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| ntroduction

De nombreuses substances toxiques générées parackesgtés humaines sont
quotidiennement déversées dans I'environnementtiggea Les pollutions d’origine chronique
contribuent majoritairement a la détérioration dessystemes aquatiques. Les contaminants
majeurs, dont certains sont également d’originereie, sont regroupés en plusieurs familles:
les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAIRs)chlorophénols, les polychlorobiphényls
(PCBs), les hexachlorohexanes, les hexachlorobeszdas dioxines, les organoétains, les
pesticides organochlorés, les insecticides orgamegitorés et carbamates et les métaux lourds

tels que le cadmium, le mercure, I'argent, le plphalzinc, le cuivre, le fer.

Cette liste n'est évidemment pas exhaustive. Ds, pla nouvelles molécules chimiques
sont constamment synthétisées. Ces substancegyéfanaux organismes vivants (hormis
certains métaux essentiels), ou xénobiotiques,aoonent tous les compartiments (sédiment,
colonne d’eau) et par la méme de nombreuses esaeireales aquatiques. Outre la dégradation
des écosystemes et l'instauration progressive dasgquilibre écologique, la santé humaine est
également menacée. La préoccupation grandissanka pie@pulation et des autorités pour les
problemes liés a I'hygiene, la sécurité, I'envirenrent et de maniere plus générale a la qualité
de vie a conduit a I'instauration de réglementatide plus en plus strictes concernant les rejets
de substances polluantes dans I'environnement.oDgls permettant d’évaluer la qualité des
milieux aquatiques se sont ainsi aveérés nécesstrgpour les organismes de surveillance de la

qualité de I'eau (ex.: Agences de I'Eau) que pearihdustriels. (Amiaret al., 1998).

Néanmoins, il est une question essentielle a lémles$ industriels ne pourront jamais
répondre: quel est limpact des molécules chimigumesivellement synthétisées sur les

ecosystemes?

Nous inscrivant dans des préoccupations écotoxdaples, il nous a semblé pertinent
d’estimer la toxicité de deux composés organophmgshdont la synthése avait pour but
d’obtenir deux molécules moins toxiques sur des atesd biologiques alternatifs afin d’en

évaluer I'impact a I'échelle cellulaire.



| ntroduction

Trois ambitions majeures ont donc motivé ce travail) synthétiser deux nouveaux
composés organophosphorés linéaires, (i) étudigrpbrametres toxicologiqgues (mécanismes
d’action toxique, effets biologiques) des molécuties synthese a I'échelle cellulaire et (iii)

estimer l'influence relative de ces parametredesaomportement de des protistes ciliés.

Les paramécies ont été choisies en tant que mbadtayique pour notre étude du fait de:

» Leur facilité a étre cultiver en laboratoire, lenanipulation rapide (cycle de vie court)
ainsi que leur moindre codt (Beal et Anderson, 19@8mola, 1995).

e Leur mobilité grace a des cils possédant la mémactste que ceux des cellules
épithéliales des mammiferes (Drugtal., 1989 ; Grakt al., 1999), de plus des études de
microcinématographie a haute vitesse ont révélé lgsidbattements ciliaires chez les
mammiféres sont parfaitement comparables a cela paramécie, Tetrahymena.....etc.
(Berrebbah, 1990).

Les études portant sur les effets toxicologiquesidgecticides sur les protistes ciliés d’eau
douce (particulieremerRaramecium sp.) sont quant a elles beaucoup plus rares (Venkatasw
Raoet al., 2006 ; Rouabhet al., 2007 ; Sbartaet al., 2009 ; Rouabhet al., 2009 ; Amaroliet
al., 2010 ; Azzouzet al., 2011), un effort substantiel est a produire deoria@ accroitre les
connaissances scientifiques dans ce domaine. Racentexte, un panel de mesures biologiques
est susceptible d’étre investigué, depuis desaditérs biochimiques jusqu’a des conséquences
populationnelles, voire au-dela (communautés, é&téryes). Dans le cadre de notre travail, nous
nous sommes attachés a suivre des marqueurs sitwgaont de la cascade d’évenements et qui
constituent donc les premieres évidences de pettarts. Au niveau subcellulaire, nous nous
sommes ainsi intéressés au suivi de marqueurs enzyras et non enzymatiques de stress

oxydant.

Dans la premiére partie, un “apercu bibliographigu@ncernant les organophosphorés est

dressé et constitue un premier chapitre. Un secbagitre est quant a lui dédié a la synthése de



| ntroduction

deux molécules utilisées dans ce présent travaiino® des outils de stress chimique. Les

protocoles expérimentaux de synthése constitueritcuelle le troisieme chapitre.

Dans le premier chapitre de la seconde partie,appal bibliographique sur les protistes
ciliés est élaboré. Le chapitre deux regroupe i#érents outils d’évaluation en écotoxicologie
et qui tient lieu de préambule au chapitre “Matér& Méthodes" proprement dit. Les chapitres
“Résultats” et “Discussion” sont ensuite exposéanawe dresser un bilan de ces travaux au
travers d’'une conclusion générale et de présertepérspectives d'études sur lesquelles ces

travaux seraient susceptibles de déboucher.
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Apercu bibliographique sur les organophosphorés

1- Introduction

Les organophosphorés contiennent un atome de ph@splans leur structure chimique.
Leur mise au point remonte aux travaux de SchagfeAllemagne, en 1934 (Matsumura, 1975)
puis pendant la Seconde Guerre mondiale comme daicég de la nicotine. Ce sont des dérivés
des gaz sarin et tabun qui sont également desticides hautement toxiques pour les
mammiféres (Dajoz, 1969). lls sont tous des déroed’acide phosphorique. La majorité est
soluble dans les solvants organiques et insolutdes I'eau, alors que quelques-uns comme le
dichlorovos sont volatils. Neurotoxiques, les omamosphorés regroupent les insecticides les
plus toxiques envers les mammiferes. Par contee,néd sont pas persistants comme les
organochlorés, caractéristique qui leur a permsslde années 50 de remplacer ces derniers en

agriculture contre les insectes et les acariens.

On distingue les organophosphorés exothérapiquesagissent en pénétrant directement
dans I'organisme des insectes par des voies de¢csatactper os, etc.), comme le parathion,
et les organophosphorés endothérapiques ou systésnigpmme le disulfoton, qui pénétrent
facilement dans la plante ou ils circulent (Tablegu Certains sont fumigants comme le
malathion (qui est aussi un insecticide de contachslaminaires ou quasi-systémiques (Van
Emden et Service, 2004).

Wood (2004) dénombre 152 organophosphorés et &sseclen détaillant les différentes
familles chimiques : organophosphates, organotlusphates dont les organothiophosphates

aliphatiques, les organothiophosphates oximesrgnothiophosphates hétérocycliques, etc.

L’importance de ce nombre de molécules recenséesrenque les organophosphorés restent
encore aujourd’hui la famille d’'insecticides orggunes de synthese la plus employée sans doute

a cause d’'un large éventail de modes d’action ehualéples possibilités dans leurs applications.
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Tableau 1. Types d’insecticides en fonction du mod#e pénétration dans I'insecte. (D’apres

Van Emden et Service, 2004).

Type d’insecticide

Mode de pénétration

Contact

Aprés contact, l'insecticide pénétre adrava cuticule pour atteind

les tissus internes.

(€

Résiduel de contact

Le résidu (apres dégradatiolepdJV par exemple) reste insecticide

pénétre de la maniére indiguée précédemment.

et

Par voie orale

/ingestionper os

L’insecticide doit étre ingéré. Dans certain cas,résidu non toxiqu

nécessite d'étre transformé par la flore digestile I'insecte pour

devenir toxique (pro-toxique).

