mariae ' SOD 7 et CAT mémes taux
Ethiope (mat.fécales) | Malapterurus electricus Cerveau x 1.8 Warri comparé a Ethiope
Thysia ansorgii SOD 7 et CAT mémes taux
Fleuve Amazone Poisson / eau douce Foie TBARS 10x plus élevés dans foie | Marcon et Filho,
Colossoma macropomum Sang que dans sang et plasma 1999
Plasma SOD et CAT élevés dans foie
ETUDES EN LABORATOIRE
Sédiments Invertébré / humidité B(a)P Organisme 1 2),:2et],>J,: Net Saint-Denis et al.,
contaminés Eisenia fetida andrei 0.05, 1, 100 et entier J;2J5: N 1999
1,2,7 et 14 jours 1000 idem pour MROD, CAT et GST
Sédiments Poisson / marin HAPs : 310 Foie Jos <> Jgo 1 A (x4 & Jgg) Livingstone ef al.,
contaminés Limanda limanda PCBs: 0,015 Js0 > J1aa 1 N (< référence) 1993
25, 80 et 144 jours Cd: 041 idem pour EROD, CAT et SOD
Hg: 0,85
Sédiments Poisson / eau douce HAPs : 93 Foie x1.431.6deJ,a Ty Di Giulio et al.,
contaminés Ictalurus punctatus PCBs: 7 7 SOD, CAT, GSH, GSSG, EROD 1993
2,7, 14 et 28 jours |

SOD : superoxyde dismutase, GPx : glutathion peroxydase, CAT : catalase, GRd :
S-transférases, EROD :

thiobarbiturique

glutathion réductase, GSH : glutathion réduit, GSSG : glutathion oxydé, GST : glutathion-
éthoxyrésorufine O-dééthylase, MROD : méthoxyrésorufine O-dééthylase, MDA : malondialdéhyde, TBARS : Substances réactives a I’ac.



Synthése bibliographique

La stimulation du processus de peroxydation peut dépendre également des doses appliquées et du
mode d’administration des xénobiotiques. L’iprodione, un fongicide dicarboximide, n’a pas d’effet
sur les hépatocytes de truite (Oncorhynchus mykiss) a 0,2 mM, alors que des concentrations de 0,3
et 0,4 mM vont induire fortement et rapidement la lipoperoxydation accompagnée de la formation
de radicaux de ’oxygéne et de I’induction du cytochrome P450 1A1 (Radice et al., 2001).

L’arochlor 1254, mélange de PCB, induit la lipoperoxydation, mais seulement s’il est administré
dans I’alimentation. Thomas et Wofford (1993) ont montré que ce mélange augmentait les taux de
TBARS dans les microsomes hépatiques de Micropogonias undulatus intoxiqués par des aliments
contenant 0,42 mg/Kg d’arochlor. Aucun signe de stress oxydant n’a été noté aprés injection
intrapéritonéale (500 et 1000 mg/Kg) chez Sparus aurata (Pedrajas et al., 1995).

D’autres xénobiotiques organiques se sont montrés incapables d’induire la lipoperoxydation et les
défenses antioxydantes : le B(a)P a faible dose (0,05mg/L) (Livingstone et al., 1990), le 2,4-D et
1’azinphosmethyl seuls ou en mélange (Orug et Uner, 2000), le méthylarsonate monosodique
(Schlenk et al.,1997).

Exposition des organismes in situ (tableau X)

La diversité des caractéristiques écologiques des invertébrés et vertébrés aquatiques permet
d’évaluer I'impact des contaminations sur un large éventail d’especes qui different, par exemple,
par leur mobilité, leurs sources de nourriture et leur comportement alimentaire (prédateurs,
herbivores, mangeurs de dépdts) ou leur mode de vie. In situ, les sources de contamination sont
multiples (HAP, PCB, métaux) et 1’établissement de corrélation directe entre un type de polluant et

la lipoperoxydation est difficile.

Une hausse de la lipoperoxydation (MDA) a été mesurée dans les tissus digestifs de crustacés
marins prélevés dans I’estuaire de Hooghly (Inde) au niveau de la station la plus polluée par les
HAPs (3,1 4 5,1 pg/g poids sec de tissu) par rapport au site de référence (0,4 a 0,7 pg/g poids sec de
tissu) (Niyogi et al., 2001). Les effets délétéres de I’exposition aux hydrocarbures aromatiques
polycycliques ont également été rapportés chez des bivalves au sein d’une riviére contaminée (42
ng/g de sédiments) : les activités antioxydantes (GPx, GRd, SOD, GSH) sont dépassées face a
I’augmentation de la cytotoxicité liée au stress oxydant (Cossu et al., 1997b). Des stimulations
similaires de la lipoperoxydation ont été obtenues lors de 1’exposition de poissons au laboratoire a
des sédiments contaminés par les HAPs et les PCBs (Livingstone et al., 1993 ; Di Giulio ef al.,
1993), méme si les inductions de la lipoperoxydation étaient transitoires.

Quand les niveaux de pollution sont trop élevés, les systemes de défense sont dépassés et chutent,
tandis que le contenu en glutathion oxydé augmente confirmant les conséquences du stress oxydant.
L’étude de Cossu et al. (2000) a montré que chez Unio tumidus, I’augmentation des taux de MDA
et de GSSG, au niveau branchial, est la plus importante pour le site le plus pollué en HAPs soit 42
pg/g de sédiments. Des taux de MDA plus élevés ont été mesurés dans les branchies des bivalves
prélevés au niveau des points les plus pollués par les pesticides chlorés (131 et 175 pg/g poids sec)
et les PCBs (289 et 515 pg/g poids sec ) par rapport au site de référence (149 ug/g pour les PCB et
89 pg/g poids sec pour les pesticides chlorés) (Cheung et al., 2001).

Des diminutions des taux de MDA ont été rapportées lors de deux études menées par Rodriguez-
Ariza et al. (1992, 1993) sur I’estuaire de Huelva contaminé par les HAPs, PCBs et les métaux (fer
et cuivre). L’inhibition de la lipoperoxydation chez le poisson et les bivalves s’explique par une
augmentation de D’activité des enzymes antioxydantes et des enzymes de détoxification (GST)
tandis que le contenu en GSSG confirmait la réalité d’un stress oxydatif.
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Synthése bibliographique

Dans certains cas, 1’induction de la lipoperoxydation est transitoire et, on note une baisse des taux
de MDA alors que les conditions d’expérimentation ne sont pas modifiées (Livingstone et al.,

1993 ; Saint Denis et al., 1999).

L’exposition des organismes aquatiques aux xénobiotiques en laboratoire aboutit souvent &
I’induction de la peroxydation lipidique. Ceci s’explique par des concentrations d’exposition
expérimentales souvent tres élevées.

Les résultats des différentes études in situ montrent que cette induction n’est pas une régle générale:
la situation est en réalité plus complexe car des mécanismes de compensation et d’adaptation face
au stress peuvent se mettre en place et prévenir le développement du processus de lipoperoxydation.

Les réponses face au stress oxydant peuvent étre transitoires : les niveaux de lipoperoxydation
peuvent retrouver leurs taux initiaux apres une premicre phase d’induction, alors que les conditions
d’intoxications ne semblent pas avoir ét€é modifiées. Ces effets temporaires sont visibles par
exemple dans les études de Livingstone et al. (1993), sur des poissons exposés pendant 144 jours au
laboratoire a des sédiments contaminés par les HAP et les PCB ou dans celles de Saint-Denis et al.
(1999) sur invertébrés terrestres (Eisenia fetida andrei) prélevés in situ sur des sites contaminés par

du B(a)P.

Le retour 3 des taux physiologiques, aprés induction, peut traduire un effet compensatoire.
L’augmentation de la lipoperoxydation témoignera dans un premier temps de I’attaque des
membranes biologiques par les oxyradicaux, que les systemes de protection enzymatiques, activés
dans un second temps, réduiront en limitant la surproduction des radicaux.
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Tableau XI : Etudes rapportées dans la littérature portant sur la mesure de la 8-OHdG aprés exposition en laboratoire ou in situ de vertébrés ou
invertébrés aquatiques a des xénobiotiques

COMPOSES ETUDIES

ORGANISMES

DOSE CONDITIONS ORGANES 8-OHdG AUTEURS
D’EXPOSITION
Nitrofurantoine Poisson / marin 0.1, 1, 10 mg/Kg 72 heures Foie dose-réponse 4 0.1-10 mg/Kg : x 8 & x16 | Nishimoto et al.,
Parophrys vetulus Rein x 23 10 mg/Kg 1991
Sang x 3 410 mg/Kg
Cinétique: 1,2,3,5,7jours Foie A maximale 3 J; J et J;(x 4)
10 mg/Kg N aux contréles a Js et J;
B(a)P Bivalves / marin 0.5, 5, 50, 100, 48 et 72 heures Glande dose-réponse de 0.5 2 100 ppb (x 2) puis | Canova et al.,
Mytilus galloprovincialis | 500, 1000 ppb digestive NaJ, 1998
714 J45 2 1000 ppb (x 2,3)
Branchies | dose-réponse de 5 4 100 ppb (x 4) puis N
aly,
7 maximale a J43 & Sppb (x 2)
t-BOOH Poisson / eau douce 40 mg/Kg i.p. 6, 24 et 48 heures Foie A. nebulosus : pas de changement Ploch et al.,1999
Ictalurus punctatus I punctatus : 7 maximale & J43 (x 4)
Poisson / marin chez 1 individu sur 6
Ameriurus nebulosus
Cuivre (CuCl,) Poisson / marin 0.17 mg/Kg i.p. 2 jours Foie Rodriguez-Ariza
Paraquat Sparus aurata 42.5 mg/Kg i.p. Branchies | 7 8-OHdG dans les branchies apres 8 et etal., 1999
Sang 24 heures, N aprés 48 heures
Malathion 6.38 mg/Kg i.p. 7 jours
Dieldrine 0.85 mg/Kg i.p. Z 8-OHAG dans le foie (63%) mais pas
dans les autres tissus
Tamoxiféne Invertébré / marin 1,2.5,5,et7.5x 2 heures Embryons dose-réponse de 14 2,5.10°' M Pagano e? al.,
Paracentrotus lividus 10'M (gametes males) (blastula) (x 2 a x 4 en moyenne) 2001
N aux fortes concentrations
(5;7,5.107 M)
ETUDE IN SITU ORGANISMES DOSE CONDITIONS ORGANES 8-OHdG AUTEURS
D’EXPOSITION
Etude de transfert : Bivalves / marin Meétaux (Pb, Hg, 3 mois Branchies |Pas de différence de concentration entre | Averyetal.,
2 stations d’études Saccostrea commercialis Co, Ni) les 2 sites 1996
Redhead = site contréle
Burwood = site perturbé
2 lacs du Canada : Poisson / eau douce Fe;0, et Fe,04 Foie = par rapport au site de référence Payne et al.,
Wabush Salvelinus namaycush 279 ng Fe/L 1998
Shabogomo (référence) <20 pg Fe/L
2 stations de la Baie de Poisson / marin HAPs Foie Taux de 8-OHAG plus élevé a San| Rodriguez-Ariza
Cadiz : Sparus aurata PCBs Fernando (x 1,5) par rapport au site de| et al., 1999
San Fernando = chantier métaux Puerto Real
naval

Puerto Real = site propre

1.p. : intra-péritonéal ; ppb : ; partie par billion




Synthése bibliographique
C/ Induction de 1a 8-OHdG chez les organismes aquatiques

La mesure de la 8-OHdG reste une méthode relativement récente pour examiner les 1ésions a
1’ADN, comparé 2 la technique du test des Cométes ou du postmarquage au 32p,
Le nombre de travaux publiés sur les organismes aquatiques, & ce jour, est beaucoup moins
important que celui portant sur la lipoperoxydation.

Une augmentation des lésions oxydatives & I’ADN résultant de I’exposition a des contaminants a eté
mise en évidence chez les poissons et les mollusques. Le tableau XI présente les résultats obtenus
aprés exposition d’animaux aquatiques a des xénobiotiques en laboratoire ou in situ.

Des concentrations ¢élevées de 8-OHdG dans les tissus de poissons ont été reportées pour des
expositions expérimentales aigués de quelques heures (Ploch et al.,1999), ou de plusieurs jours
(Nishimoto et al., 1991) & des xénobiotiques (nitrufurantoine, B(a)P, métaux de transition), et chez
des poissons prélevés dans des écosystémes marins contaminés (Rodriguez-Ariza et al., 1999). Ces
études ont indiqué une augmentation de 1,5 & 16 fois des niveaux hépatiques de 8-OHdG chez les
poissons exposés par rapport aux contrdles. Payne et al. (1998) n’ont par contre pas observé de
modifications dans les taux de 8-OHAG chez les poissons Salvelinus namaycush capturés dans un
lac pollué par du minerai de fer au Canada.

Les études concernant 1’induction de 8-OHAG chez les invertébrés aquatiques sont plus rares.
Canova et al. (1998) ont montré des augmentations des taux de 8-OHdG dans les glandes digestives
et les branchies de moules (Mytilus galloprovincialis) exposées a diverses concentrations de B(a)P.
De méme, les expériences de génotoxicité du Tamoxifene (anti-cestrogéne utilisé pour le traitement
de cancers du sein), réalisées par Pagano er al. en 2001, ont révélé des inductions des taux de 8-
OHAG dans les embryons d’oursins (Paracentrotus lividus), aprés seulement deux heures
d’exposition. Les travaux in situ d’Avery et al. en 1996 n’ont pas indique d’augmentation de la 8-
OHAG dans les branchies d’huitres (Saccostrea commercialis) en relation avec 1’exposition aux

polluants chimiques.

Plusieurs études comparatives ont indiqué des degrés de formation de la 8-OHdG différents selon
les organes et les espéces considérées. Bien que les taux de bases oxydées soient plus €levés dans le
foie du poisson-chat (eau douce) que chez le poisson-globe (marin) exposés au -BOOH, un
oxydant exogéne, les niveaux observés ne sont pas significativement différents des temoins (Ploch

et al.,1999).

Ces résultats suggérent que les cellules hépatiques de ces deux espéces de poissons sont peu
sensibles a la formation de dommages 4 ’ADN, méme aprés I’exposition a4 un sévére stress
oxydant. Rodriguez-Ariza er al. (1999) ont étudié les effets de quatre xenobiotiques (cuivre,
paraquat, malathion et dieldrine) dans le foie, les branchies et le sang chez Sparus aurata. Aucun
changement n’a été enregistré aprés injection de cuivre (0,17 mg/Kg) ou de malathion (6,38 mg/Kg)
quel que soit le tissu analysé ; le paraquat (42,5 mg/Kg) a provoqué une augmentation des taux de
8-OHdG dans les branchies apres 8 et 24 heures tandis que la dieldrine a induit une hausse de 63%
des niveaux de bases oxydées par rapport aux témoins dans le foie.

Les exemples cités précédemment illustrent la différence de sensibilite entre les divers tissus d’un
méme organisme exposé & certaines substances génotoxiques ou pro-oxydantes.
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Dans des conditions physiologiques normales, les systémes cellulaires sont soumis a des
attaques continues par des agents de stress de sources endogenes et/ou exogénes. L’organisme
réagit par un ensemble complexe de systémes de protection afin de limiter les actions de ces agents.
L’exposition de I’organisme a diverses sources de contamination va créer un déséquilibre en faveur
des espéces réactives amenant une situation de stress oxydant a 1’origine de dommages tissulaires

et génomiques.

L utilisation des marqueurs de stress oxydant est intéressante dans le diagnostic environnemental
pour mettre en évidence les effets déléteres résultant de I’exposition & une pollution. Les
biomarqueurs sont au diagnostic écotoxicologique, ce que les analyses biologiques sont au
diagnostic médical, en d’autres termes ils sont indispensables pour détecter rapidement un
dysfonctionnement susceptible d’avoir des répercussions a terme.

Le malondialdéhyde (MDA) a été choisi dans cette étude comme marqueur de I’oxydation des
lipides membranaires pouvant conduire a la nécrose cellulaire. De maniére 4 refléter les altérations
génomiques, 1’hydroxylation en Cg de la guanine a été étudiée en parallele des mesures du MDA
lors de nos travaux. L’augmentation éventuelle des taux de MDA et de 8-OHdG témoigne d’un
impact biologique des conditions environnementales.

Notre étude vise a valider ces deux marqueurs de toxicité pour la surveillance des populations
exposées aux polluants dans les milieux aquatiques. L'application de ces deux parameétres en
parallele nous révélera (i) si ’exposition & des contaminants induisant une peroxydation lipidique
consécutive a un stress oxydant, peut entrainer des lésions oxydatives de I’ADN, et (ii) si la
guanine oxydée choisie comme marqueur de génotoxicité est représentative d’autres lésions
structurales et fonctionnelles de I’ADN.

Peu d’études relevées dans la littérature portent sur 1’association de paramétres de cytotoxicité et de
génotoxicité chez les bivalves. Nous avons choisi de travailler sur des bivalves d’eau douce qui
peuvent se révéler d’intéressants indicateurs pour le contrle de la qualité des écosystemes
aquatiques dulgaquicoles.

Une approche in situ sur des populations d’Unio tumidus exposés a des sédiments contamines
permettra d’évaluer I'intérét de la mesure des taux de MDA et de 8-OHdG en tant qu’indicateurs
précoces de perturbations. Les expérimentations en laboratoire nous révéleront si la 8-OHAG est
représentative des lésions de I'ADN. Ce travail devrait apporter des réponses concernant les
relations entre I’induction de la lipoperoxydation et la formation de la 8-OHdG.
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Matériel et Méthodes

1/ MATERIEL BIOLOGIQUE

Les mollusques aquatiques et surtout les bivalves sont utilisés comme des
bioindicateurs de contaminations environmentales en raison de leur capacité a bioaccumuler
les polluants (Solé et al., 1996). L’utilisation de moules autochtones ou encagées comme
bioindicateurs de contamination chimique par les HAP, par exemple, a progressivement
évolué comme un moyen de surveillance des pollutions marines. Cette approche, nommée
« Mussel Watch », a été congue a 1’origine pour contréler les concentrations en contaminants
dans les régions cotieéres (O’Connor, 1996, 1998). De tels programmes de biosurveillance ont
été réalisés aux USA (NS&T ou « National Status and Trends ») et en France (RNO ou
Réseau National d’Observation de la Qualité du Milieu Marin) avec des huitres et des moules
marines ou provenant d’estuaires (Cantillo, 1998). L’espéce Mytilus edulis a été employée
pour 1’étude et le suivi des concentrations en éléments traces, en HAP et CHC de 1986 a 1994
au niveau des estuaires et des zones cotieres de la Mer du Nord et de la Mer Baltique

(Ostapczuk et al., 1997).

A/ Généralités

Les dosages des différents parameétres biologiques ont été réalisés sur les glandes
digestives et les branchies d’un bivalve d’eau douce, Unio tumidus Philipsson.

EMBRANCHEMENT : Mollusques
CLASSE : Bivalves Lamellibranches
ORDRE : Eulamellibranches (Métabranchiés)
SUPERFAMILLE : Unionacés

FAMILLE : Unionidés

GENRE : Unio

ESPECE : tumidus

6.5 cm

b/Morphologie

L’embranchement des Mollusques est trés important numériquement (40 000 especes

actuelles environ).

Le corps mou de 1’animal, non segmenté, est subdivisé en trois parties essentielles (téte, pied,
masse viscérale) et partiellement protégé par une coquille calcaire sécrétée par la face dorsale
du manteau (ou pallium) qui délimite la cavit¢ palléale dans laquelle se localisent les

branchies.
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Légende :

15) rectum
16) pericardium
17) manteau péricardique
4) glande génitale 18) oreillette droite
i 19) ventricule

1) ganglion cérébral
2) ganglion du pied
3) pore excréteur

5) rein

6) manteau 20) aorte antérieure

7) ganglion viscéral 21) ouverture réno-péricardique
8) branchie 22) intestin

9) siphon ventral 23) glande digestive

10) siphon dorsal 24) estomac

11) muscle adducteur postérieur 25) muscle adducteur antérieur
12) anus 26) bouche

13) canal excréteur _ 27) palpe labial

14) aorte postérieure 28) pied

Figure 9 : Anatomie d’un bivalve lamellibranche



Matériel et Méthodes

Les mollusques posseédent un pied ventral musculeux, souvent cilié, qui joue un rdle dans la
locomotion. Ils ont un manteau qui enveloppe la masse viscérale dorsale et qui sécréte la
coquille composée principalement de carbonate de calcium. La coquille protége 1'animal mais
ne 'entoure pas entiérement.

Le manteau forme généralement un repli vers l'intérieur de la coquille a la jonction du pied, la
cavit¢ formée par ce repli appelée cavité palléale renferme typiquement les organes
respiratoires. Les mollusques possédent une radula qui est une structure en forme de rape
utilisée pour I'alimentation (Tachet et al., 2000).

B/ Classe des bivalves

Les bivalves lamellibranches sont des mollusques aquatiques, généralement
fouisseurs, a symétrie bilatérale dont le corps est protégé par deux valves presque toujours
externes, reliées dorsalement par un ligament élastique qui tend A les écarter et souvent
engrenées par des dents constituant une charniére. La fermeture des valves est assurée par
deux muscles adducteurs qui les relient I'une a l'autre. Le muscle adducteur antérieur peut
s'atrophier ou quelquefois disparaitre au cours du développement.

L’anatomie d’un bivalve lamellibranche est présentée sur la figure 9.

Les branchies, l'une droite, l'autre gauche, consistent généralement en deux lames branchiales
suspendues a un axe pouvant s'étendre de la bouche a I'anus, vers le haut de la cavité palléale.
Ces lames branchiales sont le plus souvent formées chacune par deux séries de longs
filaments repliés sur eux-mémes en U, de sorte que I'ensemble de leurs parties proximales
forme deux feuillets descendants voisins. La ciliation assure la filtration de I’eau au niveau
des branchies qui est rejetée par un orifice exhalant postérieur et effectue la capture puis le tri
des particules alimentaires qui sont dirigées vers la bouche.

Les bivalves sont des microphages, ils n’ont pas de radula, et se nourrissent par filtration de
particules en suspension comprenant le phytoplancton, le zooplancton et les résidus
organiques ou seston.

Les bivalves d’eau douce appartiennent tous a I’ordre des Eulamellibranches. Ils sont
représentés par trois superfamilles : les Unionacés, les Corbiculacés et les Dreissenacés.

Famille des Unionidés

Chez les Unionacés, la maturité sexuelle est atteinte au bout de six a douze ans. La
période de reproduction commence a la fin de la période hivernale et se poursuit jusqu’a
I’automne. Les Unionacés ne produisent qu’une seule génération par an (Germain, 193 1).

Les Unionidés sont unisexués a fécondation interne et ovipares. Les ceufs (0,25-0,3 mm de
diametre chez 1’ Anodonte) sont en nombre important : jusqu’a 200 000 chez les Unionidés.
Dés leur fécondation, les oeufs s’accumulent dans les branchies, le plus souvent dans le
feuillet branchial externe qui sert de poche incubatrice appelée marsupium.

Apres quelques mois, les embryons (ou glochidium) sont expulsés au dehors. Les glochidies
menent d’abord une vie pélagique, puis elles se fixent par ses crochets au corps d’un poisson
(sur les branchies, les écailles ou les nageoires suivant les genres).
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Tableau XII : Les genres d’Unionidés (Tachet et al., 2000)

GENRE

CARACTERISTIQUES

Anodonta

A. anatina

Charniére sans dent, valves minces et
fortement bombées, apex des jeunes individus
garni de fines rides lamelleuses (de 4 a 12),
jusqu’a 150 mm de long.

Pseudanodonta

P. littoralis

Charniére sans dent, valves minces et
faiblement bombées, apex des jeunes
individus garnie de fines rides lamelleuses (de
3a5),jusqu’a 90 mm de long.