D

Translaminaire

L'insecticide pénétre dans la feuilu végétal, et le résidu toxiqu
ayant traversé plusieurs couches cellulaires,tse au niveau des fac

externe et interne de la feuille.

€,

Systématique

L’insecticide, absorbé dans la plantgre dans la séve et envabhit tg
les organes de la plante.

us

Quasi-systématique

L’insecticide pénétre au poiappmlication de la plante et ne mig

pratiquement pas dans les autres parties de lgeplan

Fumigant

Insecticide sous forme de vapeur qui g une toxicité inhalatoir

chez l'insecte.

(S

2- Evolution des insecticides organiques de synthes

L’avénement des insecticides organiques de syntbétegénéralement associé a la

découverte des propriétés insecticides du DDT [oliodiphényltrichloro-éthane) en 1939 par

Muller. L'utilisation de ce produit au cours de $&conde Guerre mondiale (1939-1945) par

I'armée américaine, allait donner un essor remdnigua la recherche de nouveaux insecticides

de synthese dés I'armistice de 1945.

Ainsi, la deuxiéme moitié du XXsiécle a été marquée par I'utilisation de plusieurs

familles chimiques d'insecticides organiques detls$®se qui a considérablement changé

I'agriculture et amélioré 'état sanitaire de lgpptation mondiale en permettant une lutte contre

5
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les insectes vecteurs de maladies humaines ou lasinMais dés les années 60, il fut constaté

que certains d’entre eux occasionnaient des peatioris physiologiques et environnementales.

Une nouvelle phase, dans la lutte contre les iasedest alors ouverte, orientée non
seulement vers le recherche de stratégies alteesatnais aussi vers une réflexion pour faire
évoluer les insectes de synthése afin de mieux dpgeren compte les exigences

environnementales dans les cadre d’'un développetueable.

2-1- Définition et classification

2-1-1- Une réalité complexe

Un insecticide chimique est un produit issu de imtlsese chimique (composé
synthétique ou hémi-synthétique) qui a la propréa&éduer les insectes, a court ou a long terme.
Les insecticides organiques de synthése sont ddécuhes carbonées synthétiques et se

distinguent des insecticides inorganiques ou minera

433 molécules (Wood, 2004) sont classées par &snihimiques parmi lesquelles par
ordre d’importance trois familles majoritaires s l@rganophosphorés, les carbamates, les
pyréthrinoides de synthése qui représentent a ewis 8% des molécules (figure 1). D’autres
molécules sont, pour I'instant, rangées dans utégode a part (« inclassables ») dans laquelle
se trouvent des molécules récemment mises surrghides seuls représentants de leur famille

chimique ou celles dont on ne connait pas treslbiemode d’action.

2-1-2- Les trois générations des insecticides orggnes de synthése

La premiére génération des insecticides organigleesyntheses est antérieure a 1940.
Elle comprend les produits les plus anciens quieb@tutilisés contre les insectes. Deux groupes
de composés ont été synthétisés a cette époque edmsacticides et acaricides : le dinitro-o-
crésylate de potassium et le dinitro-orthocrésoNQZ) (figure 2). Un second groupe de
composes, les alkylthiocyanates, comme I'isobohiyttyianate, a été développé a partir des
années 30 (Thacker, 2002).
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% d'insecticides

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Catégories d'insecticides

. Dinitrophénols

. Insecticides inorganiques (y compris arséniatuhuuorés)
. Fumigants

. Organochlorés (DDT,HCH,Cyclodiénes)

. Organophosphorés

. Carbamates

. Pyréthrinoides

. Néonicotinoides

© 00 N o o~ WDN P

. Régulateurs de croissance de l'insecte (RCI)

10. D’origine microbiologique

11. D’origine botanique

12. Autres (Pyrazole, Pyrrole, etc.)

Figure 1. Différentes catégories d’insecticides (primeées en pourcentage du nombre de

molécules répertoriées par Wood, 2004).

La deuxiéme génération est celle des moléculessqni arrivées sur le marché au

moment de la Seconde Guerre mondiale ; les hydyooes polyaromatiques comprenant :

* Les organochlorés que nous avant évoqués a trigaeemple du DDT ;
* Les carbamates, dont les premieres molécules iosed, les dithiocar-bamates,

avaient été synthétisées des 1931 (Fournier, 1,988)
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* Les organophosphorés mis au point par les Allemarelsdant les années 40-45,

a partir des gaz de combat utilisés au cours Bedmiere Guerre mondiale.

OH Cl
H Cl
ON CH; | I C‘Q N
Cl 0
>$=0
/ N 0~
\ o ¢
NO,
DDT Linga (HCH) Endosulfan (cyclodiénes)
Dinitro-orthocrésol
(DNOC) Organochlorés
0—CH,-CH
Cl Q \/ 2 0
H
Cl \P/O CH; / N\ \P/O CHrCy o)kN—IEl2 s \O—CHZ CH; \P/O CHy
\C_C O O‘CH Cl o O~CH2 CH, H,C— S O*CH3
/ H —
Cl
Cl ol 0
Dichlovos Chlorpyrifos Phosalone Phosmet
Organophosphorés
H;C H,C O H H,C 0
) ”\O ) ”\ ?H3 S /CH3 ;,\N—c/<
H H —C—C— ‘
0—N=C—C—CH;, H \(}—N—C 0 o
| NP “CH- S—CH; s
Carbaryl Aldibar Méthomyl Propoxur
Carbamates

Figure 2. Les trois grandes familles de composésganiques de synthése (Wood, 2004).

Ce sont ces trois grandes familles de composésur@ig) que I'on a I'habitude de
dénommer les insecticides organigues de synthéser Héveloppement supenta les autres
insecticides qui devinrent marginaux. Ce sont aux, ont provoqué une révolution dans le

domaine de la lutte contre les insectes fléaux.
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En effet, a cette époque, ils étaient « bon mascledficaces et apparaissaient sans effets
secondaires notables. Nous savons maintenantrgerilétait rien, sans doute a cause de l'usage
massif et inconsidéré qui en a été fait. Mais itfgarder en mémoire que, dans les années
cinquante, ces produits ont représenté le saviog-fdune époque qui a permis d’accomplir des

progres considérables au niveau de la santé aiegilg la production alimentaire.

La troisieme génération d’insecticides organiquesyhthése est arrivée sur le marché a
partir du dernier quart du vingtieme siecle. CadaFirn, 2003)) classent dans cette catégorie
tous les composés apparus a partir des années ntYalors répertoriés les pythrinoides de
synthése commercialisés a partir de 1974, mais &sphénylpyrazoles, comme le fipronil
découvert en 1987 et commercialisé en 1992, lemiogtnoides, comme limidachlopride

apparu a la méme période, ou les benzoylurées catifluleenzuron.

3- Principales familles d’insecticides organiqueselsynthese

Les organochlorés, organophosphorés, carbamatgsyréthrinoides représentent la
grande majorité des insecticides organiques dehggatqui ont été employés ou sont utilisés

actuellement.

3-1- Les organochlorés

Ces insecticides possedent dans leur structureawsmine liaison carbone-chlore. On
distingue trois familles d’insecticides organockBlr celles du DDT et des HCH

(hexachlorocyclohexane) ainsi que les cyclodienes.