Potomida

P. littoralis

Valves épaisses sub-circulaires, noiritres, la
hauteur correspond au deux tiers de la
longueur

Une seule espece : P. littoralis

Unio

U. tumidus

Apex érodé, valves a bord ventral droit ou
convexe, dents latérales postérieures
présentes.




Matériel et Méthodes

Les cellules du poisson en contact avec ’embryon proliférent, et en quelques heures,
entourent complétement le parasite d’une sorte de kyste (ou thylacie).

Au bout de plusieurs semaines, la paroi du kyste qui enrobe I’animal s’amincit et se rompt : le
jeune Unionidé tombe sur le fond. Il mesure environ 10 mm et n’a pas d’organes génitaux.

La plupart des especes libérent leurs glochidies a la fin du printemps ou pendant 1’éte, cet
événement pouvant étre consécutif a I’augmentation de la température de I’eau.

Le cycle de vie des bivalves Unionidés dure plusieurs années. L’embryon mettra 3 ans pour
atteindre la taille adulte (Germain, 1931). La longévité des Unionidés est comprise entre dix
et trente ans. 11 existe 4 genres d’Unionidés : les genres Anodonta, Pseudanodonta, Potomida
et Unio (tableau XII).

Les Unionidés sont largement répandues en France et en Europe. Les especes Unio tumidus et
Unio pictorum sont présentes dans les régions nord et nord-est de la France au niveau des
cours d’eau et des étangs. L’ensemble de nos travaux a porté sur I’espéce Unio tumidus.

L’espéce Unio tumidus vit dans les écosystémes dulgaquicoles a I'interface eau-sédiment. Sa
coquille, fortement nacrée intérieurement, est recouverte d’une €paisse cuticule trés foncée de

couleur brun-vert.
Unio tumidus nous est apparu comme un organisme de choix pour diverses raisons :

o Les travaux de Mouthon et Charvet (1999) ont permis d’établir une échelle de
sensibilit¢ des genres et des familles de mollusques face aux pollutions
biodégradables. Cette échelle se compose de 13 groupes classés selon leur sensibilité.
Les espéces les plus tolérantes appartiennent au groupe 1. Les espéces les plus
sensibles dépendent du groupe 13. Les résultats montrent que les especes Unio
tumidus, Pseudanodonta elongata et Myxas glutinosa sont parmi les plus sensibles a
une pollution organique. C’est pourquoi il est intéressant d’intégrer ces especes
comme indicateurs de la qualité d’écosystemes aquatiques lors de programmes de
surveillance environnementaux.

o sa taille (6,5 cm de long en moyenne) permet la mesure individuelle de divers
paramétres biochimiques au sein d'un méme tissu ce qui est intéressant pour ¢tudier la
variabilité inter-individuelle ;

o du fait de sa position a I'interface eau-sédiment, sa réponse peut refléter I'impact des
contaminants présents dans 1’eau et les sédiments ;

o sa faible mobilité permet la mise en cage des individus sans effet de stress secondaire
et les études de transfert sur des sites perturbés.

Les voies de contamination des mollusques aquatiques par des xénobiotiques présents dans le
milieu environnant sont multiples. Les deux voies principales de contamination des bivalves

sont :
- par assimilation directe & travers les membranes cellulaires. Le polluant sous forme

dissoute va diffuser a partir des branchies dans I’hémolymphe et passer dans les divers
compartiments cellulaires ot il pourra exercer son action toxique,

- par assimilation indirecte a partir des particules digerees dans le tractus intestinal.
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L’importance relative de ces mécanismes peut varier selon les especes (Das et Jana, 1999).
Parmi ces deux voies d’assimilation, la voie directe est impliquée dans le transport des ions
métalliques sous forme ionique ou complexée sur les sites récepteurs, par transfert a travers
les membranes biologiques (Vercauteren et Blust, 1999). Dans de nombreux cas, seul le métal
sous forme libre peut intéragir avec le site de liaison des composés biologiques. En général, la
forme ionique des métaux, incluant le cadmium, le zinc et le fer, est biodisponible aux
organismes aquatiques, et la concentration totale en métaux dans I’eau ne fournit pas une
indication fiable sur la biodisponibilité (Das et Jana, 1999). Kaspler (1999) a montré que les
sels de Cd et de Zn sous forme de sulfates ont des effets plus importants sur le métabolisme
énergétique et la survie d’Unio tumidus par rapport aux effets des sels sous forme de
chlorures.
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Figure 10 : L’étang de Manom, un site t¢émoin d’échantillonnage des bivalves

g

Figure 11 : Exemple de cage utilisée lors des études de transfert




Matériel et Méthodes

2/ ECHANTILLONNAGE, CONSERVATION ET
PREPARATION DES TISSUS

A/ Echantillonnage et conservation des tissus

Lors des études de transfert et des expérimentations au laboratoire, les bivalves ont été
prélevés dans deux sites de référence localisés a proximité du laboratoire :

- un étang (Manom) qui a servi lors des études réalisées entre septembre 1998 et
décembre 1999 (figure 10),

- un second site moins étendu (la Maxe), sur lequel ont été prélevés les organismes
utilisés pour les études réalisées entre janvier 2000 et septembre 2001.

L’utilisation de deux sites d’échantillonnage différents a permis de préserver 1’espéce
autochtone Unio tumidus et éviter la disparition de cette population par prélévement intensif
des individus 8 Manom. Des analyses physico-chimiques ont été effectuées réguliérement sur
les sédiments afin de contrdler le maintien de la qualité des sites en évaluant la présence de
polluants organiques et de métaux a l'origine d'un stress oxydant.

Les bivalves ont été prélevés manuellement en fouillant le sédiment sur environ 10 cm de
profondeur. La taille des individus était comprise entre 5,5 et 6,5 cm, ce qui correspondait a
des organismes adultes.

L'échantillonnage du sédiment sur l'ensemble des sites a été effectué selon les conseils de
techniciens de I'Agence de l'eau ; les sédiments sont prélevés sur 8-10 cm de profondeur a
l'aide d'un godet, puis on laisse décanter et I'eau résiduelle est éliminée, on procéde ainsi
jusqu'a l'obtention d'une quantité suffisante de sédiments que l'on conserve a 4°C durant le
trajet et jusqu'aux analyses.

Les bivalves issus du site témoin ont été immédiatement transférés sur les sites étudiés en
utilisant des glacieres contenant de 1'eau provenant du site de prélévement. Les cages (40 X 30
X 10 cm) ont été préparées a partir de grillage plastifice avec une maille de 10 mm. Elles
étaient légérement enfoncées dans le sédiment (environ 5 cm) et fixées a un piquet métallique
(80 cm) planté également dans le sédiment plus profondément. Les cages contenant 6 moules
ont été laissées pendant 7 et 21 jours sur chacun des sites (figure 11). Ces durées d'exposition
ne sont pas arbitraires: les précédents travaux effectués par notre équipe de recherche (Cossu
et al., 1997; Doyotte et al., 1997; Cossu et al., 2000) ont montré l'augmentation des effets liés
au stress oxydant dans les tissus des organismes exposés pendant 7 jours, des retours a des
niveaux de base des taux de MDA et des systemes antioxydants ont été observés apreés 21
jours d'exposition alors que ce phénomeéne de récupération n'était pas visible apres 15 jours.

Des bivalves ont été encagés sur le site témoin d’origine de maniere a contréler ’absence de
stress liés 4 I’encagement ou a la présence de perturbations chimiques. Sur chaque site, deux
cages ont été utilisées correspondant au 2 temps d'exposition.

Le choix des sites pour les études de transfert a été déterminé par la présence de sédiments et
de nutriments. Des études écologiques sur la faune et la flore ont permis de justifier la qualité
des sites. La présence d'Unios dans la Moselle a été vérifiée par contre cela n'a pas été le cas

concernant les graviéres.
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Aprés chacun des temps d’exposition, les bivalves ont été disséqués sur le terrain et les
glandes digestives et les branchies prélevées et congelées immédiatement dans 1’azote liquide.
Les tissus ont été conservés dans l'azote liquide jusqu’a I’analyse. L’homogénéisation, la
préparation des fractions subcellulaires et les dosages des divers paramétres ont été réalisés
selon les protocoles préalablement établis par Cossu (1996) et Doyotte (1998).

B/ Préparation des échantillons pour le dosage du MDA

a/ Préparation des homogénats de glandes digestives et de branchies

Aprés une décongélation rapide, les tissus sont pesés et homogénéisés dans du tampon
phosphate 50 mM (pH=7,6) auquel sont ajoutés du phénylméthylsulfonylfluorure (PMSF), un
inhibiteur des sérines protéases et un mélange sérine-borate (inhibiteur de la 7v-
glutamylcystéine transpeptidase qui hydrolyse le glutathion) & des concentrations finales dans

le tampon de 1 mM.
L’ensemble des étapes d’homogénéisation a été réalisé a 4°C.

Afin de préserver I’intégrité des organites cellulaires, les glandes digestives ont été
homogénéisées manuellement par 3 tours de Potter Elvehjem & raison de 2 mL de tampon

pour 500 mg de tissu.
Pour les branchies, 6 tours de Potter ont été nécessaires et ’homogénéisation a été faite dans 2

mL de tampon pour 1000 mg de tissu.

L’homogénat ainsi obtenu a immédiatement été utilisé pour la détermination du MDA.

b/ Protocole expérimental en vue du dos du MDA

La peroxydation des lipides est évaluée par le dosage du malonaldéhyde (MDA) libre,
selon la technique décrite par Behrens et Madere (1991), qui est une méthode
chromatographique par appariement d’ions. Elle a ¢été retenue pour sa sensibilité et sa

spécificité.

- L’échantillon est déprotéinisé avec 50 % d’éthanol Chromanorm (95-96 % vol.) a 4°C

pendant 1 heure.
- 11 est ensuite centrifugé a 30000 g pendant 30 minutes a 4°C : le surnageant recueilli est

dilué au % ou au % dans du tampon phosphate de sodium, 30 mM, pH 5,5, contenant 25 %

d’éthanol.
- Un volume de 20 pL est injecté dans le systtme HPLC et I’élution dure 30 minutes.

La colonne utilisée (Supelco) est une colonne C18 en phase inverse (RPC18) de 25 cm de
long et ayant un diamétre interme de 4,6 mm, et une porosité de 5 pm. Elle est mise a
équilibrer au moins 12 heures avant la début des dosages, en circuit fermé, a un débit de 0,2

mL de phase mobile/ minute.
La phase mobile utilisée est composée d’un tampon phosphate de sodium 30 mM a pH = 6,5,
contenant 25 % d’éthanol ultrapur (qualit¢ Chromanorm) et 0,5 mM de bromure de

tétradécyltriméthylammonium.
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Figure 12 : Profil chromatographique du MDA obtenu aprés injection (20 pl) d’un
homogénat de glande digestive déprotéinisé et dilué au %.
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Figure 13 : Profil chromatographique du MDA obtenu aprés injection (20 pl) d’un
homogénat de branchie déprotéinisé et dilué au %..
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Le bromure de tétradécyltriméthylammonium a pour rdle d’éviter la polymérisation du MDA
pendant sa séparation et sa détection.
La phase est filtrée sous vide d’air 4 0,45 pum et dégazée a I’hélium avant utilisation.

Les conditions de séparation sont les suivantes:
- le débit est fixé a 1 mL / minute,
- la température de la colonne est maintenue a 25°C par un four a effet Peltier,
- la détection se fait en UV a une longueur d’onde de 267 nm,
- le volume d’injection est de 20 pL.

Les chromatogrammes obtenus ont été comparés a ceux obtenus pour les solutions étalons de
MDA. La quantité de MDA a été déterminée par rapport a une gamme €étalon de 0,5 a 5 uM
et, rapportée au taux de protéines totales de I’échantillon. Les figures 12 et 13 présentent des
exemples de chromatogrammes obtenus pour les glandes digestives et les branchies.

Les étalons ont été obtenus par dilution d’une solution mére a 50 pM (dans le tampon
phosphate de potassium, 50 mM, pH = 7,6) par un tampon constitué d’un volume de tampon
d’homogénéisation contenant 50 % d’éthanol et de 3 volumes de tampon phosphate de
sodium, 30 mM, pH 5,5, contenant 25 % d’éthanol.

¢/ Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été réalisé suivant la méthode de Bradford (1976). Le
principe de cette méthode colorimétrique repose sur I’utilisation d’un colorant, le bleu de
Coomassie qui, initialement rouge, vire au bleu quand il se lie aux protéines. La couleur bleu
résulte de ’interaction des groupements anioniques du colorant avec les groupements aminés
des protéines. Le complexe formé est stable pendant environ 1 heure.

La densité optique (DO) lue & 595 nm est proportionnelle a la quantit¢ de protéines dans
’échantillon biologique. La teneur en protéines est exprimée en se reportant a une gamme
étalon de concentrations comprises entre 0,05 et 5 pM de sérum albumine bovine (SAB).

Les détails du protocole de dosage et des différentes solutions sont donnés en annexe 1.

C/ Préparation des échantillons pour le dosage de la 8-OHdG

La méthode de Shigenaga ez al. (1994) a été choisie pour le dosage de la 8-OHdG au
laboratoire en raison de sa qualit¢ et de sa sensibilité. Elle associe une détection
électrochimique a la technique HPLC (HPLC-EC) et permet la détection des niveaux de 8-
OHAG simultanément a ceux de déoxyguanosine (dG) non modifiée quantifiés par détection
UV. Le protocole initial de Shigenaga et al. (1994) a été optimisé au laboratoire par Doyotte
(1998). Nous avons utilisé ce protocole lors de nos différentes études.
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Afin d@’éviter une augmentation des lésions liées au stress oxydant, toutes les étapes
d’isolement et d’hydrolyse de PADN ont été réalisées sous atmosphére d’azote (Nj).
L’ensemble des tampons utilisés et des milieux réactionnels a été dégazé sous azote. La
composition des tampons utilisés est présentée en annexe 2.

a/ Isolement et hvdrolvse de ’ADN des échantillo

- 150 4 200 mg de tissus sont homogénéisés a 4°C dans 1 mL de tampon d’homogénéisation
pH 8, par un Potter Elvehjem par 2 et 6 tours de piston respectivement pour les glandes
digestives et les branchies.

- Les échantillons sont centrifugés & 1000 g pendant 10 minutes a 4°C afin de sédimenter les
noyaux. Le culot nucléaire est resuspendu et homogénéisé dans 1 mL de tampon d’extraction
pH 8, puis centrifugé a 1000 g pendant 10 minutes & 4°C.

Le culot lavé est resuspendu dans 300 pL de tampon d’extraction pH 8

- L’ajout de 20 pL d’une solution contenant 50 U/mL RNAse A et 100 U/mL de RNAse T1 a
chaque culot resuspendu et I’incubation du mélange pendant 1 heure a 50°C permet la

digestion des ARN.

- La digestion par les RNAses est stoppée par ’ajout de 40 pL de sarcosyl a 10% (pds :v). Les
protéines sont digérées par 1’ajout de 40 pL de protéinase K & 5 mg/mL et laissées incubées
pendant 1 heure a 50°C.

- Un volume de 400 pL de phénol ultra pur est ajouté a chaque échantillon, puis le mélange
est vortexé pendant 1 minute. Le phénol piége les protéines et les acides nucléiques se
retrouveront dans la phase aqueuse. L’échantillon est centrifugé a 12000 g pendant 10
minutes a température ambiante afin d’obtenir les deux phases : la phase aqueuse supérieure
est récupérée et on y ajoute un volume de phénol et un volume de chloroforme pour la laver.
Le mélange est vortex¢ pendant 1 minute et centrifugé a 12000 g pendant 10 minutes &
température ambiante. La phase aqueuse supérieure est transférée dans un autre tube auquel
on ajoute 400 pL de chloroforme afin d’extraire les traces de phénol résiduelles. Cette

opération est répétée deux fois.

- La phase aqueuse est récupérée dans un microtube froid (type Eppendorf). 40 pL d’acétate
de sodium 3 M, pH 5 et 800 pL d’éthanol froid (placé a — 20 °C) sont ajoutés a la phase
aqueuse. Le mélange est placé a — 20°C pendant une nuit pour faire précipiter I’ADN.

- L’ADN précipité est centrifugé a 10000 g pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant est
éliminé et ’ajout de 1 mL d’éthanol a 70% permet de laver ’ADN et de le débarrasser des
restes de sels. Le mélange est centrifugé a 10000 g pendant 15 minutes a 4°C et les culots sont

séchés sous flux d’azote.

- Les culots d’ADN sont dissous dans une solution d’acétate de sodium 20 mM, pH 5, avec un
volume final de 200 pL.

- L’ADN est hydrolysé en nucléotides par incubation pendant 10 minutes a 65°C avec 4 pL.
d’une suspension de nucléase P1 a 3,3 mg / mL.
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Figure 14 : Profil chromatographique de 8-OHdG obtenu apres injection (100 pL) d’un
homogénat de glande digestive, la sensibilité est de 50 nA.
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Figure 15 : Profil chromatographique de dG obtenu aprées injection (100 pL) d’un homogénat
de glande digestive, la détection s’effectue en UV a 290 nm.
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- Le pH du mélange est ajusté i 8,5 par ajout de 20 pL de tampon Tris-HCI 1M. Les
nucléotides sont ensuite hydrolysés en nucléosides aprés 1 heure d’incubation & 37°C avec de
la Phosphatase alcaline 2 1U/uL. Le calcul de la quantité et de la pureté de I’ ADN est présenté
en annexe 3.

Au final, 114 pL de chloroforme sont ajoutés et le mélange est vortexé (30 secondes) puis
centrifugé a 12000 g pendant 5 minutes a4 4°C. La phase aqueuse est dégazée a I’azote et
injectée directement dans le circuit HPLC. Les figures 14 et 15 présentent des exemples de
chromatogrammes obtenus pour les mesures de 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine et de
déoxyguanosine dans les glandes digestives.

La colonne utilisée est une colonne C18 Supelco LC-18 DB Supelcosil de 15cm de long avec
un diamétre interne de 4,6 mm, et une porosité de 3 um, équipée d’une pré-colonne LC-18
DB. La phase mobile se compose d’un tampon phosphate de sodium 50 mM a pH = 5,5
contenant 5 % méthanol ultrapur (qualité Chromanorm).

La phase est filtrée sur 0,20 pm, sous vide d’air, et dégazée a I’hélium avant son utilisation.

Les conditions de séparation sont les suivants :
- le débit de la phase mobile est de 1 mL / minute,
- la température de la colonne est maintenue a 25°C par un four  effet Peltier,

- la detection est réalisée par un détecteur UV a une longueur d’onde de 290 nm pour
la deoxyguanosine ; la détection de la 8-OHdG est réalisée par un détecteur de type
¢lectrochimique Coulochem ESA (modéle 5100) équipé d’une cellule analytique 5010
avec les potentiels des électrodes 1 et 2 ajustés a 125 mV et 350 mV respectivement, la
sensibilité est fixée a 50 nA sur les deux électrodes, le potentiel de la cellule de
conditionnement est de 110 mV avec une sensibilité de 1 pA,

Les détecteurs UV et électrochimique sont en série, le détecteur électrochimique
précédant le détecteur UV.

- le volume d’injection est de 100 pL mais il peut étre réduit a 50 pL lors des dosages
.. HPLC lorsque le volume d’échantillon est insuffisant.

b/ Utilisation d'une méthode en ki ur isoler ' ADN

Nous avons testé une méthode en kit d'extraction de I'ADN génomique. Ce kit comprenait des
colonnes QIAGEN 100/G avec une capacité de 100 mg de tissu pour extraire de 10-100 ug
d'ADN. Les tampons utilisés ont été fournis par le kit.

- 19 pL d'une solution stock de RNase A a 100 mg/mL sont ajoutés 2 9,5 mL de tampon G2.

- 100 mg de tissu sont homogénéisés au potter électrique (dans 9,5 mL de tampon G2
contenant la RNase A.

- I'homogénat est transféré dans un tube a bouchon de 50 mL. 0,5 mL d'une solution stock de
proteinase K a 20 mg/mL préparé avec de I'eau distillé sont ajoutés & 'homogénat.
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Le melange est vortéxé puis il est mis & incuber 2 heures a 50°C. le lisat doit étre clair aprés
incubation, si des particules sont visibles aprés 2 heures, le temps d'incubation est allongé.

- le melange est centrifugé pendant 10 minutes a 5000 g 4 4°C afin d'éliminer toute particule
résiduelle avant l'utilisation de la colonne.

- la colonne QIAGEN est équilibrée avec 4 mL de tampon QBT, la colonne se vide par
gravité.

- 'échantillon est vortexé 10 secondes a vitesse maximale puis il est versé dans la colonne.

- apres le passage complet de I'échantillon, la colonne est lavée par passage de 7,5 mL de
tampon QC, 1'étape est renouvelée 1 fois.

- I'ADN est €lué par passage de 5 mL de tampon QF préchauffé a 50°C, le mélange est
récupéré dans un tube de 10 mL.

- I'ADN est précipité par ajout de 3,5 mL d'isopropanol a I'éluat.

- I'éluat est mélangé par inversion du tube 10 fois puis il est vortexé & 5000 g pendant 15
minutes a 4°C.

- le culot est lavé avec 2 mL d'éthanol & 70% froid puis remis en suspension par quelques
coups rapides de vortex. Le mélange est centrifugé a 4°C pendant 10 minutes & 5000 g. Le
culot est récupéré puis séché a 'azote.

L'ADN est resuspendu dans 100 pL de tampon Tris-Cl (10 mM, pH 8,5). La dissolution de
I'ADN est réalisée en laissant le mélange 2 heures 4 55 °C.

Pour la suite, le protocole est le méme que pour la méthode classique avec extraction au
phenol-chloroforme. L'ADN est hydrolysé en nucléotides par ajout de nucléase P1, puis en
nucléosides par ajout de phosphatase alcaline. Le mélange est injecté dans le systéme HPLC.

Cette technique d'extraction sans utilisation de phénol a donné des résultats peu concluants,
les quantités d'ADN extraites étaient beaucoup plus faibles qu'avec la méthode classique
surtout au niveau des branchies, de plus on observait des variations importantes des taux de 8-
OHdG. Les taux de base observés avec la méthode QIAGEN ne différaient pas beaucoup de
ceux obtenus par la méthode classique d'extraction de 'ADN. Au vue de ces remarques, nous

avons abandonné la méthode avec kit.

D/ Analyse statistique des résultats

a/ Calcul de la moyenne et des écart-types

La moyenne et 1'écart-type ont été évalués lors des différentes études pour chaque lot
de bivalves exposés. Pour chaque durée d'exposition, les valeurs moyennes mesurées dans les
tissus des bivalves exposés ont été comparés avec les valeurs moyennes de référence. Pour
I'analyse des résultats lors des essais en laboratoire, les groupes d'individus intoxiqués ont été
comparés a leurs témoins respectifs (eau ou DMSO).
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La différence statistique entre les contrdles et les bivalves exposés a été analysée par le test ¢
de Student, la différence était acceptée pour une probabilité p < 0,05. La normalité de la
distribution des données a été vérifiée auparavant.

L' lvse en ¢ rincipa

Une ACP a éte effectuée pour analyser le degré de corrélation entre les différentes
variables étudiées, c'est-a-dire le MDA, la 8-OHdG et les données physico-chimiques. Les
valeurs des variables correspondent aux colonnes de la matrice des données de I'ACP et, les
stations correspondent aux lignes. L'ACP a été réalisée avec le logiciel Statgraphics Plus, et
les corrélations ont €té représentées en utilisant le logiciel UniWin Plus. Le degré de
corrélation entre les différents paramétres est interprété par le degré de proximité entre les
différents points dans le cercle des corrélations. Les 2 composantes utilisées lors des analyses
de corrélation sont choisies dans le but d'expliquer le maximum de variation.

45



Figure 16 : Carte des 5 stations étudiées sur le site atelier de la riviere Moselle.
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3/ LES ETUDES DE TERRAIN

Pour I’ensemble des opérations de transferts, les bivalves ont été mis dans des cages et
laissés pendant 7 et 21 jours sur chacun des sites étudiés.

A/ Programme de recherche pour la validation d’indicateurs biologiques
sur divers sites de la Moselle

La qualité biologique de 5 stations sur le cours d’eau de la Haute Moselle a été évaluée
lors de deux campagnes d’études successives durant I'été 1998 et 1'été 1999. Un trongon d’une
soixantaine de kilométres a été sélectionné lors de la premiere campagne (1998). 1l partait de
la station d’Eloyes, a I’amont de la confluence de la Moselle avec la Vologne, jusqu’a la
station la plus aval de Velle sur Moselle, a proximité de Toul. Deux stations intermédiaires
ont été fixées a I’amont et a ’aval de 1’agglomération d’Epinal. Les quatre stations couvraient
donc une zone assez anthropisée et caractérisée par un gradient de perturbations d’origine
agricole, domestique (agglomération d’Epinal en particulier) et industrielle (zone aval
d’Epinal).

Lors de la deuxiéme campagne effectuée en 1999, la station des Mitreuches, située en amont
d’Eloyes a été ajoutée, en guise de station témoin.

Deux lots de six bivalves ont été mis en cage et laissés sur le site témoin d’échantillonnage
situé 2 Manom (Moselle). Quarante huit autres individus ont été répartis en 8 lots de 6 moules
et placés sur les différents sites immédiatement aprés collecte. Deux cages de 6 individus
chacune ont été placées sur chaque site. Six bivalves témoins ont été disséqués le jour de la
mise en place des cages (Ty) en plus des 2 lots étudiés, afin d’évaluer toute modification des

parametres biologiques au cours de 1’étude.

Le site témoin qui nous a servi de référence a été contrélé en permanence. Les micropolluants
minéraux et organiques ont €té analysés dans 1’eau interstitielle et les sédiments prélevés aux
mémes endroits que les bivalves et de maniére synchrone.

La figure 16 présente la situation des cinq stations le long de la Moselle.

La station temoin : Manom

Elle est localisée a une vingtaine de kilometres du laboratoire. L’échantillonnage des
organismes lors des études de transfert a été réalisé sur ce site.

La station 1 : Les Mitreuches

La station est située en amont de la confluence de la Mosselotte avec la Moselle.

La station 2 : Eloyes

Ce site est localisé en amont de la ville d’Epinal et de la confluence avec la Vologne.

La station 3 : Archettes

Ce site est situé en amont de la ville d’Epinal, en aval de la confluence avec la Vologne. II est
également localisé en aval de la papeterie d’ Arches.
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La station 4 : Igney

La station est localisée en aval a proximité de la ville d’Epinal et de la papeterie de Golbey.
Elle est située prés d’une graviere.

La station 5 : Velle sur Moselle

Cest le site le plus en aval. Il se situe en aval de Charmes, a proximité de Toul.

Les sédiments ont été prélevés en juin 1999 par les soins Centre d’analyses et de recherches,
Département Hydrologie et Environnement, de I'Universit¢é Louis Pasteur. Les eaux
interstitielles ont été obtenues aprés décantation et centrifugation de ces sédiments. Les
analyses physico-chimiques ont été réalisées sur la fraction fine des sédiments (< 1mm) et sur
les eaux interstitielles afin de déterminer les niveaux de contamination des différents sites
étudiés. Les micropolluants organiques sont analysés par des techniques chromatographiques
couplées & des détecteurs spécifiques. Les micropolluants minéraux sont dosés par
spectrométrie d'absorption atomique et par spectrometrie d'émission a plasma ou par couplage
torche a plasma / spectrométrie de masse.
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Figure 17 : Situation des 4 plans d’eau situés dans la vallée de la Moselle.
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B/ Suivi de la qualité de plans d’eau en Lorraine

Ce programme concerne I’évaluation et le suivi de la qualité de plans d’eau lorrains

issus de gravicres et sabliéres anciennes ou toujours en activité, a la demande de I’UNICEM
(Union Nationale des Industries de Carriéres et Matériaux de construction).
L’étude menée sur deux années (1999 et 2000), integre I’approche biologique dans 1’étude des
graviéres et aborde la question des implications écologiques de ces ouvrages. Cette approche
est donc complémentaire de I’analyse physico-chimique des eaux. Les deux années de
recherche concernant la mesure des biomarqueurs sur les populations d’invertébrés
benthiques ont fait ’objet de trois campagnes d’échantillonnage différentes : a 1’automne
1999, au printemps et a I’automne 2000.

Les deux premicéres graviéres pour lesquelles I’étude de la qualité a été évaluée par I’analyse
des biomarqueurs de toxicité chez la moule d’eau douce, ont été choisies sur la base de 1’étude
de la diversité floristique et faunistique au cours de la période estivale de 1999 sur six plans
d’eau de la vallée de la Moselle. Ces études nous ont amenés a choisir les sites de Roville
devant Bayon et de Vandiéres. A la suite de la campagne conduite a 1’automne 1999, nous
avons décidé d’ajouter I’étude de deux graviéres supplémentaires lors des campagnes de
2000, les sites de Cormny et de Messein.

La figure 17 présente la situation des quatre plans d’eau dans la vallée de 1a Moselle.

Roville devant Bayon

Ce site qui n’est plus en exploitation, se situe en amont de Neuves Maisons.

Vandieres

Ce plan d’eau se situe dans une graviére encore en exploitation a proximité de
I’agglomération de Pont-a-Mousson.

Corny

Ce plan d’eau a été choisi selon les études effectuées par le laboratoire d'Ecologie de 'EBSE.
I s'agit d'un plan d'eau récent (5 ans) et la végétation n'est pas stabilisée, ce qui est expliquée
pas sa faible biodiversité floristique en hydrophytes. Le faible taux de recouvrement des
algues en juin et en septembre et leur faible diversité reflétent un milieu de qualité. Il est situé

an amont de Metz.

Messein

Ce site, qui n’est plus en activité, présentait un probleéme de prolifération d’une espéce
végétale invasive, la Jussie. 1l se situe a proximité de Neuves Maisons.

Les bivalves ont €té prélevés sur le site témoin de Manom lors des campagnes d’automne
1999 et de printemps 2000. A I’automne 2000, les Unios provenaient de I’étang de 1a Maxe,
notre second site d’échantillonnage.
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L'impact au niveau des réponses des paramétres biologiques, aprés changement du site
d'échantillonnage, a €t€ suivi de maniére a étudier la présence ou non de variation liée au site.
L’utilisation de deux sites d’échantillonnage a permis la préservation de 1’équilibre biologique
a Manom en évitant la disparition par épuisement d'Unio tumidus.
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4/ EXPERIMENTATIONS EN LABORATOIRE

A/ Choix des toxiques testés

Parallelement aux essais de terrain, des expériences ont été conduites au laboratoire,
afin de vérifier si I’exposition de bivalves 4 une contamination chimique, a 1’origine d’un
stress oxydant, avait des répercussions possibles au niveau génomique. Les objectifs visés par

ces expérimentations consistaient a :
- déterminer si I’oxydation de la guanine était liée & la peroxydation lipidique, communément

utilisée comme marqueur de stress oxydant,
- établir la relation entre la mesure des taux de 8-OHdG et les cassures & ’ADN aprés

exposition a des polluants.

Une ¢tude de Gargon et al. (2001b) réalisée sur les poumons de rongeurs intoxiqués par
injection intratrachéale avait montré une synergie de toxicité entre le fer et le B(a)P. En effet,
les auteurs observaient des augmentations des niveaux de MDA (x2) et de 8-OHAG (x24)
pour le mélange fer-B(a)P. L’hypothése qu’un stress oxydant & ’origine de cette toxicité a
été emise par les auteurs, le fer via la réaction de Fenton favorisant la production d’espéces
radicalaires réactives, et le B(a)P pouvant provoquer une déplétion du glutathion réduit et de

I’a-tocophérol.

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques sont des agents toxiques métabolisés en
intermédiaires génotoxiques par les enzymes liées au cytochrome P450 chez les vertébrés. Ils
sont susceptibles de former des adduits 2 I’ADN chez les mollusques aquatiques (Harvey et

Parry, 1997) et les poissons (French et al., 1996).

B/ Conditions d’expérimentation

Une intoxication préliminaire in vivo au B(a)P et au fer ferrique sur Unio tumidus a été
effectuée afin de déterminer les concentrations expérimentales. Les concentrations choisies
étaient de :

- 20 mg/L pour le fer (Fe3+),
- 20 pg/L pour le B(a)P.

Apres I’analyse des résultats obtenus lors de I’intoxication préliminaire, nous avons décidé de
retenir les concentrations suivantes pour 1’intoxication finale :

- 20 et 40 mg/L pour le fer (Fe’ "), 1a CEso du FeCls (4 jours) pour divers crustacés
aquatiques étant de 124 mg/L et 120 mg/L pour Asellus aquaticus et Crangonyx
pseudogracilis respectivement (Gangolli, 1999)

- 50 et 100 pg/L pour le B(a)P, des concentrations de 20 pg/L n’induisant pas
d’effet toxique lors de I’étude préliminaire.
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Les bivalves ont été prélevés sur le site de la Maxe et placés en stabulation durant 24 heures.
Des groupes de 5 bivalves ont été exposés pendant 6 jours aux toxiques seuls et en mélange.
Un seul bivalve a été testé par toxique lors de 1’étude préliminaire.

Nous avons préparé deux solutions témoins ne contenant aucune trace de xénobiotique : la
premiére composée d’eau reconstituée et la seconde contenant du diméthyl sulfoxyde
(DMSO), un solvant organique. L’eau reconstituée est préparée a partir d’eau déminéralisée et
est stabilisée sous bullage 24 heures avant son utilisation. Sa composition est présentée en
annexe 4. Le B(a)P a été préparé dans du DMSO. La solution de fer est réalisée a partir d’eau
reconstituée et de sels de fer (FeCls).

Lors des essais, la température utilisée correspondait a 20°C. La photopériode était naturelle,
il n'y avait pas de dispositif expérimental qui fixait la durée de la phase diurne. Le pH était de
7,5. Le volume des récipients en PVC contenant les organismes et les 700 mL de milieu était
de1,5L.

Les glandes digestives et les branchies ont été disséquées et congelées a — 196°C jusqu’a
analyse. Les dosages du MDA et de la 8-OHdG et I’essai des Cométes ont été réalisés sur les
deux tissus. La mesure des cassures des brins d’ADN est évaluée par le test des Comeétes
(Singh et al., 1988 ; 1994) selon le principe d’une migration électrophorétique des molécules
d’ADN.

Les animaux ont ét¢ nourris chaque jour avec 5 mlL d'un mélange d'algues
(Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus) provenant
d’une culture issue du laboratoire réalisée selon la norme AFNOR T90-304. Le
renouvellement de I’eau a été effectué tous les jours en fin de journée a la suite des repas.

Les détails des intoxications préliminaires et définitives sont présentées en annexe 5.
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Résultats

La présente recherche s’inscrit dans le cadre de la validation de biomarqueurs de
toxicité et de génotoxicité pouvant étre utilisés pour la surveillance environnementale des
populations exposées aux polluants dans les milieux naturels. Ses objectifs consistent a
étudier (i) les relations éventuelles entre la peroxydation lipidique et les 1ésions oxydatives a
I’ ADN révélées par la guanine oxydée, et (ii) la validité de la guanine oxydée choisie comme
indicateur de 1’oxydation des bases de I’ADN, en tant que marqueur plus général des lésions
structurales de I’ADN.

Les études in situ sur des populations d’invertébrés benthiques exposés a des sédiments
pollués avaient pour but d’évaluer I’intérét de la mesure des taux de malondialdéhyde (MDA)
en tant que biomarqueur de cytotoxicité et celle des taux de 8-hydroxy-2’-hydroxy-
déoxyguanosine (8-OHdG) de I’ADN comme marqueur de geénotoxicité. La réponse
biologique a été analysée par rapport & la typologie de Ia pollution et & son intensité. Des
essais ont été réalisés en conditions contrlées de laboratoire afin de discerner les relations
pouvant exister entre les taux de 8-OHdG, la lipoperoxydation et les cassures & I’ADN (essai
des Cométes), aprés exposition a des polluants.

Cette recherche a permis d’évaluer I’intérét respectif des différents biomarqueurs étudiés, en
terme de signification, sensibilité et applicabilité sur le terrain.

Les biomarqueurs séléctionnés peuvent étre classés en trois catégories, indicatrices de :

e Toxicité cellulaire
La lipoperoxydation (LPO) est évaluée par la mesure des taux de MDA et refléte la
cytotoxicité cellulaire consécutive a une activité insuffisante des systémes antioxydants ;

e Génotoxicité
Les marqueurs de génotoxicité tels que la mesure des bases oxydees de I’ADN mettent en
évidence les effets oxydatifs de polluants mutagenes dans les sites étudiés ;

e Détoxification

Les marqueurs de détoxification étudiés sont les activités des systémes antioxydants qui
comprennent les activités des systtmes antioxydants incluant les activités des glutathion-
peroxydases, sélénium dépendantes et indépendantes (SeGPx et GPx Se-ind), de la
glutathion réductase (GRd), les formes oxydée (GSSG) et réduite (GSH) du glutathion
mesurées parallélement aux activités enzymatiques.

Les paramétres antioxydants ont été mesurés par le docteur Carole Cossu-Leguille, ce qui
a permis d’examiner les relations existant entre les systémes de défense antioxydants et le
développement du processus de lipoperoxydation. Le test des Cometes a été réalisé par
Sébastien Lemiére, étudiant en thése, pour les expériences en laboratoire et lors de la
campagne d’automne 2000 de [’étude des graviéres.
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Tableau XIII: Concentrations moyennes de malondialdéhyde (MDA) mesurés par HPLC
dans les glandes digestives et les branchies des bivalves témoins prélevés dans les étangs de
Manom et la Maxe, et moyennes sur I’ensemble des 2 sites, toute saison confondue.

Les concentrations sont exprimés en ng MDA/mg de protéine (moyenne + écart-type).

NIVEAUX DE GLANDE n | BRANCHIE | n
BASE DU MDA | DIGESTIVE
Automne 1998 3,70 £ 0,55 14 3,39+0,62 18
Hiver 1998-1999 3,63 40,30 6| 354025 |6
MANOM

Eté 1999 3,24 + 0,30 17 3,27+£0,30 17
Automne 1999 3,76 £ 0,13 10 3,62 +£0,35 10
Printemps 2000 3,43+0,27 10 3,56+ 0,52 10

Moyenne 3,5+0,3 3,4+0,2
Aut 2000 10 10

LA MAXE utomne 3,59+ 0,25 3,49 £ 0,33
Eté 2001 3,71 £ 0,50 5| 390+030 |5

Moyenne 3,6 +0,1 3,6+0,3
LES 2 SITES Moyenne 3,5+0,3 72| 35+03 |76




Résultats

1/ NIVEAUX DE BASE DU MDA ET DE LA 8-OHDG

Préalablement a 1’étude des dommages oxydatifs induits par les polluants, nous avons
déterminé les niveaux de MDA et de 8-OHdG chez les organismes « témoins » vivant dans
des sites de référence. Tout d’abord, nous nous sommes attacher & montrer qu'aucune
variation des niveaux de base n'était liée au lieu de prélevement, a la saison ou a I'année. Les
niveaux de base calculés serviront de référence dans les études de transfert des bivalves d’un
site contrdle aux différentes stations analysées.

A/ Niveaux de base du malondialdéhyde

Les taux de MDA des bivalves controles prélevés dans les sites de référence et ayant
servi aux études de transfert et aux expérimentations en laboratoire sont présentés dans le

tableau XIII.

Au niveau de la glande digestive

Les taux de MDA mesurés dans les glandes digestives sont en moyenne de 3,5 + 0,3 ng
MDA/mg protéine et de 3,6 + 0,1 ng MDA/mg protéine, respectivement chez les bivalves
prélevés dans 1’étang de Manom et de la Maxe.

Les prélévements des organismes ont été effectués pendant diverses saisons au cours des
différentes années d’étude. Les teneurs en MDA enregistrées au printemps, en été, en
automne et en hiver dans les bivalves prélevés a Manom ne différent pas significativement
entre elles. A la Maxe, les taux sont en moyenne de 3,6 = 0,2 ng MDA/mg protéine pour les
bivalves prélevés en automne 2000 et de 3,7 + 0,5 ng MDA/mg protéine en été 2001, iln’y a
pas de différence significative.

Nous remarquons qu’il n’y a pas de variation significative selon la période de prélevement
quel que soit le site d’échantillonnage de Manom ou la Maxe.

Au niveau branchial
Les taux de MDA mesurés sont en moyenne de 3,4 + 0,2 ng MDA/mg protéine chez les
bivalves prélevés dans 1’étang de Manom et de 3,6 + 0,3 ng MDA/mg protéine pour ceux

issus de I’étang de la Maxe.
L’analyse des prélévements 8 Manom montre des taux de MDA équivalents en 1998, en 1999

et en 2000. Les taux moyens de MDA des individus provenant de la Maxe sont & 1’automne
2000 de 3,5 = 0,3 ng MDA/mg protéine et en été 2001 de 3,9 + 0,3 ng MDA/mg protéine.
Aucune variation significative des taux de MDA n’a été relevée quel que soit le site
d’échantillonnage et la période d’étude.

En résumé, les teneurs en MDA mesurées dans les bivalves prélevés dans les sites de
référence sont équivalentes au niveau des branchies et des glandes digestives. Les niveaux de
base moyens sont de 3,5 £ 0,3 ng MDA/mg protéine 8 Manom et de 3,6 + 0,1 ng MDA/mg
protéine a la Maxe dans les glandes digestives. Dans les branchies, les taux sont de 3,4 + 0,2
ng MDA/mg protéine & Manom et de 3,6 = 0,3 ng MDA/mg protéine a la Maxe. Cette
constance des taux de MDA au niveau hépatique et branchial a également €té montrée lors de
précédents travaux par Doyotte (1998). Les comparaisons selon les années d’étude ou selon
les saisons ne montrent pas de variation des taux de MDA dans les deux tissus étudiés.

Ainsi, la méme espéce benthique Unio tumidus peut étre prélevée sur différents sites d'une
méme région exempts de toute contamination, en effet, aucune différence des taux de base de
MDA selon le site de prélévement n’ayant ét€ remarqueée.
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Tableau XIV: Concentrations moyennes de 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8OHdG) mesurées
par HPLC dans les glandes digestives et les branchies des bivalves témoins prélevés dans les
étangs de Manom et de la Maxe, et moyennes sur ’ensemble des 2 sites, toute saison
confondue.

Les taux sont exprimés en SOHdG/ 10° dG (moyenne * écart-type).

NIVEAUX DE GLANDE n | BRANCHIE | n
BASE DE 8- | DIGESTIVE
OHdG
Méthode phénol 4,41 1,03 6 21,79 1,17 6
(automne 1998)
4,10 £ 1,03 5 20,15 + 2,83 5
MANOM Méthode avec kit
(automnel998)
4,49 + 0,49 5 18,88 + 1,39 5
, 3,70 £ 0,87 6 16,63 + 0,57 6
Eté 1999 3,20+ 1,08 5| 1923:092 |5
Moyenne 4105 19,3 +1,9
Automne 2000 3,33+0,28 5 16,90 + 0,43 5
LA MAXE 3,09+ 0,53 5| 1682£116 |3
Eté 2001 3,48 £ 0,31 5 17,58 £ 0,67 5
Moyenne 3,3+0,2 17,1 £ 04
LES 2 SITES Moyenne 3,7+05 |42 18511,7 |42




Résultats

La mesure du MDA comme marqueur de la lipoperoxydation est un parametre intéressant et
stable, nous n’avons relevé aucune variation inter-individuelle, temporelle ou saisonniére.

B/ Niveaux de base de 8-OHdG

Les taux de base de 8-OHAG mesurés dans I’ADN isolé des glandes digestives et des
branchies d’ Unio tumidus, issus des sites de référence, sont présentés dans le tableau XIV.

Au niveau de la glande digestive

L’hydroxylation en C8 de la guanine dans des conditions normales, hors des conditions
d’exposition & des polluants correspond & des taux de 4 + 0,5 8-OHdG/10° dG, chez les
individus issus de I’étang de Manom. Les taux sont de 3,3 £ 0,2 8-OHdG/10° dG dans les
glandes digestives des témoins prélevés dans I’étang de la Maxe. Les teneurs en 8-OHdG sont
équivalentes au niveau hépatique quelle que soit le site d’échantillonnage. La variabilité entre
individus a tendance néanmoins 2 étre plus forte pour les bivalves issus de I’étang de
Manom : elle s’explique par des taux de 8-OHdG augmentés (x 1,5) dans I’un des bivalves
parmi les six analysés. On note que durant la phase d’aofit & novembre 1998, les écart-types
sont plus €levés.

Les prélévements des organismes ont été effectués pendant plusieurs saisons. Les taux de 8-
OHAG des bivalves prélevés 2 Manom sont équivalents, il n’existe pas de variation li¢e a
|’année d’étude ou a la saison. Il en est de méme pour les bivalves prélevés dans I’étang de la
Maxe, il n’existe pas de variation saisonniére ou temporelle.

Le changement de lieu d’échantillonnage des bivalves n’a pas eu d’impact sur les taux de
dommages & I’ADN mesurés dans les glandes digestives. Les taux obtenus restent semblables
quel que soit I’étang de réference.

Au niveau branchial

Les taux observés dans les organismes issus de I’étang de Manom sont de 19,3 + 1,9 8-
OHAdG/10° dG. Les taux sont significativement (p<0,05) plus faibles chez les organismes
prélevés 4 la Maxe soit 17,1 + 0,4 8-OHAG/10° dG.

Ancune variabilité saisonniére ou temporelle des taux de bases oxydées n’a été remarquee
chez les organismes prélevés 8 Manom ou a la Maxe.

L’ ADN branchial d’Unio tumidus contient en moyenne cinq fois plus de résidus 8-OHdG que
PADN de la glande digestive. Cette différence ne semble pas due a un probleme
méthodologique : elle a été mise en évidence lors de precédents travaux au laboratoire

(Doyotte, 1998).

Plusieurs hypothéses peuvent étre avancées pour expliquer cette différence des taux entre les
deux tissus étudiés :

- T est possible que les capacités de réparation soient moins importantes au niveau branchial.
Par ailleurs, les niveaux des activités antioxydantes sont globalement plus faibles dans les
branchies par rapport aux glandes digestives chez Unio tumidus, en particulier la catalase, la
glutathion peroxydase sélénium indépendante, et la glutathion réductase (Cossu, 1996).

-1l n’est pas exclu que ’origine de I’ADN soit impliquée dans cette variation des niveaux de

base de 8-OHAG, I’ADN branchial, d'apreés nos études, semble étre plus susceptible a
I’oxydation que I’ADN de glande digestive en conditions physiologiques normales.
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Résultats

En effet, les échanges gazeux entre le milieu extérieur et le milieu interne ont lieu au niveau
de 1’épithélium branchial. L’oxygene moléculaire, présent sous forme dissoute dans I’eau,
peut étre réduit et produire des espéces réactives qui vont attaquer les biomolécules dont
’acide désoxyribonucléique. Nous n'avons pas pu rechercher de corrélation entre les
concentrations en oxygene dissous des stations et les taux de 8-OHdG puisque les données
concernant les teneurs en O, dissous pour les differentes stations n'ont pas été mesurées.
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Tableau XV : Tableau récapitulatif des dates de mise sur site et de collecte des organismes
lors du programme PNETOX

Sites étudiés Mise sur site Récupération
) 531
Les Mitreuches
Eloyes
Archettes 01/06/1999 08/06/1999 22/06/1999
Igney

Velle sur Moselle




Résultats

2/ ETUDES DE TERRAIN : REPONSES DES PARAMETRES
BIOLOGIQUES

Une étude de transfert in situ de bivalves témoins a été réalisce en juin 1999 au niveau
de cinq sites caractérisés par différents profils de contamination, suivant un gradient de
pollution amont-aval, et localisés sur le cours de la riviére la Moselle.