3-2- Les carbamates

Le remplacement des organochlorés a été accéléréapparition et I'utilisation des
carbamates qui sont une famille de composés ongesigporteur d'une fonction
R-HN-(C=0)O-R'. Il s'agit en fait des esters suhég de l'acide carbamique ou d'un amide

substitué.
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3-3- Les pyréthrinoides

S’il y a un insecticide d’origine végétale qui anoo un succes sans précédent, c’est bien
le pyréthre, composé extrait du chrysanthé@meysanthemum cinaearefolium. Cependant, ce
biopesticide n’a jamais pu étre utilisé en agridta cause de sa labilité en présence de la
lumiére solaire. Aussi est-ce tres tét que la chide synthese s’est attachée a mettre au point

des composés photostables : les pyréthrinoidese(\¥881).
3-4- Les organophosphorés

Les organophosphorés contiennent un atome de ptw@sgans leur structure chimique. lls

sont regroupés en trois grands groupes :

* Les dérivés aliphatiques, avec une chaine carbionée
» Les dérivés phénylés qui contiennent un noyau drdams leur structure ;
» Les dérivés hétérocycliqgues dans lesquels le oayidss incluent des atomes d’oxygene,

d’'azote ou de soufre.

Au regard de la synthese bibliographique précédemrgtablie sur les insecticides
organiques de synthése. Notre choix s’est portélasgiynthése de deux nouveaux COmMpOSESs
organophosphorés linéaires de type phosphoramjdgtde déterminer leurs toxicité envers des

protistes ciliés d’eau douce particulieremBatamecium sp.

10
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Synthese des phényl phosphoramidates

1-Introduction

Dans le but de préparer des composéspploylés tels que les phosphoramidates,
notre choix s’est porté sur le Phényl dichlorophaspque (PDCPR qui nous a semblé le plus
adapté pour introduire le motif R=0 » en plus de sa grande réactivité.
2-Propriétés physiques et chimiques

Le Phényl dichlorophosphonique (Tableau 2) est ignide incoloretransparent
légerement volatile, d’'odeur piquante et fumantable dans les conditions recommandées de
stockage, né dans des conditions normales dentratitie La décomposition par la chaleur peut

provoquer le dégagement de gaz et de vapeursitegtaes oxydants forts.

Tableau 2. Propriétés physiques et chimiques de PIFC

Formule moléculaire GHsCI,OP
Masse moléculaire 194,99
Formule structurelle o
Lt
i
Point de fusion 3°C
Point d’ébullition 258°C
Densité (d) 1.393
Densité de vapeur 6.7
Solubilité Eau

11
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3-Réactivité de Phényl dichlorophosphonique

3-1- Avec les amines

La combinaison de l'amine sur le PDCP permet I'scagéix composés de type

phosphoramidates (Yanglal., 1998) (Figure 3).

Rl\
NH —— = Cl—P—NR'R?
Rz/

I
Cl—P—CI 4+

H
N
CO,Me
RRNH = n-Bu ,NH, i-Pr(Me)NH, &OBZ

Figure 3. Réactivité de PDCP avec les amines.

3-2- Avec les amino alcools

Le 1,3,2 oxozaphosphorino [4,3-a] a été synthdi@éla réaction homocalycotomine
(1) avec les dérivés appropiés de dichlorophosphohétérocycle a été obtenu sous forme
de deux isomeres (1") et (1”) (Fulagal., 2000) (Figure 4).

12
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Figure 4. Réactivité de PDCP avec les amino alcools

3-3- Avec les aminoesters

Une liaison P-N se forme par substitution nuclégphiu chlore par I'aminoester
(Mehellouet al., 2007) en milieu triéthylamin@-igure 5).

0
|| COMe  CH, 1R
c—P—Cl + r—< — s C—P-N
NH,  TEA0°C H “come

Figure 5. Réactivité de PDCP avec les aminoesters

3-4- Avec les diamines

La condensation de diamines avec le Rhdinllorophosphonique en présence de

triméthylamine en excés donne des composés hétdiopoys contenants le motif

phosphoryle (Phényl Diazaphospholidine oxydes) @e., 2002)(Figure 6).

13
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o)
I NH DOM Q,O

ad—pP-ad + /p(
HN N~ N

A \J/

Figure 6. Réactivité de PDCP avec les diamines.

4- Synthese des Phényl phosphoramidates

Au cours de ces dernieres années, lthés@ de nouveaux composés spécifiques
potentiellement actifs et contenant des foncticaraatéristiques s’est développée et a connu
un essor important. L'introduction du groupemenbgghoryle (P=0) peut étre apportée par
plusieurs réactifs, notre choix s’est porté sypHenyl dichlorophosphonique (PDC®)kang
et al., 2000) pour sa disponibilité d’'une part et sa ligaétd’autre part.

Les produits précurseurs ; amines primaires préaenn site nucléophile (N# cette
réactivité est mis a profit dans la réaction degphorylation. Les Phényl phosphoramidates
PA-A et PA-B ont été préparé par réaction d'une remprimaire (cyclohexylamine et
benzylamine) avede phényl dichlrophosphonique en une seul étajmns I'acetonitrile
comme solvant a -5°C pendant 12 h. Ces composéppb@s ont été purifies sur colonne
de gel de silice éluée au @El,-MeOH (9/1)(Figure 7).

14
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e 12h, -5°C ﬁ
A=P=C | 4RN\H, RHN—P-NHR 4+ 2RNHCI
Acétonitrile

@

Figure 7. Synthese des Phényl phosphoramidates.
4-1-Caractéristiques physico-chimiques
Les phosphoramidates (PA-A et PA-Bpsasentent sous forme d’'une poudre blanche
avec des rendements élevés. Leurs points de fasiopris entre (154-162°C). Ces composés

sont solubles dans différents solvants polaireélésvau bleu de Molybdene et visible en UV
(Tableau 3)

Tableau 3.Caractéristiques physico-chimiques des phényl phobpramidates.

Réf R M Formule F°C Rdt%
Brute
PA-A | Cyclohexylamine 320 GigH29N,OP 159 89
PA-B Benzylamine 336 GoH21N2OP | 154.5 91

4-2- Etude structurale

Les structures des composés prepard été parfaitement élucidées par les
meéthodes spectroscopiques usuelles: infrarougenaése magnétique nucléaire du proton,
du phosphore et’é

15
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o] En RMN H : La formation de phosphoramidates est confirmé par
apparition d'un signal du HP=0 vers (2.40-3) ppm sous forme d'un
singulet, le Phényl porté par le phosphore appardit 7 et 8 ppm sous forme
de multiplet et d'autres signaux correspondaneaterdes protons des amines.

o] En infrarouge : on remarque une bande d'absorption vers (1107.1-
1253.6) crifqui correspond & la liaisq=0). La bande de groupeme(NH)
et (C-N-P) apparaissent respectivement vers (3155.3-320&n3)et (1118.6-
1029.9) crit.

16
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Protocoles expérimentaux de synthese

1- Techniques utilisées

1-1- La chromatographie

C’est une technique de séparation trés puissamnjgeguet de travailler sur des quantités
allant jusqu’au microgrammeug). Les séparations chromatographiques sont baséetes
propriétés physiques des molécules « volatilitdulslité et adsorption ». Les mélanges des
substances a séparer sont placés dans des cosdijoramiques dans lesquelles deux de

précédentes propriétés peuvent se manifester.

1-1-2- La chromatographie sur colonne

Cette technique de chromatographie solide-liquitede type préparatif. Elle permet la
séparation des quantités de substances qui pevareeit de 500mg a plusieurs grammes, le tout

dépend du diametre de la colonne et de la quatisitisorbant.