A/ Etudes en riviére des réponses biologiques des populations d’invertébrés
benthiques

Cette étude était intégrée a un programme de recherche interdisciplinaire financé dans
Je cadre du PNETOX (Programme National de recherche en Ecotoxicologie) du Ministére de
]’ Aménagement du Territoire et de ’Environnement. Elle s’inscrivait dans le cadre de la
validation de biomarqueurs pour le contrble environnemental et la surveillance des
populations exposées. La démarche mise en ceuvre au sein de ce programme de recherche a
été de coupler I’analyse des biomarqueurs 4 celle des indicateurs populationnels afin
d’évaluer la qualité des milieux naturels soumis a une activité anthropique.
Ces études en riviére ont eu pour objet de déterminer (i) la relation entre la contamination de

I’eau et des sédiments et I’impact sur les organismes €Xposes ; (ii) le caractére persistant ou
réversible des 1ésions.

L’étude a été réalisée sur un trongon d’une soixantaine de kilométres le long de la Moselle,
depuis 1’'amont de la confluence de la Moselle avec la Vologne, soit la station des Mitreuches
prise comme seconde station témoin en 1999, jusqu’a la station la plus aval de Velle sur
Moselle proche de Toul. Trois stations intermédiaires ont été fixées a Eloyes en amont de la
confluence de la Vologne et de la Moselle, puis a Archettes et Igney situées de part et d’autre
de la ville d’Epinal. Ces stations couvrent uné zone assez anthropisée et caractérisée par un
gradient de perturbations d’origine agricole, domestique (agglomération d’Epinal en
particulier) et industrielle (zone avale d’Epinal).

Les bivalves prélevés & Manom ont éte transférés sur les 5 sites étudiés, aprés avoir vérifié la
présence de sédiments sur les sites de dépot. Les dates de mise sur sites et de récupération des
organismes sont présentées dans le tableau XV.

Les Unio encagés ont été laissés pendant une (t;) et trois semaines (t21) au niveau des
différentes stations étudiées.

a/ Teneurs en micropolluants des sites étudiés

Les résultats des analyses physico-chimiques des eaux interstitielles ne montrent pas
de contamination préoccupante par les micropolluants organiques (annexe 6). Les teneurs en
métaux restent faibles et équivalentes dans trois sites, témoin, Eloyes et Archettes. Les valeurs
trouvées sont plus faibles & Igney et Velle sur Moselle. Les teneurs en HAPs sont basses, les
concentrations les plus élevées (0,15 ng/L) sont relevées pour le fluoranthéne a Archettes et

Igney.
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Tableau XVI1 :

Classification des stations selon leurs concentrations en micropolluants

organiques et minéraux dans les sédiments, selon les seuils de qualité des sédiments (Systéme
d’évaluation de la qualité de I’eau, 1997)
* Benzo(a)Pyréne, Benzo(b)Fluoranthéne, Benzo(ghi)Péryléne, Benzo(k)Fluoranthéne
PS = poids sec ; ND = non détectable (inférieur a la limite de quantification)

Pour la station des Mitreuches, deux prélévements de sédiments ont été réalisés, notés a (prélévement du
22/06/99) et b (prélevement du 20/07/99).

SEUIL DE QUALITE { Manom | Les Mitreuches Eloyes | Archettes | Igney Velle
sur
1 ne/Ke PS 2 a b Moselle
% C organique 1,6 4,2 0,12 1 0,63 0,19 0,51
* HAPs totaux 360 4600 22 2948 84 882 928 307 279
PCPs totaux 2 22 ND 13,8 ND ND ND ND ND
Cadmium 700 4200 ND 0,26 0,06 0,14 0,58 0,29 0,93
Mercure 130 700 ND 0,34 ND 0,05 0,17 0,20 0,06
Zinc 124000 271000 44,9 94,3 39,1 59,4 90,7 89,2 63,5
Arsenic 700 7000 9,6 30,1 14,6 7,1 10,9 7,6 4,6
Chrome 5200 52000 21,5 78,3 32,6 27,8 26,5 27,5 24,8
Cuivre 1900 19000 8,7 30,6 6,6 22,4 19,4 17,4 10,9
Nickel 1600 16000 16,4 15,8 8,6 8,7 12,2 10,5 11,4
Plomb 4100 41000 10,3 75,2 7,1 25,5 49,7 35,1 23,5




Résultats

Les résultats obtenus pour les analyses physico-chimiques des sédiments sont regroupes dans
le tableau XVI. Tl faut préciser que deux prélévements de sédiments ont été effectués sur le
site des Mitreuches a un mois d’intervalle : le 22/06/99 (1999a) et le 20/07/99 (1999b).

L’analyse physico-chimique de ces prélevements a montré des teneurs en micropolluants trés
différentes. Pour le deuxiéme prélevement (1999b), le niveau de contamination est trés faible
et le site pourrait &tre considéré comme un site de référence. Il convient de rester prudent dans
I’interprétation des niveaux de contamination mesurés en tenant compte des facteurs de
biodisponibilité tels que la granulométrie, le carbone organique, les sulfures, les oxydes de fer
et de manganése. Ces parametres peuvent notamment expliquer pourquoi un sédiment pollué
peut &tre peu toxique car ces contaminants ne sont pas biodisponibles pour les organismes
exposés.

Dans les sédiments, les concentrations en hydrocarbures aromatiques polycycliques ne sont
pas trés élevées a Igney et Velle sur Moselle (en moyenne 300 pg/kg matiére séche), stations
aval. La contamination est plus marquée 4 Eloyes et Archettes (en moyenne 900 pg/kg
matiére séche) et reste inférieure aux seuils de qualité des sédiments et des eaux superficielles.
La situation est ambigué aux Mitreuches car, si lors du premier prélévement, on observe des
taux importants en HAP totaux (soit 2948 ng/kg matiére séche), les teneurs en HAP sont
négligeables pour le prélevement effectué un mois aprés, ce qui peut s’expliquer par une
teneur élevée en carbone organique du premier prélevement.

Les concentrations en organochlorés dans les sédiments sont faibles pour I’ensemble des sites.
Les contaminations métalliques des sédiments restent largement inférieures aux seuils de
qualité. On note que pour les sédiments provenant de la station des Mitreuches, les teneurs en
arsenic, chrome, plomb et zinc sont plus importantes lors du premier prélévement que pour les
autres sites. La teneur en micropolluants minéraux est comparable aux autres stations sur le
second échantillon. Cette différence traduit la variabilité liée a I’échantillonnage, bien qu’une
pollution transitoire ne puisse étre exclue.

Globalement la pollution des sédiments semble relativement peu élevée voire faible. Les
teneurs en HAP et métaux les plus notables ont été relevées aux Mitreuches lors du premier
échantillonnage. Cependant, le second échantillon présentait des teneurs négligeables ce qui
peut s’expliquer par une contamination temporaire. Il est possible que la forte teneur en
carbone organique de la fraction de granulométrie supérieure a 63 pm de ces sédiments
analysés explique la faible proportion des micropolluants accumulés, d’ou une variabilité liée
a I’échantillonnage.

11 faut rappeler que les analyses physico-chimiques ne sont pas exhaustives, tous les polluants
présents dans les échantillons de sédiments ou dans I’eau n’ont pas été recherchés et dosés.
Les résultats analytiques donnent une indication préliminaire du degré de contamination des
stations étudiées.

Les concentrations en polluants n'ont pas été dosées dans les tissus des organismes. Il est
certes clairement établi que les bivalves sont des organismes qui accumulent et concentrent
les xénobiotiques dans les tissus, mais l'analyse des concentrations en polluants dans les
tissus, dans le contexte de notre étude, aurait nécessité un nombre élevé d'organismes et nous
avons préféré privilégier l'analyse multibiomarqueurs.
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Figure 19 : Concentrations moyennes de MDA mesurées dans les
branchies des bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur la station

Tableau XVII : Récapitulatif des tendances des paramétres antioxydants chez les bivalves transférés sur les 5 sites le long de la Moselle (tout tissu et tout

temps d’exposition confondus)

Se GPx : glutathion peroxydase sélénium-dépendante ; GPx Se-ind : glutathion peroxydase sélénium-indépendante ; GRd : glutathion réductase ; GSH : glutathion réduit ; GSSG :
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Mitreuches | Eloyes | Archettes Igney g szglslgn = = non significativement différent du témoin
SeGPx - = = 1 W 44 diminution par rapport au témoin (> 50%)
GPx Se-ind = = = 3 ¥ diminution par rapport au témoin (< 30%)
GRd = = = 1 W A augmentation par rapport au témoin (< 30%)
GSH = = = ¢
GSSG = = = - 1
g 5 Y= O04846x+20005 -
: s [ - R’ =0,4229 - Dy Figure 20: Représentation graphique des droites de corrélation et calcul du coefficient de
‘g_ 2 | ® régression des branchies en fonction des glandes digestives concernant les deux temps d'
2, L exposition des organismes
= | y=0,4192x + 2,2144 t=7ours
g2 o B - R7=04774 A !
- JE [ S— - —— —
Eol o I ~ ® t=2ljours
0 2 4 6 8




Reésultats

Biomar r cvtotoxicité : la li erox ion_et 1 stémes

antioxydants

Les résultats présentés correspondent a la valeur moyenne des parameétres mesurés en
duplicats sur 6 individus témoins transférés a chacune des stations étudiées. L'écart-type
indiqué correspond a la variabilité des résultats sur les 6 individus de chaque station.

Les résultats obtenus sont présentés sur les figures 18 et 19 pour les glandes digestives et les
branchies respectivement ; les valeurs brutes sont données en annexe 7.

Les effets sont les plus marqués a Velle sur Moselle (station la plus en aval) quel que soit le
tissu étudié et le temps d’exposition.

Dans les glandes digestives, le méme profil de réponses du MDA a été obtenu pour les deux
périodes d’exposition des bivalves : la lipoperoxydation chez les bivalves transférés en aval
(Velle s/Moselle) est plus élevée que dans les organismes exposés sur les stations plus en
amont (Mitreuches, Eloyes, Archettes et Igney). A Eloyes et Archettes, la lipoperoxydation
varie en fonction de la durée d’exposition : apres 21 jours d’exposition, les taux de MDA sont
significativement augmentés par rapport aux valeurs des témoins. L’augmentation des taux de
MDA est du méme ordre de grandeur a Igney quelque soit le temps d’exposition des
organismes. C’est a Velle sur Moselle, que les taux de MDA sont les plus significativement
augmentés par rapport aux témoins : la lipoperoxydation s’accroit avec la durée d’exposition,
apres 7 jours, elle était augmentée d’un facteur 0,6 tandis qu’apres 21 jours d’exposition, les
taux de MDA étaient doublés par rapport aux niveaux de base.

Dans les branchies, les taux de MDA ne sont pas significativement différents des témoins
chez les individus transférés en amont de la ville d’Epinal, sauf a Eloyes aprés 21 jours
d’exposition ou I’augmentation est a la limite de la significativité. Les augmentations des taux
de MDA a Archettes et Igney sont du méme ordre de grandeur et ne varient pas en fonction de
la durée d’exposition. A Velle sur Moselle, le taux de MDA augmente de 40 % aprés 7 jours
d’exposition et de 60 % apres 21 jours d’exposition.

Aucune corrélation n'a été établie entre les réponses obtenues dans les glandes digestives et
les branchies (Figure 20).

Une diminution des activités de certains systémes enzymatiques antioxydants a été mise en
évidence chez les bivalves exposés sur les deux sites aval d’Igney et de Velle sur Moselle
apres 7 et 21 jours, dans les glandes digestives et dans les branchies (tableau XVII). Les effets
observés sont plus marqués a Velle sur Moselle qu’a Igney, surtout dans les branchies. Les
diminutions sont en moyenne de 30% a Igney et dépassent les 50% a Velle sur Moselle, pour
ce qui concerne les activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante et glutathion
réductase. A Velle sur Moselle, les taux de glutathion réduit sont diminués de 30% alors
qu'on note une augmentation de la forme oxydée. Il n'y a pas de différences significatives
entre les niveaux mesurés chez les témoins et ceux trouvés chez les bivalves transférés sur les
sites amont.
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Figure 22 : Taux moyens de 8-OHdG mesurés dans les homogénats tissulaires des branchies des

bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur la station témoin et les 5 stations de la Moselle (n=6)
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Résultats

¢/ Biomarqueur de génotoxicité : mesure des taux de 8-OHdG

Les résultats obtenus pour la 8-OHdG aprés 7 et 21 jours pour les deux tissus sont
présentés sur les figures 21 et 22 ; les valeurs brutes sont regroupées dans l'annexe 8.

Dans les glandes digestives, les taux de 8-OHdG, marqueur de ’oxydation de I’ADN, ne
sont pas significativement différents des témoins dans les stations situées en amont de la ville
d’Epinal (hormis a les Mitreuches, aprés 7 jours d’exposition), et ne varient pas en fonction de
la durée d’exposition. Les taux de 8-OHdG sont doublés par rapport aux niveaux de base de la
station des Mitreuches aprés 7 jours d’exposition et retournent a des niveaux de référence
apres 21 jours. On note une augmentation des taux de lésions a I’ADN pour les stations en
aval (Igney et Velle sur Moselle) par rapport aux niveaux de référence. A Igney, les taux de 8-
OHdAG sont augmentés de 70% comparés aux valeurs des organismes témoins apres 7 jours
d’exposition, les taux sont équivalents aux niveaux de base apres 21 jours.

11 faut souligner que la variabilité entre les individus est importante a Igney, la moitié des
organismes seulement a montré une induction des taux de 8-OHdG comparés aux niveaux de
base (voir annexe 7).

A Velle sur Moselle, aprés 21 jours d’exposition, le taux de 8-OHdG a augmenté de plus de
50 % chez 3 individus, d’un facteur 2,5 et 3 pour deux organismes sur les 5 exposés.

Dans les branchies, on note qu’a Igney, I’augmentation est de 33% aprés 7 jours

d’exposition, les taux retournent a des niveaux de base apres 21 jours d’exposition. Dans les
autres stations les variations ne sont pas significatives.
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Figure 24 : Cercles des corrélations réalisés sur les données centrées réduites incluant les
mesures du MDA, de la 8-OHdG et des analyses physico-chimiques dans les branchies apres
7 et 21 jours d’exposition




Résultats

d/ Analyse en composant rincipales (ACP

- Une ACP a été réalisée sur les données centrées réduites des parametres MDA, 8-

OHdG et des analyses physico-chimiques pour les sites le long de la Moselle. Les cercles de
corrélations sont présentés sur les figures 23 pour les glandes digestives et 24 pour les
branchies avec les composantes 1 et 2.
L'analyse en composantes principales consiste a exprimer un ensemble de variables en un
ensemble de combinaisons linéaires de facteurs non corrélés entre eux, ces facteurs rendant
compte d'une fraction de plus en plus faible de la variabilité¢ des données. Cette méthode
permet de représenter les données originelles (individus et variables) dans un espace de
dimension inférieure a l'espace originel, tout en limitant au maximum la perte d'information.
L'utilisation de I'ACP est intéressante pour résumer la structure de données décrites par
plusieurs variables quantitatives, tout en obtenant des facteurs non corrélés entre eux. Ces
facteurs peuvent étre utilisés comme de nouvelles variables permettant :

o d'éviter la multicolinéarité en régression multiple ou en analyse factorielle
discriminante,

o d'effectuer une classification automatique en ne tenant compte que de l'information
essentielle, c'est-a-dire en ne conservant que les premiers facteurs.

Certaines variables étaient mal représentées sur le cercle avec les composantes 1 et 2 c'est
pourquoi nous avons choisi d’utiliser également d’autres composantes (figures 25 et 26).

Les données physico-chimiques des sédiments de la station des Mitreuches utilisées pour
I’analyse sont issues du prélévement effectué le 22/06/99, les organismes ayant été transferes
sur le site le 08/06/99 et laissés pendant 1 ou 3 semaines.

Dans les glandes digestives (figure 23), aprés 7 jours d’exposition, le cercle des
corrélations montre que les concentrations de MDA varient en méme temps que les
concentrations en cadmium dans les sédiments. Les teneurs en cadmium dans les sédiments
de la station de Velle sur Moselle sont trés supérieures a celles trouvées au niveau des autres
points de transfert, soit 0,93 pg/Kg m.s. La concentration de 8-OHdG semble corrélée avec
les teneurs en HAPs et en métaux (cuivre, plomb et mercure). Dans le plan factoriel (annexe
9), on note un effet station, la distribution des individus montre que la station des Mitreuches
(G2), caractérisée par des sédiments contaminés en HAPs et en métaux, se détache des autres
stations. La figure 25 (composantes 2 et 4) montre I'indépendance des deux parametres
étudiés (MDA et 8-OHdG).

Aprés 21 jours d’exposition, 1’analyse met en valeur la correlation entre le MDA, la 8-OHdG
et les concentrations en cadmium dans les sédiments. On note que les taux de HAPs sont
corrélés aux concentrations en métaux et en PCBs des sédiments. La 8-OHdG n’apparait plus
corrélée aux taux de HAPs comme aprés 7 jours d’exposition. Par contre, la figure 25
(composantes 2 et 4) montre ’association existant entre le MDA et la 8-OHdG.

Si on remplace les données obtenues dans les glandes digestives par celles obtenues dans les

branchies (figure 24), aprés 7 jours d’exposition, le cercle des corrélations montre que les
taux de MDA sont liés aux taux de 8-OHdG et aux contenus en cadmium des sédiments. Par
contre, la figure 26 (composantes 2 et 4) montre I’indépendance entre le MDA et la 8-OHdG.

Aprés 21 jours d’exposition, une corrélation entre le MDA et les concentrations en cadmium

dans les sédiments est mise en évidence.
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Résultats

La 8-OHdG est mieux représentée sur le cercle avec les composantes 2 et 3 (figure 26) que
sur celui des composantes 1 et 2. Les deux parameétres MDA et 8-OHdG paraissent
indépendants. La distribution des individus dans le plan factoriel sont présentés en annexe 10.

Les résultats des ACP n'ont montré aucune incidence des concentrations en HAP sur les
niveaux de 8-OHdG. Dans les glandes digestives apres 7 jours d’exposition, la représentation
sur le cercle nous laisse penser que les variables HAPs et 8-OHdG sont liées. Apres 21 jours
d’exposition, les taux de 8-OHdG et de MDA apparaissent corrélés quelles que soient les
composantes utilisées. L’existence d’une relation entre la lipoperoxydation et la formation de

la 8-OHdG peut étre soulignée.

En conclusion, 1'étude de transfert réalisée le long de la Moselle a montré que :

- la lipoperoxydation, marqueur de stress oxydant, est induite chez les individus encages au
niveau des stations aval (Igney et Velle sur Moselle) par rapport aux témoins. Les effets sont
moindres aux stations amont (Mitreuches et Eloyes). Ces variations ont été mises en évidence
au niveau des glandes digestives et des branchies dans les organismes transférés sur les sites
étudiés. Les effets sont plus marqués dans les glandes digestives et varient en fonction de la
durée de I’exposition : la lipoperoxydation est augmentée de 60% apres 7 jours d'exposition,
et elle a doublé, par rapport aux témoins, aprés 21 jours d'exposition dans les organismes
exposés a Velle sur Moselle.

Les diminutions des paramétres antioxydants tels que le taux de glutathion réduit et les
activités glutathion peroxydase sélénium-dépendante et glutathion-réductase sont associées a
I'induction de la lipoperoxydation dans les organismes transférés sur ces sites.

- les taux de 8-OHdG paraissent supérieurs aux stations d’Igney et Velle sur Moselle par
rapport aux témoins. Toutefois, |'augmentation n'est significative que dans les glandes
digestives pour les stations des Mitreuches et Igney apres 7 jours, et a Velle sur moselle apres
21 jours. L’augmentation des taux de 8-OHdG aux Mitreuches et Igney est temporaire.

- Dans les branchies, I'augmentation des taux de 8-OHdG n est significative qu’a Igney apreés
7 jours d'exposition.

- les résultats de ['analyse en composantes principales dans les glandes digestives a permis
d'émettre I'hypothése que la formation de 8-OHdG éiait liée aux concentrations de HAPs
totaux @ 7 jours. La mesure de la 8-OHdG semble étre un marqueur représentatif d'une
pollution par des HAPs d’apreés les résultats analytiques. L'existence d’une relation entre
I’induction de la lipoperoxydation et la formation de la 8-OHdG a été montrée dans les deux
tissus étudiés a 21 jours dans les glandes digestives et a 7 jours dans les branchies.
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Table XVIII: Analyses physico-chimiques des eaux des 4 plans d’eau en Lorraine

Parameétres Roville devant Bayon Vandiéres Corny Messein
Physico-chimiques 11/11/1999 17/05/2000 11/11/1999 17/05/2000 26/06/2000 26/06/2000
pH 7,19 6,48 7,03 7,29 8,9 7.7
Conductivité ps/cm 290 263 654 695 390 382
Sodium mg/L Na <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 17 21
Ammoniaque total mg/L NH4 0,3 0,046 0,59 0,036 0,02 0,074
Chlorures mg/L Cl 10,7 11,40 116 129 72 23
Nitrates mg/L NO3 2,03 1,48 1,2 0,24 0,16 0,1
Nitrites mg/L NO2 0,022 0,042 0,017 0,025 <0,01 <0,01
Orthophosphates  mg/L PO4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,004 0,011
Phosphore mg/L P 0,06 0,10 0,1 0,1 0,031 0,141
fer mg/L 0,07 0,087 0,09 0,284 ND ND
Manganese mg/L 0,01 0,099 0,04 0,629 ND ND
Cuivre mg/L 0,02 0,01 0,025 0,01 ND ND
Zinc mg/L 0,01 0,02 0,01 0,02 ND ND
plomb mg/L 0,01 0,01 0,01 0,01 ND ND
Chrome mg/L <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 ND ND
Atrazine ug/L <0,01 0,02 <0,01 0,02 ND ND
Cyanazine pg/l <0,01 0,03 <0,01 0,03 ND ND
Simazine pg/L <0,01 0,02 <0,01 0,02 ND ND

ND: non déterminé



Résultats

B/ Suivi de la qualité biologique de plans d’eau de la vallée de la Moselle

Ce programme concerne 1’évaluation et le suivi de la qualité de I’eau d’étangs lorrains issus
de graviéres et sabliéres anciennes ou toujours en activite.

Les biomarqueurs étudiés lors des trois campagnes sont le MDA, marqueur de toxicité, les
activités enzymatiques antioxydantes des glutathion peroxydases et glutathion réductase, et le
glutathion, sous ses formes réduite et oxydée. Lors de la derni¢re campagne d’automne 2000,
la mesure de parameétres de génotoxicité a été ajoutée a I’ensemble des biomarqueurs étudiés,
les taux de 8-OHAG et les cassures a I’ADN (test des Cometes) ont été mesurés au niveau
hépatique et branchial dans les bivalves transférés sur les 4 sites et dans la station témoin.

Les paramétres physico-chimiques mesurés par 1’organisme gestionnaire des gravicres ont été
restreints a des parameétres globaux (tableau XVIII). Tous les métaux n’ont pas été recherchés,
comme ce qui avait été fait précédemment sur les sédiments de la Moselle. Aucun polluant
organique persistant, de type HAP ou PCB, n’a été mesuré dans I’eau ou les sédiments, ce que
I’on peut regretter méme si une contamination chimique des gravicres par ces dérivés semblait
peu probable. L’analyse des sédiments de la station témoin de la Maxe montre que I’étang est
exempt de toute contamination (annexe 11). On peut déplorer 1'absence d'analyses de I'eau de
la Maxe.

A Roville devant Bayon et & Vandiéres, les concentrations en fer et en manganese sont plus
importantes lors de la campagne de printemps 2000 qu’en automne 1999, peut étre par suite
d’une solubilité accrue du métal avec la température. Les concentrations en herbicides restent
inférieures aux limites de détection quel que soit le site étudié. A Corny et a Messein, les
teneurs en sodium (20 mg/L en moyenne) sont plus importantes qu’a Roville et Vandiéres
(<0,01 mg/L). Les concentrations en ions chlorures ne sont pas négligeables a Corny et a
Vandieres (>70 mg/L).
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Figure 27 : Concentrations moyennes de MDA mesurées dans les homogénats tissulaires des
glandes digestives des bivalves exposés pendant 21 jours sur les 2 plans d’eau issus de graviéres

au cours de la campagne d’automne 1999 (n=6)
La lipoperoxydation est exprimée en ng MDA/mg protéine
* augmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de référence (p < 0,05)

ng MDA/mg protéines

Témoin Roville dt Bayon Vandiéres

Figure 28 : Concentrations moyennes de MDA mesurés dans les homogénats tissulaires des
branchies des bivalves exposés pendant 21 jours sur les 2 plans d’eau issus de graviéres au cours

de la campagne d’automne 1999 (n=6)
La lipoperoxydation est exprimée en ng MDA/mg protéine
* augmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de référence (p < 0,05)

Tableau XIX : Modifications des paramétres antioxydants observées dans les bivalves transférés
sur les 2 plans d’eau de la vallée de la Moselle durant I’automne 1999 aprés 21 jours d’exposition
Gd = glande digestive ; Br = branchie ; SeGPx: glutathion peroxydase sélénium-dépendante ; GPx Se-ind : glutathion
peroxydase sélénium-indépendante ; GRd : glutathion réductase ; GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé

Roville dt Bayon Vandiéres
Gd Br Gd Br
SeGPx = = = =
GPx Se-ind = = = =
GRd 3 4 =
GSH { ¥
GSSG 1) L

= non significativement différent du témoin
4 diminution par rapport au témoin (< 30%) 0 augmentation par rapport au témoin (< 30%)



Résultats

am ne d’au e 1999

Les résultats obtenus sur les biomarqueurs étudiés sont représentés sur les figures 27 et 28
pour les glandes digestives et les branchies respectivement ; les valeurs brutes des diverses
campagnes sont données en annexe 12.

D’un point de vue général, on observe aprés 21 jours d’exposition des bivalves une
augmentation de la peroxydation des lipides au niveau des glandes digestives sur les deux
graviéres de Roville et Vandiéres. Cette augmentation est de 45% au niveau de Roville devant
Bayon et de 30% au niveau du site de Vandiéres, par rapport aux niveaux de base.

Ces modifications, par rapport aux bivalves témoins, sont faibles mais traduisent des
conditions environnementales défavorables a 1’origine d’une toxicite cellulaire.

Dans les branchies, les effets sont plus faibles que dans les glandes digestives mais, on note
des effets significatifs dans les deux stations étudiées.

La diminution des activités antioxydantes (GPx, GRd et GSH) dans les glandes digestives
montre une altération des capacités de détoxification des bivalves transférés au niveau des
graviéres (tableau XIX). On reléve une diminution de 20% de ['activité GRd et de 10% des
taux de GSH dans les glandes digestives des bivalves exposés a Roville devant Bayon. Ces
diminutions semblent plus marquées a Vandieres. Il n'’y a aucune différence significative par
rapport aux témoins pour l'ensemble des paramétres antioxydants dans les branchies.

L’ensemble des parametres a ét¢ mesuré aprés une durée d’exposition unique de 21 jours, le

caractére transitoire de ces modifications, n’a pu étre mesuré car les cages n’ont pu étre
récuperées a ts.

63



10 —

g 8
$ t7
- ——
[#)]
g | .t21
24
s
2 2. o

0

Témoin Roville dt Bayon Vandiéres Comy

Figure 29 : Concentrations moyennes de MDA dans les homogénats tissulaires des glandes
digestives des bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur les 3 plans d’eau issus de gravieres au

cours de la campagne de printemps 2000 (n=6)
La lipoperoxydation est exprimée en ng MDA/mg protéine
* gugmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de référence (p < 0,05)
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Figure 30 : Concentrations moyennes de MDA dans les homogénats tissulaires des branchies des
bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur les 3 plans d’eau issus de graviéres au cours de la
campagne de printemps 2000 (n = 6)

* augmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de référence (p < 0,05)

Tableau XX : Modifications des parameétres antioxydants observées dans les bivalves transférés
sur les 3 plans d’eau de la vallée de la Moselle durant le printemps 2000 aprés 7 et 21 jours
d’exposition

Gd = glande digestive ; Br = branchie ; SeGPx: glutathion peroxydase sélénium-dépendante ; GPx Se-ind : glutathion
peroxydase sélénium-indépendante ; GRd : glutathion réductase ; GSH : glutathion réduit ; GSSG : glutathion oxydé

Roville dt Bayon Vandiéres Comny
Gd Br Gd Br Gd Br
t7 21| t7 21| ¢7 21| ¢7 21| ¢7 21| ¢7 €21
SeGPx slelael=[=]Ii=ldl==1=11
GPx Se-ind =l=l=l=l=[3d]|=W|=|=]=|=
GRd VId b [=]=[H]=1W[=]=]{]
GSH =l={dl=1=13d[=[d|=]=13]}
GSSG ==l Tt TIMM}={1T]=1=1TIT

= non significativement différent du témoin {  diminution par rapport au témoin (< 30%)
T augmentation par rapport au témoin (< 30%) 11 augmentation par rapport au témoin (> 50%)



Resultats

a rintemps

Les résultats obtenus aprés 7 et 21 jours pour les deux tissus sont présentés sur les figures 29
pour les glandes digestives et 30 pour les branchies.

Dans les glandes digestives, les effets observés sont plus marqués chez les bivalves exposés
sur le site de Vandiéres a 21 jours ; les effets sont du méme ordre de grandeur dans les
branchies quel que soit le site étudié. Aprés 7 jours d’exposition, les effets de la
lipoperoxydation sont moindres chez les organismes exposés dans les deux tissus étudiés.
Apres 21 jours, les taux de MDA des glandes digestives sont 2,5 fois plus élevés que ceux des
témoins. Dans les branchies, I’augmentation des taux de MDA est moins marquée (x 1,7). Sur
ce site, un seul bivalve parmi ceux encagés avait été retrouvé vivant apres 21 jours
d’exposition. Les résultats obtenus chez cet organisme confirment une altération tissulaire,
branchiale et digestive, et la déficience des systéemes de détoxification cellulaire.

Les modifications enregistrées apparaissent étre le reflet d’un impact biologique des facteurs
environnementaux sur 1’organisme vivant, et de la détérioration de son état de sante.

Pour les autres sites étudiés, on note une augmentation, quoique faible, des niveaux de MDA
(x 1,4 et x 1,5 respectivement pour t; et t,;) dans les branchies seulement.

Pour le site de Roville devant Bayon, la lipoperoxydation a été détectée apres 7 jours et 21
jours dans les branchies, une hausse significative des taux de MDA est notée
comparativement aux témoins (x 1,5).

A Corny, le taux de peroxydation des lipides augmente de pres de 40% apres 7 jours et 21
jours d’exposition dans les branchies . Dans les glandes digestives, aucune modification n’est
visible quelle que soit la durée d’exposition.

Les effets observés sur les paramétres antioxydants (tableau XX) sont plus marqués chez les
bivalves exposés sur le site de Vandiéres apreés 21 jours d’exposition ; les effets sont du méme
ordre de grandeur dans les glandes digestives et les branchies. On remarque sur ce site, une
diminution importante de tous les paramétres antioxydants étudiés (40% GPx, 61% GRd et
30% GSH), accompagnée d'une augmentation de 75% des taux de glutathion oxydé. Pour les
deux autres sites étudiés, on note une faible diminution (environ 20%,) des activités GRd et
des taux de GSH dans les deux tissus, avec une tendance a un retour a des niveaux
comparables aux témoins apreés 21 jours d'exposition.
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Figure 31: Taux moyens de MDA et de 8-OHdG dans les homogénats tissulaires des glandes
digestives des bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur les 4 plans d’eau issus de graviéres au cours
de la campagne d’automne 2000 (n=6).

* augmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de référence (p < 0,05)
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Figure 32 : Taux moyens de MDA et de 8-OHdG dans les homogénats tissulaires des branchies des
bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur les 4 plans d’eau issus de graviéres au cours de la campagne
d’automne 2000 (n = 6).

* augmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de référence (p < 0,05)




Résultats

ampagne d’aut 200

Les résultats obtenus aprés 7 et 21 jours pour les deux tissus sont présentés sur les figures 31
et 32.

Peroxydation lipidique

Lors de la campagne d'automne 2000, les réponses mesurées sont différentes selon le tissu
étudié.

Dans les glandes digestives, aucune modification de la lipoperoxydation n’a été enregistrée
chez les bivalves exposés & Roville devant Bayon, apres 7 et 21 jours d’exposition.

A Vandiéres, les niveaux de MDA ont doublé par rapport aux niveaux de base, les effets sont
du méme ordre de grandeur quelle que soit la durée d’exposition.

A Corny, on observe une augmentation des concentrations en MDA de 40% aprés 7 jours
d’exposition et de 70% apres 21 jours.

Chez les bivalves exposés a4 Messein (il en est de méme a Vandicres et Corny), la
peroxydation lipidique s’accroit avec la durée d’exposition. Aprés 7 jours, on note une
augmentation du MDA de 40%. A 21 jours, les modifications sont environ deux fois plus
marquées, avec une augmentation de 80% du MDA par rapport aux niveaux de base.

Au niveau branchial, les effets sont paralléles & ceux notés dans les glandes digestives apres
7 jours d’exposition des bivalves a Roville devant Bayon (taux MDA augmente de 40%).
Aprés 21 jours d’exposition, on observe un retour de la lipoperoxydation a un niveau basal
identique aux témoins, preuve de ’adaptation des bivalves aux conditions environnementales.
A Vandiéres, on note un doublement de la peroxydation des lipides apres 7 et 21 jours ; les
effets sont en accord avec ceux observés en 1999 sur ce site.

Sur le site de Corny, la peroxydation des lipides est caractérisée par une augmentation de
’ordre de 40% du taux de MDA 4 7 jours et de 50% a 21 jours.

A Messein, I’augmentation du MDA est de 65% & 21 jours.

Les tendances des systémes antioxydants sont présentées dans le tableau XXI. Aucune
modification de ces paramétres n'a été mesurée chez les bivalves exposés a Roville devant
Bayon, quelle que soit la durée d’exposition. A Vandiéres, [’ensemble des paramétres mesurés
est modifié, mais les effets sont du méme ordre de grandeur aprés 7 et 21 jours d’exposition :
on observe des diminutions trés marquées des systémes antioxydants (30% GPx, 50% GRd et
30% GSH) et l’augmentation du taux de glutathion oxydé (35%,). Sur le site de Corny, une
diminution de 20% de 1'activité du GRd et de 15% du glutathion réduit apres 7 et 21 jours
d’exposition est relevée dans les deux tissus étudiés. A Messein, une accentuation des effets
est notée dans les glandes digestives en fonction de la durée d’exposition concernant les
activités glutathion peroxydases, la glutathion réductase et le glutathion réduit.

Génotoxicité

Dans les glandes digestives, une augmentation de 70 % des taux de 8-OHdG aprés 21 jours
d’exposition est observée a Roville devant Bayon. Aucune modification n’est visible apres 7
jours d’exposition.

A Vandiéres, les effets sont du méme ordre de grandeur quelle que soit la durée d’exposition :
les taux de 8-OHdG ont triplé comparés aux niveaux de base.

A Corny, on note seulement des effets a 21 jours, le taux de 8-OHdG étant doubleé.
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Tableau XXI_: Modifications des parameétres antioxydants et du test des cométes observees dans
les bivalves transférés sur les 4 plans d’eau de la vallée de la Moselle durant I’automne 2000 apres

7 et 21 jours d’exposition
Gd = glande digestive ; Br = branchie

Roville dt Bayon Vandiéres Corny Messein

Gd Br Gd Br Gd Br Gd Br
t7 21| t7 €21 t7 21| t7 21| ¢7 21| ¢7 21| t7 €21 | t7 t21
SeGPx =|l=]=]=]3]3d]d]i]=[d[=1d]=]3 1414
GPx Se-ind =|l=]=[=JdJd[=[Id]=]=1=d1=13[=1J
GRd = =[d[=1W[W[I[I][I[ITWLII]TITE]
GSH = =]l ]=]3d[d[IJI]IJI ]Iy
GSSG =l=]=[=1t1r[ti{r[=1t]=]=]2T|T[T]|=

Test des comeétes t7 t21 t7 t21 t7 t21 t7 121

(hémolymphe) 1 = = = = i = 1)
= non significativement différent du témoin T augmentation par rapport au témoin (< 30%)

J  diminution par rapport au témoin (< 30%) T augmentation par rapport au témoin (> 30%)
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Figure 33: : Cercle des corrélations des données centrées réduites de I’ensemble des
parameétres biologiques (sans la 8-OHdG) pour I’étude des graviéres, toutes campagnes et tous

tissus confondus



Résultats

A Messein, les taux de 8-OHdAG ont triplé apres 7 jours comparés aux niveaux de base.

Au niveau branchial, aucune modification des niveaux de résidus 8-OHdG n’est observee
quelle que soit la durée d’exposition a Roville devant Bayon, a Corny et a Messein.

A Vandiéres, le taux de 8-OHdG est augmenté de 45 % apres 21 jours seulement.

Le test des Cométes (tableau XXI) a été effectué avec I’hémolymphe (hémocytes) des bivalves
lors de cette campagne. Les résultats des taux moyens des dommages a I'’ADN montrent une
augmentation des lésions génomiques dans les hémocytes des Unio exposées pendant 21 jours
a Messein et a Corny. Aucune modification n'est visible sur les autres sites testés quelle que
soit la durée d’exposition.

d/ Analyse en composantes principales

Une ACP a été réalisée sur les données centrées réduites de 1’ensemble des paramétres
biologiques étudiés- MDA, systémes antioxydants, 8-OHdG- des sites issus de graviéres
durant les deux années d’études. Le parametre 8-OHdG n’intervenant que lors de la campagne
d’automne 2000, deux analyses ont été effectuées : 1’une prenant en compte tous les sites, les
mesures de la lipoperoxydation et des systémes antioxydants, mais pas la 8-OHdG, et la
seconde portant seulement sur les résultats d’automne 2000 et incluant les mesures des taux

de 8-OHdG.
ACP des résultats de toutes les campagnes

Comme le montre le cercle des corrélations de la figure 33, on remarque que le MDA est
corrélé a la GSSG. En effet, nous avons observé que I'induction du MDA s’accompagnait
d’une augmentation des contenus en glutathion oxydé. Ces deux variables varient en sens
inverse de la glutathion réductase. Les deux variables GPx Se-ind. et SeGPx sont corrélées
entre elles. Ces résultats traduisent 1’induction de la lipoperoxydation qui résulte d’une
déplétion des paramétres antioxydants.

La glutathion réductase est impliquée dans le processus de régénération du glutathion réduit a
partir du glutathion oxydé : quand I’activité de I’enzyme diminue, ce processus est ralenti et le
GSSG s’accumule. Sur le cercle, on note que les variables GSH et GRd ne sont pas corrélés
cependant il faut rappeler qua la premicre analyse concernait I'ensemble des données
regroupées des branchies et des glandes digestives. Cette ACP devait nous fournir une
tendance générale des corrélations entre variables.

La composante principale 1 qui contient les informations relatives a la variance maximale
peut étre liée au gradient de perturbation des plans d'eau qui dépend des niveaux de MDA et

de GSSG.
ACP des résultats d’automne 2000

La seconde analyse a été réalisée avec les données d’automne 2000 incluant les mesures de la
8-OHdG. Nous avons séparé les deux tissus afin de mieux cerner les rapports entre les
différentes variables (figure 34 et 35).

Dans les glandes digestives, on note que la 8-OHdG est liée au MDA selon la composante
1 aprés 7 jours d’exposition. La composante 1 peut étre interprétée comme un gradient de
toxicité, avec les paramétres de toxicité (GSSG, MDA et 8-OHdG) s’opposant aux systemes
antioxydants (GPx, GRd et GSH).
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Figure 34 : Cercles des corrélations sur les données centrées réduites incluant les mesures du MDA,
de 1a 8-OHdG et des paramétres antioxydants dans les glandes digestives apres 7 et 21 jours
d’exposition pour les sites des gravieres lors de la campagne d’automne 2000
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Figure 35 : Cercles des corrélations sur les données centrées réduites incluant les mesures du MDA,
de la 8-OHdG et des paramétres antioxydants dans les branchies aprés 7 et 21 jours d’exposition
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Résultats

La corrélation entre les deux variables 8-OHdG et MDA disparait aprés 21 jours d’exposition,
les taux de 8-OHAG semblent alors indépendants de la lipoperoxydation et de I'activit¢ des
systémes antioxydants.

Dans les branchies, les taux de MDA et GSSG sont fortement associés entre eux et sont
inversement liés aux activités enzymatiques antioxydantes et au glutathion réduit aprés 7 jours
d’exposition. La 8-OHdG n’est corr¢lée a aucun paramétre ; les taux de 8-OHdG mesurés
dans les branchies des individus transférés sur les 4 plans d’eau sont effectivement similaires
A ceux reportés chez les contrdles. On note qu’apres 21 jours d’exposition, les variables
GSSG et 8-OHAG sont corrélées. Le MDA qui n'est plus lié aux taux de GSSG s'oppose a la
8-OHdG selon la composante 2.

En résumé, les études de transfert réalisées sur les plans d’eau en Lorraine ont montré que :

- les effets apparaissent d’abord au niveau des glandes digestives et sont toujours plus
intenses dans ce tissu que dans les branchies.

- les effets enregistrés a Roville devant Bayon sont modérés et traduisent une faible
dégradation du milieu en 1999. L’ amélioration de la qualité du milieu est nette en fin 2000.

- le site de Corny, qualifié de témoin initialement, n'a entrainé aucune réponse des
biomarqueurs de toxicité lors de la campagne de printemps 2000, mais il semble que le milieu
se soit légérement dégradé a I’automne.

- U'amplification des effets de la lipoperoxydation a 21 jours par rapport a ceux relevés apres
7 jours sur le site de Messein lors de I'automne 2000 s'accompagne d'une déplétion des
systémes antioxydants : elle dénote la difficulté des organismes a surmonter le stress
environnemental sur ce site. Cette accentuation des effets dans le temps suscite des
interrogations quant aux conséquences a long terme d 'une exposition prolongée.

- le site de Vandiéres est certainement le plus perturbé des quatre plans d'eau étudiés. La
situation notée en 2000 pose la question de l'origine de la dégradation enregistrée el a
laquelle il est nécessaire de remédier. On note une forte minéralisation sur ce site avec des
concentrations importantes en ions chlorures (environ 120 mg CI/L), en manganése (0,63
mg/L) et une conductivité élevée (695 ys/cm)

- les résultats des ACP ont confirmé 1'existence d 'une corrélation entre le MDA et la 8-OHdG
dans les glandes digestives dans les premiers jours de l'exposition, mais celle-ci disparait a
21 jours. Dans les branchies, aucune relation entre la lipoperoxydation et la formation de §-
OHdG n’a pu étre mis en évidence.

67



..y A
. 'l ™ 'z B
[ *

3 10 + — — -
c * * * * IO
@ 1 — =
g s Z
a * Q
X - — 5
< &
o = FEP—— I -
s 4 "
=
< 5 B B

0 — r .

témoin témoin Fer Fer + B(a)P B(a)P témoin témoin Fer Fer + B(a)P B(a)P
DMSO DMSO

Figure 36 : Taux de MDA et de 8-OHdG mesurés dans les homogénats tissulaires des glandes
digestives des bivalves exposés en laboratoire au fer ferrique (20 mg/L) et au Benzo(a)Pyréne (20

ng/L) lors d’une étude préliminaire (n=1). Les écart-types sont calculés sur les dupliquats.
La lipoperoxydation est exprimée en ng/mg protéine et les taux de 8-OHdG sont exprimés en 8-OHdG/10° dG
* Augmentation statistiquement significative par rapport aux témoins (p < 0,05)
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Figure 37 : Taux de MDA et de 8-OHdG mesurés dans les homogénats tissulaires des branchies des
bivalves exposés en laboratoire au fer ferrique (20 mg/L) et au Benzo(a)Pyréne (20 pg/L) lors d’une

étude préliminaire (n=1). Les écart-types sont calculés sur les dupliquats.
La lipoperoxydation est exprimée en ng/mg protéine et les taux de 8-OHdG sont exprimés en 8-OHdG/10° dG
* Augmentation statistiquement significative par rapport aux témoins (p < 0,05)



Résultats

3/ INTOXICATIONS EN LABORATOIRE

Des intoxications ont été conduites en conditions contrdlées de laboratoire afin de

vérifier si I’exposition des bivalves a des contaminants induisant un stress oxydant, pouvait
entrainer également des Iésions oxydatives a I’ADN. Nous souhaitions étudier les relations
existentes entre I’induction de la lipoperoxydation et la formation de la 8-OHdG, marqueur de
génotoxicité. Les résultats bruts des essais préliminaires et définitifs sont donnés en annexe
13.
Deux études de Gargon ef al. (2001a, b) réalisées sur des rongeurs avaient montré une
synergie de la toxicité du fer et du B(a)P. L’hypothése d’un stress oxydant a I’origine de cette
toxicité avait été émise par les auteurs, le fer pouvant favoriser la production du radical
hydroxyle via la réaction de Fenton, et le B(a)P pouvant provoquer une induction
d’oxyradicaux (Livingstone ef al., 1988) et d’adduits a I’ADN (Xu et al., 1999).

Le test des Comeétes a été réalisé par Sébastien Lemiere sur les glandes digestives et les
branchies afin de mettre en évidence les lésions a I'’ADN autres que la déoxyguanosine
oxydeée.

A/ Résultats
(1) Essai préliminaire

Les deux groupes contrdles (avec ou sans DMSO) présentent des contenus en MDA
comparables (figures 36 et 37) quel que soit le tissu étudié. Dans les glandes digestives, une
augmentation des taux de MDA a été observée chez les bivalves exposés au fer et au B(a)P
seuls ou en melange. Les effets de la lipoperoxydation sont plus marqués pour les essais
réalisés avec le fer : les taux de MDA ont été multiplié par trois aprés exposition au fer seul et
par deux apres exposition au mélange fer-B(a)P par rapport aux valeurs des contrdles.

Une augmentation des niveaux de 8-OHdG a été observée avec le fer (x 2,4), le B(a)P et les
deux en mélange (x1,7) par rapport aux témoins.

Dans les branchies, une augmentation significative des taux de MDA est notée aprés
exposition aux substances étudiées seules ou en mélange. L’induction des taux de MDA est
moins importante en présence de B(a)P seul (x 1,5). Une augmentation des niveaux de 8-
OHdG a été observée dans les organismes exposés au B(a)P, comparés aux controles : les
effets sont plus marqués avec le B(a)P seul (x 1,4) qu’en présence de fer.