Dans un premier temps, on remplie la colonne dehkse solide absorbante imprégnée
d’'un solvant, le niveau du liquide dans la colorms abaissé au sommet de I'adsorbant (on
utilise souvent 20-30 g de silice pour 1 g de pm)dl’échantillon a fractionner et dissout dans
un minimum de solvant (celui qui est déja utiliseon le dépose au sommet de la colonne pour
subir I'élution. Le solvant est ajouté a la colorpwur développer la séparation. L'effluant est
récupéré sous forme de plusieurs fractions qui soatlysées par CCM. Les fractions de
I'effluant contenant les mémes substances sontittomaeées et isolées par évaporation du
solvant. Les chromatographies sur colonne de gdild®e ont été effectuées avec de la silice
Merck 60 H (Art.9385).

17
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1-2- L'extraction

L'extraction est une méthode de purification qungiste a isoler une substance d’un
solide a l'état pur, ou d’'une solution par contagec un solvant qui dissout sélectivement le
produit désiré ; la séparation s’effectue dansampoule a décanter qui permet la séparation des

phases organiques et agueuses avec un minimunrtde pe

1-3- La distillation

C’est la principale méthode de séparation et ddigation des liquides. Elle consiste a
évaporer le liquide par chauffage, condenser lpsewa obtenues et récupérer le condensas.

1-4- Résonance magnétique RMN

Les spectres RMN du proton ont été enregistrésaédeature ambiante sur un appareil :
AC 200 BRUKER, AC 250 BRUKER. Les déplacements éhiras §) sont exprimés en ppm
par rapport au signal CD£lixé a 7.24 ppm ou DMSOgdixé a 2.49 ppm. La multiplicité des
signaux est indiquée par une ou plusieurs lettra(suscule(s) : S (singlets), d (doublet), t
(triplet), g (quadruplet), dd (doublet dédoublé),(massif) les constantes de couplage J sont
exprimées Hertz (Hz).

Les spectres infrarouge (IR) ont été en registiésis spectrometre Perkin-Elmer FT-1600.
Les points de fusion non corrigés ont été détersarécapillaire sur un appareil Electrothermal
BUCHI 510.

Les produits ont été relevés par pulvérisationadeihhydrine a 5% dans l'alcool éthylique
puis chauffage et a la lumiere UV (245 nm) pour demposés comportant un ou plusieurs
groupement(s) chromophore(s).

18
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2- Préparation des phényl phosphoramidates

2-1- Mode opératoire général

Dans un ballon de 250 ml sous agitation magnétigse, placé dans l'acétonitrile
anhydre, 1 équivalent de phényl dichlorophosphanigh I'aide d’'une ampoule a brome
surmontée d'une garde a CaCbobn additionne, goutte a goutte, 4 équivalentsn@’amine
primaire dans le méme solvant a 0°C. Le mélangetiockmel est laissé sous agitation

magnétique pendant 12 heures.

L’évolution de la réaction est suivie par CCM, gnontre la formation d’'un produit
moins polaire, soluble dans les solvants polam®glé par pulvérisation au Molybdene par une

tache bleue, le produit il est révélé aussi akayurine.

2-2- Traitement

Le solvant est évaporé sous pression réduite etsidu est dilué dans le GEl,, lavé par
I'eau distillée puis séché sur MO, et concentré sous vide. Le résidu obtenu estigunifar
chromatographie sur colonne de gel de silice, @lu€HCI,/MeOH (9/1).

“ N, N’-cyclohexylamine phosphoramidates
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o IR (KBr. v en cm'): 1180.4 crit (P=0), 3155.3 cnit (NH), 1461.9 crit (C=C a),
1110.9 cnit (C-N-P).

o RMN 'H (CDCls, & en ppm): 7.90 (m, 2H,H-Ar); 7.50 (m, 3H,H-Ar); 3.15 (m, 2H,
CH-cyc); 2.40 (d, 2H, M-P=0); 1.90 (m, 4H, 8,-cyc); 1.65 (m, 4H, E,-cyc); 1.15
(m, 12H, GH,cycl).

% N, N’ benzylamine phosphoramidates

N

o IR (KBr. v en cm'): 1253.6 cril (P=0), 3163cm (NH),1461.9 crit (C=C ,),
1118.6 cnit (C-N-P).

o RMN 'H (CDCls, 8 en ppm): 7.9 (m, 2H,H-Ar); 7.5 (m, 3H,H-Ar); 7.25 (m, 10HH-
Ar); 4.15 (2d,4H, ©,-N); 3.0 (m, 2H, NH-P=0).
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Etude bibliographique sur les protistes ciliés

1- Rappel sur la biodiversité microbienne

Un des aspects les plus fascinants et les pluagyattts du monde microbien est son
extraordinaire diversité avec ces trois domainésges vivants : Bacteria, Archea et Eucarya.

Le domaine Bacteria comprend un regne : le regadedbactéries (les vraies bactéries).

Le domaine Archea (du grec arkhaios, ancien) contpeissi un regne: le regne des
Archaebactéries (les bactéries anciennes).

Le domaine Eucarya comprend quatre régnes quidantlles champignons, les algues,
les protozoaires etqz tous les autres regnes.

Les Archaebactéries, les Bactéries et les Eucaybéaijourd’hui sont tous le produit de
milliards d’années de sélection naturelle et toastément adaptés a I'environnement actuel et

aucun d’entre eux n’est « primitif ».

1-1- Rappel sur les protistes

En systématiqueselon la classification classique, le terme Pret{slu grecProtos =
premier) désigne l'un des régnes du vivant regmiupaus les étres vivants mobiles et
unicellulaires.

Le regne des Protistes se divise généralement ex pirties: les Protozoaires et les
Protophytes.

Les Protozoaires sont des organismes unicelluldioesiant une entité paraphylétique,
ilIs possedent une cellule Eucaryote (c'est a dassgdant un vrai noyau, contrairement aux
Bactéries, dites Procaryotes), tres difféerenciée@muplit de nombreuses fonctions nécessaires a
la vie et comportant des organites complexes : Uokes pulsatiles”, "cils", "flagelles"
(Patterson, 1999).

On leur distingue cing sous-embranchements gdl., 2005):

» LesActinopodesqui émettent de fins pseudopodes rayonnants.
» LesCnidosporidies sont des parasites dont le stade initial est umgeamiboide et le

stade final une spore pourvue d'un filament évduga
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» LesRhizoflagellésqui comprennent les rhizopodes et les flagellés.

* Les Sporozoaires (ou Apicomplexe§ sont dépourvus a l'état adulte d'appareil
locomoteur. Ce sont des parasites des cellulesadgsnpourvus d'un complexe apical et
se reproduisant par sporogonie.

» LeslInfusoaires ou Infusoires sont des Protistes de grande taille (jusqu'ai@@@our la

paramécie). lls sont munis d'oracronucléuset d'unmicronucléus On y distingue:

*Les Holotriches (paramécie).
*Les Spirotriches ayant une ciliature buccale en spirale a droitgl@Sichia).

*Les Péritriches ayant une ciliature buccale en spirale a gaucbeti¢elle).

Les Protophytes sont des organismes végétaux lutideds ou a cellules peu

différenciées.

1-2- Phylogénie des Protistes

Les relations évolutives entre les divers groupefbtistes, et méme la composition de
ces derniers, sont toujours un sujet de contrové&sependant, certaines propositions pour une
phylogénie naturelle ont été faites fondées susépiences d’ARNet d’autres techniques de

biologie moléculaire (Purvest al., 2000).