Au cours de I’intoxication préliminaire, les résultats obtenus au niveau hépatique et branchial,
apreés exposition des Unios au fer, confirment ’altération tissulaire. En effet, les effets de la
lipoperoxydation sont plus marqués chez les bivalves exposés au fer seul et au mélange fer-
B(a)P. Une évaluation des effets génotoxiques des toxiques testés a été réalisée par la mesure
de la 8-OHdG et des cassures a ’ADN. Les résultats ont montré des effets significatifs dans
les glandes digestives reflétant 1’altération de I’ADN et la génération de bases mutées apres
exposition aux toxiques. Les effets ont été dans I’ensemble plus accentués au niveau des
glandes digestives et notamment pour I’intoxication par le fer, en accord avec les
augmentations significatives des contenus en MDA et en 8-OHdG dans ce tissu.
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Tableau XXII : Récapitulatif des résultats du test des cométes aprés 6 jours d’exposition des organismes au

fer et/ou au BaP lors de I’essai définitif

Glande digestive Branchie
Fer 1 (20 mg/L) = =
Fer 2 (40 mg/L) 1 =
B(a)P 1 (50 pg/L) IN) =
B(a)P 2 (100 pg/L) T =
Fer 1 + B(a)P 1 1 =
Fer 1 + B(a)P 2 1 =
Fer 2+ B(a)P 1 1 i
Fer2 + B(a)P 2 0 =

= non différent des témoin
témoins (>40%)

T augmentation par rapport aux témoins (<30%) 11 augmentation par rapport aux

DP (01/OPHO-8



Résultats

(2) Essai définitif

Les résultats de I’essai définitif montrent une augmentation de la peroxydation des lipides
pour les deux tissus étudiés (figures 38 et 39) quel que soit la substance testée. Ces
modifications, par rapport aux bivalves témoins, sont plus marquées au niveau des glandes
digestives et traduisent une toxicité cellulaire supérieure & celles observées pour les branchies.

Dans les glandes digestives, on remarque que les augmentations les plus importantes de la
lipoperoxydation sont observées avec les concentrations les plus fortes en fer ou BaP :

Aprés exposition au fer seul, la peroxydation des lipides augmente avec les concentrations en
fer (x 2,8 avec 20 mg fer/L et x 3,2 avec 40 mg fer/L).

L’induction de la lipoperoxydation varie également avec la concentration en B(a)P : les
valeurs de MDA observées sont respectivement multipliées d’un facteur de 1,8 et 2,2 par
rapport aux témoins pour les concentrations de 50 pg/L et 100 pg/L respectivement.

Au niveau branchial, les augmentations des taux de MDA sont plus marquées avec le fer
seul. On note un doublement des taux de MDA par rapport aux témoins dans les organismes
exposés. Chez les bivalves exposes au B(a)P seul, les taux de MDA n’augmentent pas avec
les teneurs en BaP. La lipoperoxydation est augmentée avec le melange fer-B(a)P quelle que
soit ]a concentration. L’augmentation des taux de 8-OHdG est observée avec le fer 3 40 mg/L,
le B(a)P a 50 pg/L et le mélange fer (40mg/L)-B(a)P (100ug/L).

Les altérations génomiques mesurées par le test des Cométes (tableau XXII) mettent en
évidence des effets génotoxiques dans les glandes digestives en présence de B(a)P seul ou en
mélange.

Les cassures a I’ADN dans les glandes digestives sont plus marquées en présence de B(a)P
seul et en mélange. Aucun effet n’est noté a 20 mg/L de fer, alors qu une augmentation de 8-
OHAG était observée. Les effets clastogénes sont plus importants a 50 ug/L de BaP qu’a 100
ug/L, comme les taux de 8-OHdG.

Dans les branchies, les résultats montrent une faible induction des cassures a I'ADN, seul le

mélange fer2/BaP1 a un effet significatif.
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Résultats

Des différences interindividuelles ont été observées lors des mesures de 8-OHdAG (figure 40) :

- dans les glandes digestives, on note également une variabilité individuelle importante des
réponses chez les organismes exposés. Apres exposition a 50 pg/L de B(a)P, aucune réponse
n’est enregistrée chez un individu alors que les 4 autres présentent des inductions de 8-OHdG
de I’ordre de 2 & 3 par rapport aux témoins. Deux individus sur les cinq exposés au B(a)P
(100pg/L) ont une induction des taux de bases oxydées de x 2,2 4 x 3 alors qu’aucune
différence significative par rapport aux témoins n’était notée pour les trois autres organismes.
La variabilité individuelle n’est pas accentuée lors des co-expositions au fer et au B(a)P.

- dans les branchies, les expositions au B(a)P seul ou en mélange ont montré des variations
dans les réponses des organismes exposés. Deux individus sur les cinq exposés au B(a)P seul
(100pg/L) ont vu leurs taux de 8-OHdG augmentés de x 2,6 a x 4,6. De méme, un individu
sur les 5 exposés au mélange B(a)P et fer (20 mg/L) a montré une induction des taux de 8-
OHdG par rapport aux contrdles (x 2,3 avec 50 pg B(a)P/L et x 2,7 avec 100 pg B(a)P/L)
alors que les niveaux des 4 autres individus n’avaient pas changé, présentant méme des taux
inférieurs a ceux des témoins.

Le calcul du coefficient de variation (CV) a été effectué sur les données concernant la 8-
OHAG lors de l'essai définitif (annexe 13).

Dans les glandes digestives, on note pour les témoins un faible pourcentage, ce qui refléte la
faible dispersion des résultats (9% pour le témoin et 15% pour le témoin DMSO). La
dispersion des résultats est importante pour le B(a)P a 100 pg/L soit 60% et pour le mélange
fer-B(a)P (60%) excepté pour les plus fortes concentrations (35%).

Dans les branchies, on remarque la faible dispersion des résultats des témoins. Les CV les
plus importants sont obtenus avec le B(a)P a 100 pg/L (70%) et pour le mélange fer-B(a)P
aux plus faibles concentrations (84%).

De maniére générale, la dispersion des résultats est plus importante avec le B(a)P qu'avec le
fer. De méme, chez les bivalves exposés au B(a)P seul, les CV augmentent de maniére dose-
dépendants. On note une dispersion importante pour les mélanges fer-B(a)P excepté pour les
plus fortes concentrations ol les taux sont moindres.

A lissue de ces essais au laboratoire, nous retiendrons que-:

- l’exposition au fer et/ou au B(a)P a entrainé une peroxydation lipidique statistiquement
significative dans les glandes digestives et les branchies,

- une exposition simultanée au fer et au BaP n’augmente pas les taux des lésions a I’ADN,
comparée aux effets des substances seules. Peu de différences ont été enregistrées entre 50 et

100 ug/L de BaP, les lésions a I’ADN apparaissent plus intenses a 50 ug BaP/L,

- lintensité des réponses varie selon les individus : certains bivalves se sont montrés plus
sensibles a I'exposition au BaP alors que d’autres n’ont manifesté aucune réponse.
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Tz_lbleau XXII : Modifications observées des taux de MDA et de 8-OHdG chez les bivalves transféres au
niveau des sites contaminés par rapport aux organismes encagés dans le site de référence.

Sites Paramétres Tissus
Glande digestive Branchie
t7 t21 t7 t21
Les Mitreuches MDA - - - -
8-OHdG x2 - - -
Eloyes MDA - x 1,4 - -
8-OHdG - - - -
Archettes MDA x1,3 x 1,4 x 1,4 x1,3
8-OHdG x1,3 - - -
Igney MDA x 1,4 - x 1,4 x 1,4
8-OHdG x 1,7 - x 1,4 -
Velle s/Moselle MDA x 1,6 x2 x 1,4 x 1,6
8-OHdG - x 1,7 - -
1999 2000p 2000a
Gd Br Gd Br Gd Br
t7 t21 t7 21 t7 t21 t7 t21 t7 t21 t7 t21
Roville dt Bayon MDA x1,4 x1,3 | x1,2 - x1,4 | x1,5 - - x1,2 -
8OHdG - x1,7 - -
Vandiéres MDA x1,3 x1,3 | x1,2 ] x2 - x1,7 | x2 x2 x2 x2
80OHAG x3 x3 - x1,4
Corny MDA x1,2 - x1,4 | x1,5 | x1,4 | x1,7 | x1,4 x1,4
80OHAG - x1,8 - -
Messein MDA x1,4 | x1,8 | x1,6 | x1,65
80OHdG x2,5 | x1,3 - -
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Figure 41 Distribution des taux de 8-OHdG en fonction des taux de MDA dans les glandes digestives et
les branchies des bivalves exposés lors des campagnes in situ



Discussion

Etudes de terrain et intoxications en laboratoire : réponses des biomarqueurs de toxicité
et de génotoxicité

Nos résultats ont montré que le transfert de bivalves, issus de sites non contaminés, sur
diverses stations perturbées, pouvait provoquer une induction du processus de
lipoperoxydation et une stimulation de la formation de la 8-OHdG (tableau XXIII et figure
41). Ces modifications ont été enregistrées a l'issue des deux temps d'exposition d’une et trois
semaines dans les bivalves exposés aux sédiments contaminés.

- Les expérimentations de terrain ont révélé des différences de sensibilité entre les glandes
digestives et les branchies en fonction des sites au niveau desquels les organismes ont été
transféres.

Lors des études sur la Moselle, les inductions de la lipoperoxydation ont été relevées dans les
deux tissus chez les individus transférés dans les sites les plus en aval (Igney et Velle sur
Moselle). Dans les branchies, les taux de 8-OHdG ont augmenté significativement par rapport
aux témoins pour les sites les plus en aval (Eloyes, Archettes, Igney et Velle). A I’inverse, de
fortes inductions des taux de bases oxydées ont été relevées dans les glandes digestives chez
les individus transférés dans la station amont des Mitreuches aprés 7 jours d’exposition.

Dans le cadre de cette étude de la riviere Moselle, les augmentations des taux de MDA au
niveau des sites d’Igney et Velle sur Moselle peuvent s'expliquer par la situation
géographique de ces deux sites & I’aval de 1’agglomération d’Epinal. Ces stations sont
soumises a des perturbations d’origine domestique et industrielle. La réponse des indicateurs
biologiques de stress oxydant est difficilement expliquée par les analyses physico-chimiques
réalisées sur les sédiments prélevés parallélement & la collecte des bivalves. Les résultats
d’analyse des sédiments dénotent une contamination chimique de I’ensemble des stations, qui
peut étre considérée comme relativement moyenne voire faible. Le sédiment le plus
contaminé est celui des Mitreuches pour ce qui concerne les hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP). Cette contamination par les HAPs peut expliquer la génotoxicité dans
les glandes digestives chez les bivalves transférés sur ce site amont. En effet, les taux moyens
de 8-OHAG sont doublés apres 7 jours d’exposition des organismes. Cette augmentation est la
plus importante pour ’ensemble des stations étudiées. Aucun effet n’est observé dans les
branchies dans la station des Mitreuches. On note que cette contamination aux Mitreuches est
transitoire car au bout d’un mois les analyses chimiques ne révélent plus de traces de
polluants sur ce site, 2 moins que la différence enregistrée résulte de 1’hétérogénéité de la
qualité des sédiments. L’augmentation de 8-OHdG & 7 jours qui disparait 4 21 jours nous fait
opter pour I’hypothése d’une pollution épisodique, plus qu’un probléme d’échantillonnage.
Cette augmentation temporaire des taux de 8-OHdAG souligne également l'existence d'un
systtme de réparation de cette 1ésion qui se manifesterait au cours des 7 premiers jours

d'exposition.
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Discussion

Au cours des études des plans d’eau issus de gravieres (1999-2000), les effets apparaissent
d’abord au niveau des glandes digestives, et sont toujours plus intenses dans ce tissu que dans
les branchies.

Le site pour lequel les effets génotoxiques sont les plus marqués est celui de Vandiéres o les
niveaux de bases oxydées sont triplés par rapport aux organismes témoins dans les glandes
digestives. Ces résultats issus de P’analyse d’un seul individu doivent é&tre pris en
considération avec précaution.

Les augmentations des concentrations de MDA dans les glandes digestives sont peut étre liées
a la présence de métaux dans les eaux interstitielles de Vandires. En effet, les analyses
physico-chimiques ont montré la présence de fer (0,284 mg/L) et de manganése (0,629 mg/L)
au niveau de cette station excepté a l'automne 1999 ou les concentrations sont proches de
celles mesurées a Roville. On peut aussi rapprocher les effets de stress & une minéralisation
clevée sur le site de vandiéres. L’ACP des résultats obtenus pour le MDA, la 8-OHdQG, les
parameétres antioxydants dans les organismes exposés & Roville devant Bayon et a Vandiéres
et les teneurs en métaux des eaux interstitielles montre que le MDA est corrélé aux
concentrations en fer et en manganése (figure 42). Ces deux métaux participent aux réactions
de transfert d’électrons par passage d’un état oxydé a un état réduit via la réaction de Fenton.
Les especes réactives de I’oxygene produites pourront attaquer les lipides membranaires et
créer un état de stress oxydant.

La glande digestive représente le site majeur d’assimilation des métaux liés aux matiéres en
suspension (Livingstone et Pipe, 1992 ; George et Pirie, 1980). La grande sensibilité des
glandes digestives au stress oxydant provient également de la forte inhibition des parameétres
antioxydants, qui est plus prononcée dans ce tissu que dans les branchies.

Au cours de lintoxication au fer et/ou au B(a)P, les augmentations du MDA les plus
significatives ont été mesurées dans les glandes digestives des individus exposes, sans doute
en raison d’une assimilation préférentielle des toxiques présents dans 1’eau au niveau

hépatique.

- Les expérimentations en laboratoire ont mis en évidence des variations interindividuelles
pour des organismes soumis aux mémes conditions de stress.

Au cours des intoxications par le fer et/ou le B(a)P réalisées au laboratoire : un individu sur
les cing exposés au fer (40 mg/L) a vu ses taux de MDA hépatiques augmenter 2 fois plus que
les quatre autres, en association avec de fortes inductions des taux de 8-OHdG branchiaux. La
méme observation a été faite avec le B(a)P (100 pg/L) : un organisme sur les cing exposés a
montr¢ des taux de 8-OHdG augmentés d'un facteur 5 et 3 par rapport aux témoins pour les
branchies et les glandes digestives respectivement, alors que les taux des quatre autres
individus n’ont pas été fortement induits. Ces différences peuvent s'expliquer par des
variations de sensibilité individuelle. Lors de l'exposition 4 un polluant, I'animal peut stopper
toute activité et se fermer afin de limiter les échanges avec l'extérieur. Les diverses
sensibilités peuvent étre liées a des différences dans ’assimilation des polluants. La formation
de la 8-OHdG observée a €té plus ou moins augmentée chez les bivalves exposés au fer et au
B(a)P. Des capacités de réparation inégales vis & vis de cette lésion oxydative pourraient
expliquer ces différences. D’autres études ont mis en évidence de maniére similaire une
variation interindividuelle importante dans la production de 8-OHdG aprés exposition a divers
toxiques. L’exposition in vivo d’Ictalurus punctatus au tert-butylhydroperoxyde (40 mg/Kg
1.p.) montre une augmentation de la 8-OHdG dans I’ADN hépatique :
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Discussion

les taux de base sont de 2,67 + 0,67 8-OHdG/10° dG et augmentent pour atteindre 9,78 +
14,67 8-OHAG/10° dG apreés 48 heures d’exposition (Ploch et al., 1999).

On note que 1’écart-type est important aprés 1’exposition ce qui montre la variabilité des
réponses des individus exposés. Rodriguez-Ariza ef al. (1999) ont montré que I’exposition in
vivo de S. aurata 2 la dieldrine (0,6 mg/Kg i .p.) provoque une variabilité des taux de 8-OHdG
dans I’ADN hépatique. Les taux de base sont de 7,2 + 1,6 8-OHAG/10° dG et passenta 19,7 +
9,4 8-OHdG/10° dG, un individu sur les 3 exposés montre des taux de I’ordre de 30,5 8-
OHdAG/10° dG aprés I’exposition a la dieldrine.

- Evolution dans le temps des conditions environnementales et des réponses biologiques.

A Roville devant Bayon, une induction de 45 % de la lipoperoxydation a été notée au niveau
hépatique des bivalves exposés 3 semaines durant ’automne 1999. Dés le printemps 2000, on
observe un retour a des niveaux de MDA proches de ceux des bivalves témoins sur ce site. En
automne de cette méme année, les teneurs en MDA sont restées identiques aux contrdles chez
les individus transférés a Roville. A I’inverse, c’est 4 Vandieres que I'on observe une
intensification des effets au cours du temps. En effet, les concentrations en MDA, qui sont
identiques a celles de Roville devant Bayon en 1999, augmentent en 2000 au niveau
hépatique et branchial.

L’induction de la lipoperoxydation est plus marquée dans les bivalves exposés pendant 3
semaines par rapport a ceux exposés pendant 1 semaine.

Par exemple, au printemps 2000, les taux de MDA sont de 4,10 + 0,41 ng/mg protéine et 4,24
* 1,01 ng/mg protéine dans les glandes digestives et les branchies respectivement, apres 7
jours d’exposition, et passent 4 8,09 + 0,13 ng/mg protéine dans les glandes digestives et 5,67
+ 0,03 dans les branchies aprés 3 semaines. Les effets sont les mémes en automne, on observe
une intensification des effets en fonction du temps d’exposition. Des modifications identiques
des taux de 8-OHdAG ont été notées & Vandiéres durant I’automne 2000. Les taux de bases de
’ADN oxydées sont plus importants aprés 3 semaines d’exposition par rapport aux valeurs
observées dans les bivalves exposés 1 semaine.

11 aurait été intéressant de vérifier si 1’induction de la lipoperoxydation et des taux de 8-OHdG
aurait été maintenue voire augmentée aprés plus de 3 semaines d’exposition 4 Vandieres.

Des modifications transitoires des niveaux de MDA et de 8-OHdG ont été reportées dans la
littérature chez des vertébrés ouinvertébrés aquatiques-exposés au laboratoire a des toxiques
ou a des sediments contaminés. Il peut s’agir d’une accentuation des effets dans le temps qui
traduit I’incapacité des systémes de détoxication a surmonter les effets des facteurs de stress
quand I’exposition se prolonge (Di Giulio er al, 1993 ; Pedrajas et al., 1995 ; Roméo et
Gnassia-Barelli, 1997 ; Fatima e al., 2000) ou d’une atténuation voire un retour a des niveaux
de base (MDA : Livingstone et al., 1990 ; Livingstone ef al., 1993 ; Pedrajas et al., 1995 ; 8-
OHdG : Nishimoto et al., 1991 ; Canova et al., 1998). Une diminution des effets dans le
temps traduit au contraire 1’adaptation des individus au stress environnemental et
I'implication des syst¢mes de défense antioxydants qui vont limiter les attaques des
biomolécules par les radicaux libres.
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Existe-il une relation entre la stimulation de la lipoperoxydation et la formation de 8-
OHdG?

Nous avons observé lors de nos travaux que l'exposition & des contaminants induisant
une peroxydation lipidique consécutive a un stress oxydant pouvait entrainer des lésions
oxydatives de ' ADN.

Les fortes inductions de la lipoperoxydation obtenues durant la campagne de printemps 2000
sur les graviéres avaient justifié la mesure d’un paramétre de génotoxicité afin de comparer la
réponse des biomarqueurs de toxicité (MDA et systémes antioxydants) et de génotoxicité (8-
OHdG). Une des conséquences du stress oxydant peut €tre I’attaque de I’ADN avec
’induction de mutations et d’adduits.

A 1’automne 2000, I’induction des taux de MDA a été mesurée chez les individus encagés sur
les sites de Vandiéres et Messein : des taux de 8-OHdAG plus élevés, par rapport aux bivalves
du site de référence, ont été observés sur ces 2 sites. On note une augmentation des taux de
déoxyguanosine oxydée dans les deux tissus & Vandicres, avec des effets plus marques au
niveau des glandes digestives ou les taux de 8-OHdG sont triplés. Concernant le site de
Messein, des effets significatifs sont observés seulement dans les glandes digestives:
I’induction de la 8-OHdG est du méme ordre de grandeur qu’a Vandiéres apres 7 jours

d’exposition (x 2).

Lors de la campagne du PNETOX sur la Moselle, aucun changement n'a été mis en évidence
pour les taux de MDA mesurés chez les individus encagés sur le site amont de Mitreuches.
Des taux de 8-OHdG plus élevés a 7 jours, par rapport aux témoins, ont pourtant été€ observés
au point amont (x 2) avec un retour & la normale aprés 21 jours, ce qui témoignerait de la
sensibilité de I’induction de la 8-OHdG, reflet d’une atteinte de 1’ADN, indépendamment

d’une cytotoxicité.

Les intoxications en laboratoire ont montré une induction de la lipoperoxydation chez les
individus exposés aux contaminants par rapport aux bivalves de référence quel que soit le
type de substance testée. Des taux de 8-OHdG plus élevés par rapport aux témoins ont été
notés pour deux contaminants seulement (le fer a8 40 mg/L et le BaP a 50 pug/L).

~Divers travauxont suggéré -que -la-lipoperoxydation,-la-génotoxicité et la cancérogenese
étaient corrélées (Halliwell et Aruoma, 1991; Kasai, 1997 ; Mamett, 2000). Les
intermédiaires réactifs (comme les hydroperoxydes lipidiques ou les aldéhydes) formés durant
les étapes de propagation et de terminaison de la lipoperoxydation peuvent réagir avec les
différents composés présents dans la cellule. Ainsi, la formation de dommages a I’ADN
pourrait étre liée & I’induction de la peroxydation lipidique :

a) I’incubation d’ADN avec des intermédiaires réactifs issus de la lipoperoxydation induit des
cassures et des mutations de ’ADN. Shi er al. (1995) ont indiqué que les hydroperoxydes
lipidiques étaient capables de réagir avec les ions nickel en présence de glutathion in vitro et
de causer la formation de 8-OHdG et de cassures a I’ADN.

De méme, Blair (2001) a indiqué que les aldéhydes issus de la décomposition homolytique
des hydroperoxydes lipidiques étaient capables de réagir avec I’ADN in vitro et de causer la

formation d’adduits.
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b) le malondialdéhyde, marqueur de la lipoperoxydation, forme des liaisons covalentes avec
1’adénine et la guanine, et donne des adduits a I’ADN (Marnett, 2000).

¢) la lipoperoxydation induit la formation de 8-OHdG. Dans divers systémes isolés tels que
les cellules hépatiques ou I’ ADN mitochondrial, 1a formation de 8-OHdG a été détectee quand
la lipoperoxydation a été induite. Wang et Hu (2000) ont montré une induction simultanée de
la formation de 8-OHdG et de MDA dans des coupes de foie de rats apres traitement in vitro
avec des agents chimiques (le bromotrichlorométhane, le bromobenzene et le 2-nitropropane).
Lu et al. (1999) ont démontré une augmentation significative des especes réactives de
l'oxygene, de la 8-OHAG et du malondialdéhyde dans les mitochondries provenant de
I'épiderme de sujets Agés comparés 4 des sujets plus jeunes (<60 ans).

Une étude in vivo sur la toxicité du bromate de potassium (KBrO;) a attribué la formation de
8-OHdG dans I'ADN rénal de rat a l'augmentation de la lipoperoxydation et non a un
mécanisme d'activation du KBrOs; médiaté par le glutathion, car cette lésion de 'ADN
n'apparaissait qu'avec I'augmentation de malondialdéhyde (Chipman et al., 1998). Liu et al.
(1999) ont reporté que la lipoperoxydation est stimulée apres le traitement de rats par le
safrole, un hépatocarcinogéne inducteur de la 8-OHdG. L'exposition d'hépatocytes de rats a
0,4 mM de fert-butylhydroperoxyde (--BHP), un agent oxydant type inducteur de la
lipoperoxydation, stimule la formation de 8-OHdG, de MDA et l'apoptose (Haidara et al.,

2002).

Ces travaux ont clairement indiqué le potentiel de la lipoperoxydation 4 altérer 'ADN avec la
production d'adduits, de cassures et de mutations. La majorité de ces dommages semble
provenir des produits de la décomposition des hydroperoxydes lipidiques (Blair, 2001).

Les travaux de Zastawny et al. (1995) ont montré que le nombre de résidus 8-OHdG formes
dans des cellules de rongeurs exposées 4 des concentrations croissantes de fer ferreux (10 a
1000 uM) était dépendant de la concentration en ions metalliques. Ce traitement des cellules
par le fer induisait la formation des hydroperoxydes lipidiques et augmentait la perméabilité
membranaire. Ceci implique que les dommages oxydatifs 4 ’ADN soient un résultat de la
lipoperoxydation. Les radicaux peroxyl et alkoxyl, qui sont générés lors de la réaction des
jons métalliques (fer ou cuivre) avec les hydroperoxydes lipidiques, sont incapables
d’atteindre ’ADN nucléaire méme s’il sont formés a partir de la membrane nucléaire
(Cheeseman, 1993). D’autres produits issus de la lipoperoxydation tels que les composés
carbonyles, sont capables de diffuser dans la cellule et de se combiner avec les groupes
amino-nucléophiles des bases de I’ADN (Cheeseman, 1993). Les hydroxyalkénals, comme le
4-hydroxynonénal (4-HNE), sont des composes trés électrophiles et des mutagenes connus

(Karlhuber et al., 1997).

Cependant, de nombreux exemples issus de la littérature montrent que la relation entre la
lipoperoxydation et la formation de la 8-OHAG n’est pas encore établie. Nous avons montré,
lors de nos travaux, que ces deux paramétres biologiques ne sont pas nécessairement
dépendants ’un de ’autre : c’est le cas a les Mitreuches aprés 7 jours d’exposition. Ainsi,
bien que I’induction de la lipoperoxydation par le tert-butylhydroperoxyde a été rapportée
dans les hépatocytes de rats (Haidara et al., 2002), aucune modification des taux de 8-OHdG
n’a été mise en évidence dans I’ADN hépatique aprés deux heures d’exposition des cellules
au toxique (Latour et al., 1995). Shih et Hu (1999) ont conclu que les lésions a 'ADN
n'étaient pas nécessairement le résultat de la lipoperoxydation des membranes cellulaires :
cette étude montre que la formation de dommages oxydants dans des cellules hépatiques de
rats par les UVA est stimulée par la présence de fer.
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Tableau XXIV: Modifications des paramétres antioxydants enregistrés chez les bivalves
transférés au sein des divers sites contaminés.

2000p : printemps 2000 ; 2000a : automne 2000
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La formation de 8-OHdG ne provient pas de I’irradiation des cellules mais est issue de la
liaison du fer ferreux avec I’ADN. De plus, I’induction des dommages a I’ADN ne dépend
pas de la lipoperoxydation car la présence de picgeurs de radicaux (hydroxytoluéne butylé et
diphénylamine) inhibe la peroxydation lipidique mais non la formation de 8-OHdG. Les
travaux de Klaunig ez al. (1995) ont indiqué des profils différents de courbes dose-réponse
obtenues pour le MDA et la 8-OHdG apres exposition chronique de rats et de souris a des
doses croissantes de dieldrine, un composé organochloré, et ont suggéré que ces deux
paramétres étaient générés par des mécanismes différents.

La mesure de la lipoperoxydation est importante non seulement a cause de la corrélation entre
le stress oxydant et I’induction de I’oxydation des lipides membranaires mais également pour
son implication dans d’autres mécanismes tels que les dommages a I’ADN (Blair, 2001).

Bien que, la réaction des peroxydes lipidiques avec I’ADN ainsi que la formation de 8-OHAG
ont été rapportés, la discrimination entre les dommages & I’ADN issus de ’action directe des
radicaux libres ou des produits de la peroxydation lipidique reste difficile.

Les résultats de nos études et les exemples rapportés de la littérature montrent que la
formation de la 8-OHdG n’est pas nécessairememt une conséquence directe de la

lipoperoxydation.

Existe-il une relation entre les stimulations de la lipoperoxydation et de la 8-OHdG et les
variations des systémes antioxydants ?

Les résultats obtenus lors des études de terrain mettent en évidence la relation entre le
degré de déplétion des systemes antioxydants, mesurés chez les organismes exposés, et
I’augmentation de la lipoperoxydation (tableau XXIV).

Il apparait que 1’activité de la glutathion réductase (GRd) et les taux de glutathion réduit
(GSH) doivent étre particuliérement diminués pour que la lipoperoxydation soit stimulée.
Dans le site de Vandiéres, les déplétions ont atteint 62 % et 40 % respectivement pour la GRd
et le GSH dans les deux tissus lors de la campagne de printemps 2000. De méme, pour le site
de Messein, I’activité la GRd et les taux de GSH ont diminué de 50 % et de 30 % par rapport
aux valeurs des contrles dans les glandes digestives des organismes transférés. Pour
I’ensemble des sites étudiés, on note que I’activité de la GRd était trés diminuée lorsque les
taux de MDA ont augmenté. On observe une déplétion moins intense des taux de GSH
comparés aux témoins mais, la chute du contenu en GSH est associée au phénomeéne de
lipoperoxydation, cet effet se confirme dans les sites de Velle sur Moselle, Corny, Vandiéres
et Messein.

Bien que la diminution de I’activité glutathion peroxydase sélénium-indépendante ait atteint
50 % lorsque la lipoperoxydation était stimulée, cette enzyme ne semble pas aussi
déterminante dans le développement de ce processus destructif. Dans les glandes digestives
des bivalves encagés a Roville et & Vandiéres notamment (campagne d’automne 1999),
activité de cette enzyme n’a pas été modifiée malgré une augmentation de plus de 30 % du

malonaldéhyde par rapport aux contrdles.

L’inhibition de I’activité glutathion réductase a pour conséquence une diminution des
capacités de détoxication cellulaire, puisque le glutathion réduit, forme active, sera plus
difficilement régénéré a partir de sa forme oxydée.
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L’augmentation du taux de malondialdéhyde qui traduit la peroxydation des lipides
membranaires et la toxicité cellulaire, s’est révélée étre associée a 1’inhibition de la GRd qui
peut effectivement étre a 1’origine de la dégradation membranaire. Les concentrations en
glutathion réduit et I’activité des glutathion peroxydases ont été diminués lorsque la
dégradation du milieu était plus marquée.

La baisse des systtmes antioxydant n'est pas suffisante pour induire les augmentations des
taux de MDA. Cependant, les résultats de nos études montrent que la déplétion des activités
de 1a GRd et des GPx et ]la chute des taux de GSH ont une incidence sur la lipoperoxydation.

Les GPx vont catalyser la détoxification des peroxydes lipidiques et du peroxyde
d’hydrogeéne. La GRd assure le maintien du glutathion sous sa forme réduite active. Le GSH
est un piégeur des espéces réactives de 1’oxygene qui limite les dommages cellulaires. La
réduction des activités antioxydantes engendre des cascades de réactions des radicaux libres et
une accumulation des peroxydes, des hydroperoxydes et d’autres espéces réactives.

Les résultats des études in situ montrent que les augmentations des taux de 8-OHdG dans les
organismes transférés s’accompagnent d’une déplétion des systémes antioxydants. En effet,
I’analyse des organismes issus des sites de Velle sur Moselle montre 1’induction des
dommages a I’ADN (80%) alors que les activités sont réduites de 50% et 30% respectivement
pour les GPx et la GRd d’une part, et le contenu en GSH d’autre part.

De méme, lors des campagnes concernant les graviéres, les taux de 8-OHdG ont triplé dans
les glandes digestives des bivalves exposés a Vandi¢res et on observe la diminution de 30%
des GPx et du GSH et de 50% pour la GRd.

Cependant, les données concernant la station amont des Mitreuches lors de la campagne du
PNETOX montrent des taux de 8-OHAG doublés apres 7 jours, par rapport aux contrdles,
alors que les paramétres antioxydants n’ont pas été perturbés. A Roville devant Bayon, on
note I’augmentation de 70% des taux de 8-OHdG dans les glandes digestives, aprés 21 jours
d’exposition, alors que les niveaux étaient identiques a ceux des témoins apres 7 jours
d’exposition. Aucune modification des systémes antioxydants n’est observée sur ce site quel
que soit la durée d’exposition. Ces remarques pourraient nous laisser penser que la formation
de la 8-OHdG serait plus précoce et plus spécifique que la stimulation de la lipoperoxydation
d’un stress oxydatif induit par des génotoxiques. L’augmentation des taux de 8-OHdG 4 les
-Mitreuches apreés 7 jours .d’exposition sont corrélés avec la pollution par les HAPs des
sédiments. Le retour rapide a la normale laisserait supposer une activité de réparation
. efficacede ces 1ésions a I’ADN. Des études in situ supplémentaires seraient nécessaires afin
de confirmer cette tendance et de mieux connaitre les réponses de ce marqueur de
génotoxicité en fonction de différents profils de pollution. Il est important de pouvoir estimer
le degré de réversibilité de la production accrue de la 8-OHAG en prolongeant les durées

d’exposition.
Importance des systémes de réparation des lésions a '’ADN

Les résidus de 8-OHAG sont mutagénes : ils induisent des mésappariements pendant la
synthése d’ADN in vitro (Cheng et al., 1992), elle représente un risque cancérogene si elle
n’est pas éliminée. Les études de Nishimoto et al. (1991) ont montré que la 8-OHdAG était
rapidement réparée (5 jours aprés exposition) avec un retour aux valeurs contrles dans
I’ ADN hépatique de Parophrys vetulus aprés une exposition intramusculaire & des doses de

0,1-10 mg nitrofurantoine/Kg.
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De méme, Canova et al. (1998) ont observé une diminution rapide des taux de 8-OHdG dans
I’ADN branchial et hépatique de bivalves marins (M. galloprovincialis) apreés 72 heures
d’exposition au B(a)P (0,5 a 100 ppb). Les effets génotoxiques du paraquat chez S. aurata
sont temporaires : on note une augmentation des taux de 8-OHdG aprés 8 et 24 heures
d’exposition, mais les taux baissent pour atteindre des valeurs de base aprés 48 heures
(Rodriguez-Ariza et al., 1999). La stimulation de la production de la 8-OHdG observée chez
les bivalves transférés a les Mitreuches était transitoire. En effet, aprés 21 jours d’exposition,
les taux de 8-OHAG sont retournés a des valeurs contrdles. Afin de confirmer si
I’augmentation de la formation de 8-OHdAG est consécutive a un stress oxydant dans les
cellules vivantes, il serait judicieux de mesurer les capacités de réparation de cette 1ésion.
Kasai (1997) a montré que I’activité de réparation de la 8-OHdG augmentait lors du stress
oxydant cellulaire. Il serait donc intéressant d’ajouter la mesure des systémes de réparation de
la 8-OHdG lors de futures études in situ.

Est-ce que la 8-OHdG est représentative d’autres lésions structurales et fonctionnelles
de PADN ?

Lors de 1a campagne d’automne 2000 et au cours des expérimentations en laboratoire,
un paramétre supplémentaire de génotoxicité a été ajouté aux autres parameétres biologiques.
Nous souhaitions étudier la capacité des taux de 8-OHdG a prédire d’autres types de 1ésions
structurales de I’ADN telles que les cassures de I’ADN.

Les résultats de la campagne d’automne montrent une augmentation importante des niveaux
de 8-OHAG a Vandiéres comparés aux témoins: aucune modification significative des
niveaux de cassures a I’ADN n’a été observée dans I’hémolymphe des bivalves provenant de
cette station quelle que soit la durée d’exposition. A Messein, on observe les augmentations
significatives des taux de 8-OHdG et des cassures 4 ’ADN comparés aux témoins. Le test des
Cométes montre des hausses significatives des cassures dans I’ADN provenant de
’hémolymphe des bivalves de Corny : les taux de 8-OHdG sont augmentes dans les glandes
digestives aprés 21 jours d’exposition seulement. A la suite de cette campagne, on note que
globalement I’induction de la 8-OHdG est le reflet d’autres 1ésions structurales comme les

~——coupures-a ’ADN.—— e

Durant les expérimentations en laboratoire, on note que les cassures a I’ADN dans les glandes
digestives sont plus marquées en présence de B(a)P seul et en mélange alors qu’on observe
des hausses de la formation de 8-OHdG avec le fer seul (40 mg/L) et avec le B(a)P seul
(50ug/L). Dans les branchies, les résultats montrent une faible induction des cassures a
I’ ADN, seul le mélange fer2/BaP1 a un effet significatif.

Le B(a)P qui est un agent mutagéne a des effets génotoxiques chez les moules traitées ; on
note une augmentation des taux de 8-OHdG et des cassures & ’ADN. Par contre, le fer
n’induit que la formation de 8-OHdG, aucune hausse significative des cassures n’est visible.
I aurait été intéressant de prolonger la durée de I’exposition afin d’observer si on a une
amplification des effets génotoxiques ou bien une réversibilité avec un retour a des niveaux de
base. Les résultats de I’exposition au fer montrent que la stimulation de la formation de la 8-
OHdG serait plus précoce que I’induction de cassures a I’ ADN.
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En effet, des taux de 8-OHdG plus élevés par rapport aux controles ont été obtenus, bien qu’il
n’y avait pas de signe d’autres 1ésions de ’ADN.

Toyokuni et Sagripanti (1996) ont étudié I’association entre la formation de 8-OHAG et de
cassures a I’ADN induites par les jons ferriques et cuivriques dans I’ADN bactérien. Ils ont
montré que le nombre de cassures simple brin produites était lié linéairement au nombre de
residus 8-OHdG présents ; cette relation est exprimée par 1’équation :

[cassures simple brin] = b x [8-OHAG]

oub=17;2;2;7; et 94 pour le cuivre en présence d’agents réducteurs tels que le
peroxyde d’hydrogene, la L-cystéine et le L-ascorbate et pour le fer en présence de peroxyde
d’hydrogene et de L-ascorbate, respectivement, avec un taux de cassure beaucoup plu
importante que les lésions oxydatives pour le fer associé au peroxyde d’hydrogéne et de L-
ascorbate.

La correlation linéaire observée entre la production de cassures a2 I’ADN et de 8-OHAG
médiatée par des métaux de transition suggére que ces altérations résultent d’un mécanisme
chimique commun. De méme, les travaux de Lloyd et Phillips (1999) sur I’ADN issu du
sperme de saumon traité par du cuivre (250 pM), du fer (150 pM) ou du nickel (5 mM) ont
suggéré I’existence d’un mécanisme similaire régissant la formation de 8-OHdAG et de
cassures & I’ADN. Mikhailova ef al. (1997) ont démontré que D’exposition de cellules
lymphoblastoides 4 des concentrations inférieures a3 50 pM de cadmium induisait des
augmentations des taux de 8-OHdG et des cassures & I’ADN, ce qui indique que les sites de
formation de la 8-OHdG semblent corrélés avec les sites générant des cassures du brin
d’ADN. De plus, les auteurs précisent qu’avec des concentrations supérieures a 50 uM de Cd,
les deux parameétres ne sont plus corrélés, suggérant que des concentrations élevées en métaux
peuvent saturer les sites de formation de la 8-OHdG et déstabiliser I’ADN. D’autres facteurs
tels que I’induction des systemes de réparation, 1’effet d’autres éléments comme le zinc ou le
magnésium, ou les activités des systémes antioxydants, stimulés par les fortes concentrations
en ions métalliques ne sont pas a exclure.

Des ¢tudes supplémentaires seraient essentielles pour confirmer cette tendance et pour mieux
connaitre les réponses de ces marqueurs de génotoxicité en fonction de diverses
contaminations. Concernant les intoxications en laboratoire, comme le suggere 1’étude de
Mikhailova et al. (1997), les concentrations en fer étaient trop élevées, il faudrait renouveler
I’expérience en diminuant les concentrations en fer. ’

Nous avons montré que les informations fournies par la lipoperoxydation, la formation de la A
8-OHdG et les réponses des paramétres antioxydants sont plus complémentaires qu’elles ne
sont redondantes. Les exemples rapportés de la littérature montrent que la formation de la 8-
OHdG n’est pas nécessairement une conséquence directe de la lipoperoxydation. Cependant,
d’autres études sont nécessaires pour conclure sur les relations entre la lipoperoxydation et la
formation de 8-OHdG. L’analyse des indicateurs de génotoxicité est indispensable car les
indicateurs de toxicité cellulaire comme la mesure du MDA ou des systemes antioxydants
telles qu’effectuée dans ce travail, ne sont pas suffisantes 2 elles seules pour informer sur les
effets biologiques des contaminants. La 8-OHdG est un bon marqueur de génotoxicité, elle est
représentative d’autres Iésions structurales comme les cassures a I’ ADN.
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Conclusion

Les ¢tudes, réalisées en laboratoire et sur le terrain ont montré que le malondialdéhyde
et 1a 8-OHdG se révelent étre des indicateurs intéressants, capables de traduire les effets
cytotoxiques et génotoxiques de substances chimiques et de sédiments contaminés par des
HAP et des métaux. Ce travail confirme la nécessité de mettre en ceuvre une approche
biologique pour évaluer I’impact des activités anthropiques sur les écosystémes. Les analyses
physico-chimiques des milieux et le dosage des contaminants dans les compartiments des
systémes aquatiques, bien que nécessaires au plan réglementaire, ne suffisent pas a prévoir les
effets biologiques sur les espéces vivantes. Le peu d’adéquation entre les profils de
contamination et P’intensité des réponses biologiques relevées au cours des analyses des
stations situées sur la Haute Moselle en est une preuve supplémentaire. Cette disjonction entre
les analyses chimiques et biologiques peut provenir de la biodisponibilité des polluants
presents, il aurait été intéressant de doser les concentrations des toxiques dans les tissus des

bivalves exposés.

Le suivi de la 8-OHdG a indiqué que I’induction de la lipoperoxydation et la stimulation de
I’hydroxylation en C8 de la guanine peuvent se développer de maniére dépendante, cependant
nous n’avons pas pu démontrer de maniére générale cette hypothése. La stimulation de
’hydroxylation en C8 de la guanine pourrait étre consécutive a la lipoperoxydation, mais elle
pourrait avoir lieu indépendamment de la lipoperoxydation, lors d’une exposition a des agents
genotoxiques. Bien que, la réaction des peroxydes lipidiques avec I’ADN ainsi que la
formation de 8-OHdG avaient été rapportées dans la littérature, la discrimination entre les
dommages a I’ADN issus de l’action directe des radicaux libres ou des produits de la
peroxydation lipidique reste difficile. D’autres études seraient nécessaires afin de mieux
comprendre les relations entre la formation de la 8-OHdG et le développement de la
peroxydation lipidique.

La 8-OHdG est un bon marqueur de génotoxicité, elle est représentative d’autres lésions
structurales. Nos ¢€tudes ont montré ’existence d’une corrélation entre la formation de la 8-
OHdG et les cassures & ’ADN, ce qui suggére que ces altérations pourraient résulter d’un
mécanisme chimique commun.

L’évaluation simultanée des paramétres antioxydants chez les bivalves intoxiqués a montré
que la dépletion des activités antioxydantes a une incidence sur la lipoperoxydation. Les
perturbations des systemes antioxydants ne sont pas des conditions suffisantes pour induire
les augmentations des taux de 8-OHdG. La réduction des activités antioxydantes dans la
cellule va engendrer des cascades de réactions des radicaux libres et une accumulation des
peroxydes, des hydroperoxydes et d’autres espéces réactives. Des inductions de la
lipoperoxydation comme celles observées dans les stations de Vandiéres et de Messein
peuvent laisser présager des répercussions au niveau des populations. De méme,
’augmentation de la 8-OHdG en raison de son caractére mutagéne représente un risque
potentiel pour Pintégrité génétique si elle n’est pas réparée. Afin de confirmer si
"augmentation de la formation de 8-OHdG est consécutive 4 un stress oxydant dans les
cellules vivantes, il serait judicieux de mesurer les capacités de réparation de cette 1ésion. Il
serait donc intéressant d’ajouter la mesure des systémes de réparation de la 8-OHdG lors de
futures études in situ et de connaitre les capacités de réparation de cette 1ésion chez Unio
tumidus afin d’estimer sa validité en tant qu’indicateur d’effets génotoxiques.

Les études, menées sur le terrain ou en conditions contrélées, ont mis en évidence des
différences de sensibilité selon I’organe considéré.
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Conclusion

En fonction des profils de contamination, les effets apparaissent d’abord au niveau des
glandes digestives, et sont en effet toujours plus intenses que dans les branchies.

Ces résultats soulignent I’importance de doser simultanément les parametres étudiés dans les
deux tissus car les informations fournies peuvent différer. Il serait intéressant d’utiliser un
autre tissu lors des expérimentations afin de comprendre les mécanismes d’action des attaques
radicalaires dans les organismes vivants. Des différences interindividuelles marquées ont été
notées a la fois pour les taux de MDA et les niveaux de 8-OHdG chez les bivalves exposés a
des conditions de stress identique. Ces différences intra-espéce peuvent s'expliquer par le fait
que la réaction de chaque animal face & un polluant chimique va pouvoir se diversifier. 11
aurait fallu augmenter le nombre d’organismes analysés afin de mieux apprecier les
changements observés entre les différents groupes d’individus.

Au cours de ces derniéres années, le biomonitoring environnemental s’est enrichi des
approches écotoxicologiques appliquées a la préservation des milieux naturels. La
connaissance des mécanismes d’action des polluants au niveau biologique a ouvert la voie au
developpement des biomarqueurs, qui figurent parmi les outils prometteurs du diagnostic
environnemental. Ces nouveaux outils, caractérisés par leur sensibilité et leur réponse
précoce, sont les compléments des études écologiques, utilisées de longue date pour ’analyse
des populations animales et végétales au sein des écosystémes.

Les résultats obtenus valident I’utilisation du MDA et de la 8-OHdG en tant que
biomarqueurs de toxicité, éléments prospectifs et prédictifs de la qualit¢ des systémes
hydriques sur le long terme. Nous avons montré que les informations fournies par la
lipoperoxydation, la formation de la 8-OHAG et les réponses des parameétres antioxydants sont
plus complémentaires qu’elles ne sont redondantes. Les exemples rapportés de la littérature
montrent que la formation de 1a 8-OHdG n’est pas nécessairement une conséquence directe de
la lipoperoxydation. L’analyse des indicateurs de génotoxicité est indispensable car les
indicateurs de toxicité cellulaire comme la mesure du MDA ou des systemes antioxydants
telles qu’effectuée dans ce travail, ne sont pas suffisantes a elles seules pour informer sur les
effets biologiques des contaminants.

11 est certain que des études complémentaires sur d’autres sites, caractérisés par des typologies
et des intensités de perturbations différentes, sont nécessaires pour préciser notre démarche.
L’ajout de nouveaux paramétres biologiques comme la mesure des systemes de réparation des
Iésions a I’ADN semble étre indispensable afin de confirmer si I’augmentation de la formation
de 8-OHdG est consécutive a un stress oxydant. De méme, les durées d’exposition devrait étre
plus longues afin de percevoir la réversibilité ou non des effets dans les organismes eXposés.
Il est important de pouvoir estimer le degré de réparation de la 8-OHdG dans le temps.
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ANNEXES




ANNEXE 1 : Dosage des protéines par l1a méthode de Bradford

La technique de Bradford utilise la fixation du bleu de Coomassie sur les protéines. Ce
colorant existe sous 3 formes : une forme anionique colorée en bleu ((Imax = 595 nm), une
forme cationique rouge ((Imax = 470 nm) et une forme neutre verte (Imax = 650 nm).

C’est la forme anionique qui se fixerait préférentiellement aux protéines grice a des
interactions électrostatiques avec les groupements cationiques des protéines (plus
particuliérement les groupements fonctionnels basiques et/ou aromatiques).