Pour la classification phylogénétique moderneglne des Protistes n'est plus pertinent.
Certains Protistes sont rattachés aux Opisthocoditagres a la lignée des algues brunes
(Straménopiles) ou a la lignée verte des algueglattes terrestres (Chlorophyta). D'autres
Protistes sont divisés en lignées monophylétiquegpqurraient avoir rang de regne. Enfin, la

position d'autres Protistes aux affinités incedaiast encore en cours d'étude.
Au total les scientifigues reconnaissent aujouiidime soixantaine de lignées. De plus,

en phylogénétique moderne (figure 8), végétal emah deviennent des termes obsolétes
(Cavalier Smitret al., 2003).
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EUKARYA Encephalitozoon BACTERIA

Hexamita
Valrimorpha o "
Chiarobium 2V10Phaga
_— Agro-
Giardia Epulopiscium

bacterium g

Trichomonas Bacillus

¥ ¥ chloroplast
Physarum :ltc’chondna 3 Synechococcus
coli
. Thermus

Trypanosoma g, .
s, nitta Thermomicrobium

Chromatium

Thermotoga
g Aquifex
EM 17

Euglena q

Naegleria g

Entamoeba

Dictyostelium
- Haloferax ARCHAEA
Methano-

Porphyra € g spirittum

Thermococcus Methano-
sarcina

< Sulfolobus

Paramecium ¢’ &
Fungi

Methanopyros \

' Plants
Animals

Thermoproteus
Thermofilum

pSL 50
pSL 4
pSL 22
pSL 12

Marine group 1

Figure 8. Position du genrdParamecium dans le systeme « Trois domaines »
(Woeseet al., 2000).

1-3- Taxinomie

Les différentes espéces de paramécie ont été comapeis plusieurs années, mais c’est
en 1950 et grace aux contributions de Fauré-Frethfi?4) que le genrBaramecium doit sa
position systématique en tant que cilié. Ses olasiens ont été confirmées par Corliss (1961) et
Roque (1961).

D’apres Muller, 1773 (Cudmomt al., 1977), les paramécies appartiennent au :

Régne Protista
Embranchement Ciliophora

Classe Qligohymenophora
Ordre ‘Peniculida
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Famille :Parameciidae

Genre Paramecium

La systématique actuelle du gerfParamecium, aprés Corliss (1961) et Honigberg

(1964), peut étre établie comme suit :

Phylum :Protozoa
Subphylum Ciliophora
Classe Ciliatea
Sous-classe Holotrichia
Ordre ‘Hymenostomatida
Sous-ordre Peniculina
Famille :Parameciidae

Paramecium caudatum, espece la plus courante et la mieux connue, dg @le est

largement utilisée comme matériel de rechercheyBeat et Cassier, 1998).

2- Rappels sur la paramécieRaramecium sp.)

Les paramécies sont des organismes unicellulaRestgzoaires), de forme oblongue,
dont le corps uniformément couvert de cils (ciliéslotriches) est fréquemment visible a I'ceil
nu; en effet, leurs dimensions sont, selon lescespprises en considération, comprises entre 70
et 350Q.

Les représentants du geriraramecium sont parmi les plus fréquentes des Protozoaires.
lIs sont tres abondants dans les eaux contenartétes végétaux ou dans les infusions de foin
(infusoires) car les bactéries dont ils se nougnssullulent a la surface des végétaux en
décomposition. Le genfearamecium inclut environ 15 espéces, actuellement enregisindais

moins de 10 peuvent étre considérés corRaramecium vrai.

En 1928, Wenrich définit les caractéristiques desgeces en termes préck.aurelia,
P. caudatum, P. multimicronucleatum, P. bursarja, P. calking], P. polycaryum, P. woodr uffi et P.

trichium.
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Kahl (1935) a ajouté la description deP. traunsteineri, P. nephridjatum, P.
chilodonides, P. glaucum, P. putrjnum, P. chlorelligerum, P. pyriforme et

P. pseudoputrinum.

Wichterman (1953) a fait une étude critique deteildes 16 espéces, mais 2 especes
enregistrées avant par Kahl (193B) ¢laucum et P. pyriforme) non pas été étudiées pendant
gue 2 autres especd’ (uboscquj et P. ficarium) ont été mentionnées. Selon cet auteur, seules
les 8 espéces décrites par Wenrich sont bien défatiappartiennent & 2 groupes :

- GroupeAur€dlia (3 especes) P. caudatum 290 microns
P.aurelia 170 microns

P. mutlimicronucleatum 310 microns

- GroupeBursaria (5 especes) P. bursaria 150 microns
:P. trichium 70 microns
:P. calkinsi
:P. polycaryum

: P. woodr uffi

Pour chaque espéce il est possible de définireaqucconcerne la taille, un polygone de
distribution spécifique et de mettre en évidence d#éférences géographiques ou d’origine
nutritionnelle; ces dernieres différences sont éegeet non transmissibles. Les autres sont si mal

définies qu'elles ne peuvent étre considérées @appartenant au geriParamecium.

Quelgues especes ont été ajoutées au gearamecium et sont :P. silesiacum, P.
jenningsi, P. porculus, P. arcticum, P. africanum et P. pseudotrichium. Ces espéces ont été
établies sur la base des criteres morphologiquesant les seuls qui peuvent étre employés

efficacement et facilement.

Par leur grande taille et I'extréme facilité derlélevage, les paramécies constituent un
matériel de choix pour I'étude morphologique, cytptiue et cytochimique des protozoaires

ciliés.
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Leur cytoplasme limité par une mince cuticule pnéseine zone périphérique hyaline et
visqueuse, cette cuticule est résistante, soupkastique, limite 'amplitude des déformations
du corps de la paramécie, elle s’oppose a I'émmisdm pseudopodes. Aprés toute déformation,
grace a la présence de cette différenciation sigpl® le corps de la paramécie reprend sa

forme initiale (Beaumont et Cassier, 1998).

Vivant dans un milieu hypotonique par rapport a sgtoplasme, la cellule absorbe
constamment I'eau de son environnement par osniosecés d'eau dans le cytoplasme est
alors évacué grace a des vacuoles pulsatiles, oytdplasme se contracte périodiguement pour

expulser I'eau a travers la membrane plasmique.

La paramécie (figure 9) posséde deux noyaux contdaeanatériel génétique a fonctions

complémentaires :

* Le macronucleus: volumineux, polyploide, ovoide dont la fonctiest indispensable a
la survie de la cellule car il assure toutes lextions végétatives. Il se forme a chaque
génération sexuelle par des réarrangements progeardentout le génome germinal, qui

aboutissent & des chromosomes redessinés pouebsign des geénes.
* Le micronucleus: sphérigue, de taille réduite, diploide et sotfiicile a observer. |l
subit la méiose et transmet l'information génétiguéa génération sexuelle suivante

(Cohen, 2007).

S'’il existe un seul micronucleus ch®aramecium caudatum, Paramecium aurelia en

possede deux.

26



Partie B. Etude expérimentale Chapitre |. Etude bibliographigue sur les protistes ciliés

B Pils
—___-_—?;‘t-*ﬂacunles

7 f" digestives
—— Goutibre

, orale
- Pharynx

\\ N srenLElauS

~ ke Fen uekeLs

.f"
=7 ¥Yacuple —

il caniractile

[
Bl um

Figure 9. Structure d’'une paramécie sous microscop@enoscope, 2007).

2-1- Mouvement

Les cils sont le mode de locomotion des paramégles. derniéres peuvent diriger les
battements de leurs cils pour se déplacer en axaah arriere dans un mouvement spiralé. Une
paramécie peut effectuer un brusque retrait auacbdtun obstacle.

2-2- Reproduction

Les paramécies se reproduisent (figure 10) par :

» Division cellulaire : les micronucleus se divisant par mitose, le waecléus se

divisant simplement en deux micronucleus fils.

« Conjugaison: la conjugaison des paramécies est un processxsels de
recombinaison génétigue (des paramécies indivielsielléchangent un
micronucleus pendant la recombinaison), mais catrnp@as un processus de
reproduction. Les deux mémes cellules débutentchévent le processus et
aucune nouvelle cellule n’est créée (Pumtes., 2000).
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y .y Réorganisation cellulaire

. - - -
- -
mic - .- *
O NV (4
mac > 5 {:
1 .

F o ®

Figure 10. Cycle sexuel et réorganisation macronughire : Evénements cellulaires
(Meyer et al., 2005)

1. La paramécie en croissance végétative possedendietonoyaux diploides (mic, en rouge) et
un macronoyau (mac, en bleu) polyploide (800 a @ ©0 Des conditions de jelne modéré
induisent la réactivité sexuelle: en présence g¢iartenaire de type sexuel complémentaire, la
cellule conjuguera; sinon, elle subira I'autogandi&. Conjugaison et autogamie déclenchent la
méiose des micronoyaux, aboutissant a 8 noyawottklgd dont 7 dégénerent et un seul survit,
tandis que le macronoyau entame un processusgtadrdation4. Le noyau haploide survivant
subit une mitoseb. Dans le cas de l'autogamie, les produits de ceitese fusionnent; dans le
cas de la conjugaison, il y a échange réciproquiudedes produits de cette mitose et fusion
dans chaque conjugant pour donner un noyau zygotigquloide.6-7. Le noyau diploide subit
deux mitoses post-zygotiques. Le macronoyau a @&chaviragmentatior8. Les deux noyaux
localisés au péle postérieur de la cellule se difféient en macronoyaug. A l'issue de ces
processus sexuels, lors de la premiére divisiangdégix macronoyaux nouvellement formés sont
répartis entre les deux cellules filles, tandis ¢pge deux micronoyaux subissent chacun une
mitose. Lors des divisions suivantes, le macronogaudivise en méme temps que les
micronoyaux, tandis que les fragments de l'ancieacnonoyau, qui ne répliquent plus leur

ADN, sont répartis au hasard dans les cellulessfilét finalement dégradés.
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2-3 Alimentation

La paramécie possede un mécanisme d’alimentationgoeent constitué par une cavité
buccale (péristome) prolongée vers l'arriére : déstibule; c’est une cavité tubulaire invaginée
dans I'endoplasme ('endoplasme contient les otgande la nutrition: le péristome et les
vacuoles digestives) ou les aliments sont collegiaés la combinaison de I'action des cils
couvrant le corps et les autres cils couvrant Istibele, les paramécies se nourrissent des

organismes comme les bactéries et autres protesa@amworth et Morgan, 2000).

2-4- Respiration

Les paramécies sont avides d’oxygene, leur resmirae fait par des échanges gazeux
avec I'environnement exclusivement par la surfamparelle car présentant un rapport surface /

volume donc surface / masse corporelle élevé (Wettr@ehring, 1995).

2-5- Génomique et mécanismes d’évolution de la pargcie

La paramécie est I'un des premiers organismes lluiggees a avoir été observé lors de
I'invention du microscope au diseptieme siecle. gdors, sa facilité de culture, sa grande
taille, et la facilité d'observation de ses fonaticellulaires variées en ont fait un modéle d&tud
privilégié pour les scientifiques. Depuis 50 ansie upetite communauté de biologistes
americains, européens et japonais l'utilise pétwmde de l'organisation cellulaire et de I'néredité

en particulier des phénoménes épigénétiques.

Des chercheurs du CNRS et du Génoscope ont réais#ecryptage du génome
somatique de la paramécie et découvert qu'il pespées de 40000 genes, contre "seulement”
25000 pour I'homme. lls ont ensuite démontré queatemoine exceptionnel résultait d'au

moins trois duplications successives de tout leogn

Les duplications de génome sont des évenements naaes qui se sont produits de
maniere récurrente au cours de I'évolution desrgotzs. Depuis longtemps, on postulait

gu'elles pouvaient étre a l'origine de transiti@welutives majeures, car le doublement du
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nombre de genes offre un large potentiel dinnowatiet donc d'adaptation des especes
(Cohen, 2007).

3- Justification du choix deParamecium sp. comme modele biologique

Afin d’étre largement utilisables, les tests deid¢i& doivent étre simples, rapides, sensibles,
répétables et peu chers (Giasal., 1989). Les espéces utilisées lors de ces testhoisies

afin de répondre au mieux a ces criteres, quisghitsent par les contraintes suivantes :

» Le taxon est présent, abondant et facilement ffiglie (Marcheset al., 1996) ;

* Sadistribution géographique est large (Benetedt., 1992) ;

* Il joue un rdle important dans le fonctionnement'éeosysteme (Kosmalt al., 1999) ;

* Sa culture et sa manipulation sont simples (Tagtlat., 1991) ;

* Son habitat naturel correspond au compartimenttapeatesté (Tayloet al., 1991) ;

» Il est sensible au produit testé (Mc Phersioai., 2000) ;

« |l est possible d’étudier les effets aigus et ciqoes du produit et éventuellement sa

bioaccumulation (Chapman, 2001).

Paramecium sp. est I'une parmi de nombreuses espéces qui saiegtikles de satisfaire au
moins partiellement ces criteres. En effet, cefjgeee eucaryote unicellulaire est, d’une part,
facile a cultiver, sa taille permet de suivre, bl&agrossissement, cycle cellulaire, conjugaison,
comportement, sécrétion et morphogenese, et dervisuellement des mutations touchant une
gamme de fonctions cellulaires. Plusieurs partités biologiqgues en facilitent I'étude
biochimique. D’autre part, le processus d’autogamig produit des clones 100% homozygotes
et simplifie 'analyse toxicologique. L’ensemble des données expérimentales nous ont donc

conduits a choisiParamecium sp. comme modele d’étude.
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Outils d’évaluation en écotoxicologie

L'évaluation de la toxicité d'un xénobiotique auirsel’'un écosystéme aquatique est
complexe. Cette démarche suppose une approcheativegde difféerents parametres. En effet,
la seule présence d’'un xénobiotique dans un sysé&wmlegique donné ne constitue pas, en soi,
un élément suffisamment pertinent pour en déduiraisgue pour les biocénoses. Des liens
doivent étre établis entre les niveaux externesgpasition (mesures chimiques de la présence du
contaminant dans [I'écosystéme), les niveaux interme contamination tissulaire (sa
bioaccumulation dans les organismes) et les elfif®giques induits. Ainsi, I'exposition, le
devenir et les effets des polluants au sein desyétames aquatiques nécessitent une étude

écotoxicologique multiparamétrique (Forlatsl., 2006).

Contrairement au domaine de la toxicologie humalnmjté biologique visant a étre
préservée en écotoxicologie n'est pas lindividuismie population. Cependant, les effets
préjudiciables au niveau des populations exposgrisspuvent difficiles a détecter. En effet, la
plupart des effets induits a ce niveau d’organisabiologique ne tendent a se manifester que
dans des situations d’exposition extrémes (dur@gdsition importantes et/ou concentrations
élevées). Ainsi, quand l'effet devient finalememkentifiable au niveau populationnel, le
processus toxicologique peut avoir pris des pramusttelles que le point au-dela duquel des
actions de remédiation ou de réduction du risque encore possibles a sans doute été dépassé
(McCarthy, 1990).