Gamme d’étalonnage (6 tubes)

- On réalise une gamme d’étalonnage contenant de 0 2 10 mg de protéine. Le volume de

I’étalon ne doit pas dépasser 100 ml.
- 5 mL de réactif (bleu de Coomassie Brillant G.250) sont ajoutés. On agite au vortex et on

laisse reposer 10 minutes a 1’obscurité.
- I’absorbance est mesurée a 595 nm. La coloration est stable pendant 1 h.

Dosage (2 essais)

- Opérer de méme que pour la solution protéique, I’échantillon & doser est éventuellement
dilué pour se situer dans la gamme.



ANNEXE 2 : Récapitulatif des tampons utilisés pour le dosage de la 8-
OHdG

TAMPON D’HOMOGENEISATION 0,1 M NaCl

30 mM Tris pH 8

10 mM EDTA

10mM B-2-mercaptoéthanol
0,5 % (v/v) Triton X-100

TAMPON D’EXTRACTION 0,1 M Tris pH 8
0,1 M NaCl
20 mM EDTA

TAMPON RNASE 10 mM Tris-Cl pH 7,5
15 mM NaCl

TAMPON PROTEINASE 10 mM Tris pH 7,4
1 mM EDTA




ANNEXE 3 : Calcul de la quantité et de 1a pureté de PADN

Calcul de la quantité d’ADN

La solution est quantifiée par la mesure de I’absorbance & 260 nm sachant que :

correspond 2 une concentration de 50 pg/ml
Calcul de la pureté de I’ADN isolé

Le rapport IKZGo/Azga calculé doit étre supérieur ou égal a 1,8




ANNEXE 4 : Composition pour 1 litre d’eau reconstituée utilisée lors des
essais en laboratoire

Ajouter :
- 12,5 mL d’une solution de 9,86 g/L de Mg SOq, 7 H,0,

- 12,5 mL d’une solution de 23,5 g/L de Ca Cl,, 2 H,0,
- 12,5 mL d’une solution de 5,18 g/L de NaH CO;, 7 H20,
- 12,5 mL d’une solution de 0,46 g/L de KCL.

Compléter jusqu’a 1 litre avec de I’eau déminéralisée



ANNEXE 5 : Protocole des intoxication de bivalves au Benzo(a)Pyréne et au fer en conditions contrdlées au laboratoire

Essai préliminaire

Témoin Témoin DMSO BaP Fer BaP + Fer
Concentration finale en B(a)P 0pg/L 0 ng/L 20 pg/L 0 pg/L 20 pg/L
Concentration finale en Fe>' 0 mg/L 0 mg/L 0 mg/L 20 mg/L 20 mg/L
Volume final (mL) 700 700 700 700 700
Volume d’eau reconstituée (mL) 700 700 700 630 630
Volume de DMSO (uL) 0 350 0 0 0
Volume de la solution de B(a)P (40 0 0 350 0 350
mg/L) 4 ajouter (ul.)
Volume de la solution de chlorure de 0 0 0 70 70
fer (200 mg/L) a ajouter (mL)
Essai définitif
Témoin Témoin Fer 1 Fer 2 BaP 1 BaP 2 Fer1 + Fer 2 + Fer1+ Fer 2 +
DMSO BaP 1 BaP 1 BaP 2 BaP 2
Concentration finale en B(a)P 0 0 0 0 50 100 50 50 100 100
Concentration finale en Fe’* 0 0 20 40 0 0 20 40 20 40
Volume final (mL) 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700
Volume d’eau reconstituée (mL) 700 700 665 630 700 700 665 630 665 630
Volume de DMSO (pL) 0 350 0 0 175 0 175 175 0 0
Volume de la solution de B(a)P
(200 mg/L) 4 ajouter (uL) 0 0 0 0 175 350 175 175 350 350
Volume de la solution de fer
(400 mg/L) a ajouter (mL) 0 0 35 70 0 0 35 70 35 70

8-OHdG : 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine ; MDA : malondialdéhyde ; DMSO : diméthyl sulfoxyde ; B(a)P : benzo(a)pyréne




ANNEXE 6 : Composition des eaux interstitielles des stations le long de la
Moselle (PNETOX)

Parameétres Unités Manom Eloyes Archettes Igney Velle sur
Moselle
pH 7,85 6,95 6,85 7,60 7,45
% C organique mg/L 11,6 8,95 7,95 5,35 6,55
Conductivité uS/cm 767 129 186 327 414
Cr mg/L 62 11 12 20 18
S04 mg/L 25,1 7,7 6,1 22,7 84
TAC °F 30,4 3,4 6,2 10,2 7,2
COo¥ mg/L <6 <6 <6.. <6 <6
PO4 mg/L 0,1 0,5 0,2 0,4 0,1
P total mg/L 0,2 0,7 0,2 0,3 0,1
NO3 mg/L <7 0,8 1,7 . 11 1,5
NO2” mg/L 0,03 0,11 0,11 0,27 0,24
NH4" mg/L 5,2 1,9 3,55 0,98 0,47
As ng/L 12 7 9 3 4
Cd ug/L <0,4 <0,4 <0,4 <0,4 <0,4
Cr ug/L <4 <4 <4 <4 <4
Cu pg/L <0,01 <0,01 <0,01 <0,02 <0,01
Hg pg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
Ni pg/L 3 <7 <7 <7 <7
Pb ng/L 11 10 10 <3 3
Zn ug/L <0,01 0,04 0,02 0,01 0,02
Sn pg/L <0,001 <0,001 ~ <0,001 <0,001 <0,001
HAP totaux pg/L 0,04 0,11 0,17 0,16 0,09
PCB totaux ng/L <0,005 <0,005 < 0,005 < 0,005 <0,005
Hexachlorobutadiéne pg/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Hexachlorobenzéne pg/L <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
o« HCH ng/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
B HCH pg/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
y HCH pg/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
s HCH ng/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Aldrine pg/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Dieldrine peg/L <0,003 <0,003 <0,003 <0,003 <0,003
op DDD ng/L <0,002 <0,002 <0,002 <0,002 <0,002
pp DDD pg/L <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
op DDE pg/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
op DDT pg/L <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
pp DDT pg/L - <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
1,2-dichlorobenzéne | png/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
1,3-dichlorobenzéne pg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
1,4-dichlorobenzéne pg/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
1,2,3-trichlorobenzéne pg/L <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
1,2,4-trichlorobenzéne ug/L <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005
1,3,5-trichlorobenzéne ug/L <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005




ANNEXE 7: Taux de MDA dans les glandes digestives et les branchies des
bivalves transférés pendant 7 et 21 jours sur les 5 sites le long de la Moselle

GD MDA t=0 Témoin t; S1 S2 S3 s4 S5
t, 1 3,05 3,04 3,93 3,79 4,55 5,02 5,48
t; 1 3,16 3,06 3,72 - 423 - 5,48
t; 2 345 3,14 3,57 3,87 4,44 4,35 6,00
4 2 3,36 3,18 - 3,90 4,47 4,30 5,92
t; 3 3,24 3,10 3,77 3,68 3,83 4,36 5,36
t; 3 - 3,05 3,58 3,62 373 4,44 5,18
t; 4 3,42 3,46 3,74 3,97 4,19 4,56 516
t 4 3,40 3,36 3,80 3,88 4,03 4,35 5,20
t; 5 2,52 3,58 3,52 3,42 3,96 428 4,33
Y 5 2,84 3,55 3,46 3,57 4,14 4,16 4,42
t; 6 3,18 3,63 4,14 5,40 4,40 .
t 6 3,32 3,64 3,91 5,52 4,76 .
™ 1 3,68 4,06 4,98 4,22 5,52 5,80
tyy 1 3,36 3,84 - 4,26 5,63 6,00
tar 2 3,03, 3,06 413 4,48 4,02 6,32
ta 2 3,14 3,08 4,06 5,00 4,24 6,16
ty 3 3,24 4,68 547 5,99 3,97 6,32
ty 3 - 4,88 5,63 5,80 3,96 5,72
tay a 2,60 317 424 3,50 4,88 7,60
tyy 4 2,80 313 428 3,91 4,84 7,24
tay 5 3,10 5,15 4,64 395 2,56 5,39
th 5 3,46 5,06 4,78 4,00 2,32 5,50
tyy 6 3,84 3,46 5,16 - 6,00 5,07 6,20
t 6 - 3,51 5,36 6,04 4,91 6,36
BR MDA t=0  Temoin ty S1 s2 S3 S4 S5
t; 1 2,92 3,54 3,51 312 4,80 3,74 4,90
t; 1 2,80 3,51 3,20 3,20 472 3,87 5,51
t; 2 2,60 3,60 4,04 3,13 4,27 4,63 5,02
t; 2 2,52 3,26 3,98 317 4,16 4,57 5,02
t 3 3,27 3,82 3,92 4,16 424 3,79 4,88
t; 3 - 3,26 3,83 4,20 4,24 3,64 5,20
t; 4 3,59 3,57 4,06 4,43 4,47 4,87 4,55
t; 4 - 3,67 3,99 4,25 4,14 4,81 448
t; 5 3,28 3,24 3,20 3,59 4,64 4,28
t 5 3,36 3,36 3,13 3,62 4,48 4,59
t 6 3,51 3,53 4,38 4,10

t 6 3,41 3,31 4,37 4,00

1oy 1 3,29 3,75 4,18 3,79 - 5,55
tpy 1 3,33 3,82 4,26 4,06 448 5,42
t 2 3,64 3,98 4,19 3,84 4,40 5,36
14 2 3,60 4,00 3,99 3,81 4,33 5,35
139 3 3,68 3,33 3,85 4,74 475 5,51
tp 3 3,03 3,40 3,91 4,57 4,61 5,63
1y 4 3,25 3,72 4,14 4,12 - 5,37
tyy 4 3,07 3,78 4,36 4,48 4,36 5,60
tyy 5 3,03 3,31 3,48 3,83 4,53 .
1y 5 3,14 3,24 3,53 4,03 4,23 4,30
thy 6 3,28 3,22 3,69 4,75 4,38 5,45
t2y 6 3,31 3,20 3,63 4,80 4,31 5,48

Les concentrations sont exprimées en ng MDA/mg protéines

-: non mesuré

S1 Les Mitreuches ; S2 : Eloyes ; S3 : Archettes ; S4 : Igney ; S5 : Velle sur Moselle




ANNEXE 8: Taux de 8-OHdG dans les glandes digestives et les branchies des
bivalves transférés pendant 7 et 21 jours sur les 5 sites le long de la Moselle

GD 8-OHdG t=0 __ Témoint, s1 S2 S3 S4 S5
t 1 4,37 3,81 10,25 4,40 5,33 8,09 7.59
t 1 - 3,32 11,08 4,36 - 7.89 8,39
t 2 4,00 5,16 12,87 4,87 5,82 3,31 5,30
t 2 3,76 . 4,99 6,04 - 4,90
t; 3 5,35 4,83 8,50 3,73 6,30 5,25 5,70
t 3 - 5,00 8,00 - 6,54 5,06 5,78
t 4 4,46 3,92 9,86 6,47 4,79 8,48 3,53
t 4 4,45 9,73 6,90 4,91 8.62 3,17
t 5 4,73 6,20 - 5,92 7.16 13,95 4,04
t 5 4,79 - - - 13,58 4,06
t; 6 5,02 6,72 7,08 4,56
t; 6 5,02 7.30 . -
t1 1 4,88 3,77 3,18 8,64 3,26 6,49
toy 1 - 3,29 8,18 3,21 6,46
ty 2 5,69 3,83 3,59 5,22 3,41 5,81
tyy 2 5,96 3,64 5,13 3,97 5,78
oy 3 3,47 6,44 3,19 9,25 3,76 10,05
tay 3 3,75 3,05 9,19 434
tyy 4 4,10 6,12 9,60 3,44 3,39 12,42
tay 4 3,90 10,10 3,56 3,51
tay 5 2,99 3,45 5,18 2,93 7.48
ty 5 3,02 4,01 5,03 3,22 7.73
t21 6 12,47 7.46
t 6 12,02

BR 8-OHdG t=0  Témoin ty 51 S2 S3 S4 S5
t 1 20,86 16,83 8,13 22,35 14,62 23,76 20,93
ty 1 20,36 16,09 . 21,51 14,32 - 20,55
t 2 17,49 17,88 15,29 19,39 24,88 23,44 16,62
t; 2 . - 15,87 19,12 - 22,59 17,27
t; 3 18,43 16,49 24,49 22,21 27.44 24,62 21,03
t 3 - 16,35 24,23 - 26,91 24,52 21,00
ty 4 17,95 16,64 15,98 18,97 21,23 21,56 26,24
t 4 - - - - 21,63 - 26,22
4 5 18,16 16,25 19,50 18,65 13,05 22,09
t 5 - - 19,77 18,95 - 21,24
t; 6 16,23 13,82 14,25 21,26
t 6 - 13,10 - 21,66
toy 1 17,50 20,34 21,08 29,55 15,22 19,75
ty 1 - 20,77 - - - -
toe 2 19,60 19,18 14,22 19,20 14,86 19,35
tyy 2 19,47 . 15,95 - - -
tay 3 19,25 18,04 13,45 21,02 15,34 20,16
toy 3 18,59 18,81 13,86 - 15,83 -
toy 4 18,31 14,75 22,28 21,53 18,10 20,05
tay 4 - 15,03 - - 18,62 -
tay 5 18,98 23,93 20,84 20,06 22,79 23,69
thy 5 19,95 - - - 21,43 -
thy 6 20,00 22,5 20,07 23,67
tay 6 20,67 21,83 - 23,20

Les concentrations sont exprimées en ng MDA/mg protéines

-: NON mesuré

81 : Les Mitreuches ; S2 : Eloyes ; S3 : Archettes ; S4 : Igney ; S5 : Velle sur Moselle




ANNEXE 9 : Distribution des individus issus de la campagne du PNETOX

dans le plan factoriel issu de ’ACP des données centrées réduites des
glandes digestives

Plan factoriel 1-2
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ANNEXE 10 : Distribution des individus issus de la campagne du PNETOX
dans le plan factoriel issu de ’ACP des données centrées réduites des

branchies
Plan factoriel 1-2
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ANNEXE 11 : Analyses physico-chimiques des sédiments du site de référence
de la Maxe

Contaminant Concentrations en
sédiments
Métaux ' (mg/Kg MS)
Cadmium <0,01
Chrome 12
Cuivre 5
Nickel 7
Plomb 6
Zinc 19
Etain <Q,1
Polycyclic aromatic hydrocarbons (ng/Kg MS)
Fluoranthéne 10
Benzo[b]fluoranthéne 4
Benzo[k]fluoranthéne <3
Benzo[a]pyréne 3
Benzo[ghi]peryléne <10
Indenoperyléne 13
Polychlorinated biphenyls (ng/Kg MS)
PCB 28 <5
PCB 52 9
PCB 101 <5
PCB 118 <5
PCB 138 <5
PCB 153 <5
PCB 180 <5
Pesticides Organochlorés (ng/Kg MS)
Hexachlorobutadiene <5
Hexachlorobenzene <5
Aldrine <5
Dieldrine <5
o,p-DDD <5
p,p-DDD <5
0,p-DDE <5
0,p-DDT <5
p.p-DDT <5
Chlorobenzenes (ug/Kg dry wt)
1,2 dichlorobenzene <5
1,3 dichlorobenzene <5
1,4 dichlorobenzene <5
1,2,3 trichorobenzene <5
1,2,4 trichorobenzene <5
1,2,5 trichorobenzene <5




ANNEXE 12 :

Taux de MDA et de 8-OHAG dans les glandes digestives et les branchies lors des
campagnes des graviéres

aulomne 1999 (1=21 jours) rintemps 2000 (t=7 jours) 2000 (t=21 jours) tomne 2000 (1=7 jours) automne 2000 (t=21 jours)

GO témoin R v témoin R v C 1émoin R \' C témoin R v [+ M témoin R \ C M
: 3,50 4,99 5,26 3.74 4,48 3,68 4.19 3.28 3,08 8,17 3,18 3,16 2.81 5,39 474 8.59 3.73 3.41 10,03 5.85 8,35
! 384 4,60 526 N 4,40 1,80 4,44 318 325 8,16 323 3,15 1 526 - 8.53 3,93 3,39 10,13 - 827
2 ggg f;g :.(1’3 3.61 392 4,16 3.85 KY.T 329 315 3,80 3 6.69 453 549 3,80 3,08 8,62 7,70 8.99
2 3.5 72 60 3,74 3,89 3,92 3,92 3,24 337 - - 3,13 6,57 4,62 547 1T 3,16 - 7,58 8,75
3 380 40 " 5; 345 ;-:0 an 43 318 351 35 349 1z 8,19 394 6,09 385 313 5,60 7.51 7.56
] P 340 498 ae ‘.3; ::.:o 448 3,28 3,57 3,67 347 3,26 6,10 438 8,10 3,68 3,19 5,93 7.66 7,86
4 ara 6.20 4,40 3,80 : o P 329 3.5 375 363 .65 5.99 462 .00 374 2.96 5.98 547 6.55
: 38 520 4uo I 4,20 457 4,12 - 344 386 - an 5,84 47 - 172 299 . 533 6,84
: 340 4 5'25 g: :;:s 4.86 3.3: 3,07 :gg 3,80 370 355 6,83 6,63 5.52 3,15 3,98 8,86 5,51
[ 6.26 5.88 a2 ’ \ 185 366 354 7.08 6,68 545 3,10 367 6,68 5,50
6 6,40 . A

B'R lzm::n - F;ﬂ 5v témoin R \ [ témoin R v C témoin R v [ M témoin R \ [+ M

. . XT] 341 324 3.85 4.06 3.2 3,01 5,70 6.16 362 .99 7.80 467 148 3,60 123 B 5.06 7.06
; ; g s.g:\ 492 349 3,25 3,80 390 3.04 - 5.66 5,96 3,09 470 8,10 4,86 41 348 4,19 6.55 5,09 6,89
2 , 4.00 4,01 3.89 4,80 479 538 3,16 4,83 8,03 27 4,51 8,37 473 6.84 364 4,11 5,36 5,46 7.29
2 :.;!: :.92 4,03 4,05 5.42 4,78 5.47 3,11 - - 3,08 4,56 8,35 an 6.89 3,67 414 521 5,59 7.7
, 2 4.66 367 8,00 6,43 5,03 3,59 4,08 4,39 3,22 48 a.72 5,35 5.50 3,90 418 7,39 8,79 747
3 3,84 4,42 4,61 2,53 - - - 3,19 4,42 - 323 4,48 .66 5,68 5,38 3.96 4,05 7,62 6,86 6,94
4 2,86 4.20 1,90 4,84 7.60 2,76 569 368 592 3,98 375 507 574 3,90 5,30 4,14 424 7.7 717 6,68
4 3,08 4,29 293 - 7.58 2,87 5.76 3ar 5.58 404 3,50 5,06 541 382 543 419 432 7.86 7.23 6.68
5 3,12 4.19 411 3,52 557 4,69 8,22 3,07 5,52 392 337 436 7.32 468 6.31 - 3,86 6,93 4,92
5 .z 4.04 348 - 559 4,60 8,49 3 552 395 - . 736 4,95 8.44 an 310 6,62 507
6 3.81 3.90 ' ‘ )
8 3,78 4.14
2000 {t=7 jours) 2000 (1=21 Jours)
8-OHdG témoln R v [ M 1émoln R v 4 M
353 4,20 2.54 385 .15 3,30 2.04 6.45 5.51 a1
2,68 - - - 6,81 3,56 . 8,85 5,86 -
343 .19 9.04 4,00 6.99 2,99 5.65 6,70 6,62 4,82
327 3,18 8,99 429 - 272 5,60 6,33 6,74 -
3,66 442 6.64 2,83 13,36 3,67 4,68 13,62 4,98 435
- 4,50 6.52 - - - 4,84 13,83 - -
3,07 2,30 7.63 6,63 9,88 3,22 5,36 12,00 3,85 3,82
- 335 7.50 - 10.20 - 530 12,91 3,86 -
3,03 335 1227 3,38 9,60 2,14 579 12,97 7.38 3,60
3,08 3,47 11,64 3,44 9,82 - 5,85 12,98 - -
\émoin R v T ™ témoln R v T M
16,70 15,30 16,23 17,15 1837 16,22 15,68 22,43 15,41 15,43
16,84 15,27 - - - 16,75 15,19 22,26 . 15,48
16,39 1595 18,24 18,26 18,24 14,60 18,81 21,92 16,65 27.66
- - - - - 1522 17,22 . 16,61 27.44
18,79 1533 17,57 18,41 17,65 18,18 15,51 22,98 19,28 17,38
16,61 14,90 - . 18,00 17,94 1505 - 18,51 17,83
16,99 16,05 16,18 18,12 16,61 17.46 16,62 26,06 14,10 19,11
- . - 18,25 18,79 17,63 16,51 26,76 - 18,80
17,79 15,58 16,63 15,71 18,28 17.23 15,63 25,60 20,40 15,46
- 15,71 - 15,83 18,26 16,91 15,78 25,08 - -




ANNEXE 13 : Taux de MDA et de 8-OHdG dans les glandes
digestives et les branchies des bivalves exposés au fer et au BaP
lors des intoxications en conditions contrélées au laboratoire

lande digestive MDA 8-OHdG
moyenne écart-type moyenne écart-type
témoin 3,192 2,811 3,35 -
témoin DMSO 3,447 - 47 -
Fer 9,231 10,088 7.9 -
Fer + B(a)P 7,462 6,744 7,96 -
B(a)P 5,221 5,332 8,13 -
Branchie MDA 8-OHdG
moyenne écart-type moyenne écart-type
témoin 3,847 - 15,43 -
témoin DMSO 4,591 4,662 14,73 0,32
Fer 7,373 7,33 14,47 0,20
Fer + B(a)P 9,409 10,537 17,72 0,16
B(a)P 6,912 6,732 22,46 0,40
lande digestiv MDA 8-OHdG
moyenne écart-type moyenne écart-type
témoin 3,706 0,503 3,48 0,315
témoin DMSO 4,983 0,397 4,9 0,821
Fe1 10,232 2,16 4,94 1,891
Fe2 11,842 2,933 5,77 2,538
BaP1 9,134 2,276 9,26 3,127
BaP2 10,772 2,112 6,86 4,162
Fer1BaP1 11,419 3,126 6,38 4,175
Fer1BaP2 13,199 1 6,46 4,188
Fer2BaP1 7,328 0,863 6,69 3,699
Fer2BaP2 9,513 0,607 6,68 2,356
Branchie MDA 8-OHdG
moyenne écart-type moyenne écari-type
témoin 3,898 0,297 17,58 0,668
témoin DMSO 4,283 0,578 19,79 0,909
Fe1 9,337 2,379 23,37 5,996
Fe2 8,305 1,263 33,21 9,278
BaP1 7,06 0,784 34,37 3,127
BaP2 6,547 0,838 39,61 27,933
Fer1BaP1 5,476 1,052 21,77 18,215
Fer1BaP2 5,819 0,934 29,38 15,615
Fer2BaP1 7,286 1,95 24,51 11,178
Fer2BaP2 8,685 2,22 45,63 8,917

Les taux de MDA sont en ng

/mg protéines

Les taux de 8-OHdG sont en 8-OHdG/10° dG

- pas de répliquats

Essai préliminaire

[Fer] = 20 mg/t
[BaP] = 20 g/l

[Fer] = 20 mg/L
[BaP) = 20 pg/L

Essai définitif

[Fer1] = 20 mg/iL
[Fer2) = 40 mg/L
[BaP1] = 50 pg/L
[BaP2] = 100 pg/L

[Fer1} =20 mg/L

[Fer2] = 40 mg/L
[BaP1] = 50 pug/L
[BaP2] = 100 ug/L

Coefficient de variation {%)

8-OHdG

Coefficient de variation (%)

B-OHG _

37
4.6
25
28
9
70
84
53
46

19,5