Ainsi, dans le contexte environnemental, les bi@ueaurs offrent 'avantage d’étre des
indicateurs sensibles démontrant que le contamiaaété internalisé par I'organisme, a été
distribué dans les différents tissus et a indust elifets toxiques au niveau de cibles spécifiques
(McCarthy et Shugart, 1990).

Dans le but d’aborder au mieux cette étude, il n@ysaru pertinent d’explorer divers
systemes enzymatiques de biotransformation desbi@igues qui sont des biomarqueurs de
choix car ils sont induits par de nombreuses ctadsecomposeés. lls ont été largement explorés

chez les cellules animales au cours de ces desra@rees.
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Leur fonctionnement est donc abondamment décrits dan littérature et nous en
rappellerons les grandes lignes. Par contre, c#8rags ont encore été tres peu explorés chez les
protistes ciliés particulieremeRaramecium sp. largement utilisé comme modele alternatif dans
les tests toxicologiques et comme bio indicateupalition. Cette problématique s’integre dans
la thématique développée par le Laboratoire de cbhagie Cellulaire et représente donc une

alternative intéressante, que nous avons cherdégelopper dans notre étude.

1- Les biomarqueurs : notions et concepts

1-1- Définition et rble(s) biologique(s)

Difféerentes définitions ont été données au terméomiarqueur”. Ce terme est
généralement utilisé dans un sens tres large,antlguasiment toutes les mesures reflétant une
interaction entre un systéme biologique et un dapgtentiel ; ce danger pouvant étre chimique,
physique, ou biologique (WHO, 1993).

La définition ayant été retenue par Lagagtial. (1997) est la suivante : un biomarqueur
est un changement observable et/ou mesurable aawniwoléculaire, biochimique, cellulaire,
physiologique ou comportemental, qui révele I'expos présente ou passée d’un individu a au
moins une substance chimique a caractére poll@mtchangement peut alors étre associé a
I'exposition en elle-méme, aux effets toxiques ouaasensibilité vis-a-vis du contaminant

environnemental (Peakall, 1994).

A ce stade, il est important de replacer I'approdee biomarqueurs dans un contexte
fonctionnel. En effet, ce que I'on considéere combm@narqueur consiste en une modification
d’'une structure ou encore en une variation anorrdalaee activité biologique. Or, dans des
conditions normales, toute structure ou activitddgique joue un réle dans I'état d’homéostasie
d'une cellule, d’un tissu, d’'un organisme ou mémeed population. En ce sens, l'analyse de

son réle fonctionnel présente un intérét important.

Ainsi, selon Depledge (1994), en deca d’'une cestairession toxique (exposition a des
concentrations et/ou des durées importantes), asideére que le métabolisme basal des
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organismes suffit a assurer le maintien de leur dustasie. En d’autres termes, le
fonctionnement des différentes structures et désvibiologiques “tamponne” l'action des
polluants sur les individus lorsque celle-ci edatreement limitée. En effet, qu’elles soient
spécifiguement impliquées dans la protection degéiaisme vis-a-vis des agressions extérieures
ou non, certaines molécules biologiques ont laiqdsrité de réagir a la présence de toxiques

dans le milieu.

Néanmoins, au-dela d’'un certain seuil (en termesotheentration du contaminant ou de
temps de contact), les capacités de maintien danidwostasie peuvent étre dépassées, ceci
pouvant finalement mener a la manifestation d'sffeéfastes a des niveaux hiérarchiques
supérieurs. Ainsi, lorsque les capacités de congtiemsne sont plus suffisantes pour limiter
I'action des polluants toxiques, I'état de santé olividus contaminés peut évoluer vers une

dégradation, réversible ou non selon le degréairfdt toxique.
1-2- Qualités requises
Un biomarqueur doit étre un indicateur sensibléada@odisponibilité d’un polluant et de

réponses biologiques précoces. De maniere a evabbgectivement les qualités des

biomarqueurs, cinq criteres sont généralement af\fais Der Oostt al., 2003):

La technique analytique permettant de quantifiebitanarqueur doit étre efficace (en
termes de sensibilité, justesse et précision), dwit relativement peu élevé et facile a
mettre en oeuvre ;

* Laréponse doit étre sensible pour constituer warpetre d’alarme précoce ;

* Le niveau basal de la variable biologique doit &@rement identifié de maniere a
distinguer le bruit de fond naturel (variabilité tuvelle) du niveau induit par la
contamination (signal) ;

 Les mécanismes impliqués dans la relation entrerél@onse du biomarqueur et
I'exposition au polluant doivent étre connus owittau moins, SUPPOSES ;

» La signification toxicologique du biomarqueur (t‘agdire la relation entre sa réponse et

un impact possible sur I'organisme) doit étre é¢abl
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2- Pistes de recherche retenues pour I'étude desxabiotiques de syntheses

Au regard de la synthése bibliographique précédemgtablie, certaines pistes d’études
peuvent étre dégagées. L'objet de cette secticm denc de décrire et de justifier les pistes
retenues dans le cadre de notre travail. Nous mee®ms pour cela chacune des différentes
pistes de recherche du point de vue de leur apiplicadans le domaine général de
I’écotoxicologie.

2-1- Etude du stress oxydant

Partant du principe que tous les xénobiotiques qarognt un stress oxydant au niveau
des organismes exposés, il semble important demeysde maniere approfondie ce qu’est le

stress oxydant et en quoi son étude peut étreagdesdans le cadre du présent travail.

2-1-1- Le systeme antioxydant cellulaire

Afin d’éliminer les espéces radicalaires et de témies dommages provoqués par le
stress oxydant, les cellules disposent de troisamigémes de défense antioxydant. On pourra
ainsi citer : (i) I'élimination des espeéeces réaetivet des catalyseurs de leur formation, (ii)
I'induction de la synthése d’antioxydants et (ligugmentation de l'activité des systemes de

réparation et d’élimination des molécules endomraagé
Une vue d’ensemble des mécanismes enzymatiquesféasd qui contribuent a la

détoxication des espéces réactives est proposée ldafigure (11). Ce schéma illustre la

complexité des réactions qui coexistent au seia dellule lors d’un stress oxydant.
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G-6-P Dehydrogenase

G-6-P = Ll 6-Phosphogluconate

-
>
9}
-

+
Z
b
)
T
I

o— .

—..E
GSH Peroxidase
Catalase

Figure 11. Systémes enzymatiques impliqués dansdéfense antioxydante cellulaire
(Barillet, 2007).

2-1-2- L’étude du stress oxydant, son intérét en étoxicologie

Les caractéres ubiquistes des processus oxydaletgremplication possible en tant que
facteurs de toxicité ont suscité des recherches dagiomaine de I'écotoxicologie. La formation
d’oxydants et le déficit en antioxydants étant sigees avant-coureurs potentiels de toxicité, ces
parametres constituent des indicateurs précocesedagression toxique, ce qui rejoint la
définition précédemment donnée d’'un biomarqueuestCainsi que I'étude du stress oxydant et
de ses implications toxicologiques chez les orgaessaquatiques a été initié il y a une vingtaine
d’années, suite a la mise en évidence d’activitzyreatiques antioxydantes chez les poissons
(Livingstone, 2001 ; Di Giuliet al., 1989 ; Winston et Di Giulio, 1991 ; Cosatal., 1997).

L'intérét majeur des parameétres antioxydants eh gale biomarqueurs réside dans le
caractére aspécifique de leur réponse qui se traugénéral, dans une premiere phase par une
augmentation de lactivité des enzymes impliquédemduction d’activité est en général
transitoire, relativement modérée et aspécifique. @hénomeéne traduit l'adaptation des

organismes a un nouvel environnement. L'inhibitida certaines composantes des systemes
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antioxydants peut également survenir, en liaisogcdialtération de I'état des individus et la
perte de 'homéostasie cellulaire. Ce phénomenitbition est souvent associé a des effets de
peroxydation lipidique qui constitue alors un ireide toxicité relatif a un état de non
compensation des lésions cellulaires initialeselnble donc que le suivi de I'induction ou de
I'inhibition des systemes antioxydants en tant dpu@marqueurs apparait pertinent du fait

gu’elles traduisent un état de souffrance cellalairde toxicité précoce.

La grande diversité des modeles animaux aquatiglessiypes de polluants testés, des
conditions d’exposition, et des organes étudiédarndifficiles les comparaisons d’une étude a
l'autre. Ainsi, divers scenarios (induction, inhibh ou absence d'effet) sont observés d'une
étude a l'autre. Ces observations suggérent queekure de ces parametres donnera des
informations sur la physiologie de l'organisme a temps donné et pour des conditions
d'expositions données. L'utilisation de ce type pdrametres en tant que biomarqueurs
d'écotoxicité sera donc associée a un certain remdrcontraintes liées aux propriétés méme
des effets oxydants et des paramétres de défessasiés : durée de vie trés courte des radicaux
libres, action trés localisée a un type de tisstaain organe, aspect transitoire de la réponse
biochimique, systémes de défenses multienzymatiqaegplexes (Otto et Moon, 1995; Bainy
et al., 1996; Paris-Palacica al., 2000).

La validation de biomarqueurs de stress oxydanéssie donc, pour un organisme et un
type de polluant donnés, d’identifier les organiéses potentiels des toxiques et de caractériser
la cinétique des réponses des parametres biochesigiudies. De méme, du fait de la
complexité des systemes antioxydants et de leummbreuses interactions au sein du
métabolisme cellulaire, il est généralement néoesske mesurer plusieurs parameétres de la

défense antioxydante pour pouvoir interpréter éetfes polluants sur cette derniére.

2-1-3- Biomarqueurs de stress oxydant retenus pounotre étude

A la suite d’'une étude bibliographique sur les aogueurs de stress oxydant, notre
choix s’est porté sur le suivi de trois marquewgssttess oxydant : l'activité de deux enzymes
(catalase et glutathion S transférase) et la cdrat@n d’'une molécule clé du systeme
antioxydant (le glutathion). Le choix d’'une apprechultiparamétrique dans le cas de I'étude du
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stress oxydant a en effet été motivé par le fait lgusystéme cellulaire de défense antioxydante

est complexe et régi par de nombreuses interactioins 'ensemble de ses éléments (figure 11).

2-1-3-1- L’activité catalase

La catalase est une enzyme présente chez tousrdesismes aérobies. Chez les
eucaryotes, elle est principalement située a liaté des peroxysomes (corpuscules
cytoplasmiques entourés d'une membrane simple). deesiers contiennent également des
oxydases, génératrices de peroxyde d’hydrogengllyzart des CAT sont formées de quatre
sous-unités identiques contenant chacune un idhskeé dans un noyau héminique (Pelmont,
1995). La CAT transforme le peroxyde d’hydrogéneosggene et eau moléculaires selon la

réaction suivante :

CAT-Fe(Ill) + H;03 = CAT-Fe(V)=0 + H;0
CAT-Fe(V)=0 + H;0; = CAT-Fe(Ill) + O; + H;0

2-1-3-2- L’activité glutathion S transférase

Les GSTs (Alpha, Béta, Delta, Théta, Mu, Pi, SigRlai, et Oméga) sont des enzymes
qui catalysent la conjugaison d’un tripeptide, let@thion réduit (&-glutamyl-cystéinylglycine:
GSH) a une multitude de substrats hydrophobes mia@seun centre électrophile. Elles sont

présentes aussi bien chez les eucaryotes queeshpmicaryotes (Douglas, 1987).

Les GSTs peuvent détoxifier un large spectre debiétiques initialement électrophiles
ou devenus électrophiles aprés métabolisation.cGegposés peuvent étre des herbicides ou des
pesticides (thiocarbamates, organophosphates),adeses aromatiques, des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (benajgyrene -Bp]P-), des toxines (aflatoxine B1l) ou des

subtances pharmaceutiques (paracétamol, nitroghgsdrromosulfophthaléine).

Les GSTs catalysent de nombreuses réactions as degquelles le GSH (figure 12)

sous la forme d’anion thiolate (GS-) joue le rélendsubstrat nucléophile.
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i 0
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0 2 \ H o0
SH
d-glutamyl cystéinyl glycine

Figure 12. Glutathion réduit ou &-glutamyl-cystéiny-glycine (d’aprés Armstrong, 1991).

La principale activité catalytique des GSTs estadditer la formation ou la stabilisation
de l'anion thiolate. Celui-ci peut ensuite attaqlercentre électrophile (atome de carbone,
d’oxygéne, de soufre ou d'azote) d'un autre subghtigure 13). Le composé en résultant est un
conjugué thioéther (Beckett et Hayes, 1993). Latiéa générale est la suivante (Armstrong,
1991):

R-X
E+GSHS EGS +H' S EGS.RXS EGSRX S E+GSR+X

E: enzyme.

R-X: substrat possédant un centre électrophile.

o
|
R——HN—P—NH—R
H—GSH
0 o o
|
E + HN—P—NH—R = = | E -----N—!:!—N-----E
1 L
R Ph R
ﬁ
e — E N P N E
[ ] )
R Ph R

Figure 13. Les sites actifs des phosphoramidatesw-vis du GSH.
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2-1-3-3- Le glutathion, un antioxydant non enzymatjue

Le glutathion est un tripeptide @-glutamyl-L-cystéinyl glycine) qui représente I'ales
antioxydants majeurs chez les vertébrés parmi tnta non enzymatiques du systeme
antioxydant cellulaire. Le glutathion est le compegducteur soufré le plus abondant dans le

compartiment intracellulaire.

En interceptant un radical hydroxyle, le glutathggmére un radical superoxyde qui doit
étre pris en charge par une SOD, ce qui témoignentore, de I'importance de la coopération
entre les différents systemes de défense antiaiailie. Outre son rble essentiel d'agent
réducteur, le glutathion intervient également asecond niveau dans la défense anti radicalaire
par son implication dans les réactions de détoxicatatalysées par la glutathion-S-transférase.

L’étude de ce composé semble donc justifiee (Pdapiedl; 2003).
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Matériels et méthodes

1- Technique d’isolement et d’identification deParamecium sp.

1-1- Technique d’isolement des paramécies

Des feuilles de laitue sont maceérées puis infus@@s un récipient contenant de I'eau
distillée. On laisse I'infusion dans un lieu tiesembre et bien aéré. On filtre aprés quelques
jours et on observe sans coloration les premiageflés, ces organismes se nourrissent aux
dépends du voile bactérien. Cette culture va nengrsa isoler une seule paramécie a l'aide
d’un capillaire sous stéréo microscope (Leica DQQ)Gxfin de réaliser une culture pure.

Chaque cellule isolée séparément du filtrat esup@&®er dans un tube eppendorf
contenant 1 ml de milieu de repiquage préalablerhaatérisé et laissée incuber pendant 24 h a
27°c. L'eppendorf ayant un nombre de celles intérieu égale a 16 cellules est retenu pour
I'étude (partant du principe qu'une paramécie éffecenviron 4 divisions par 24 h donc 16

cellules).
1-2- Décontamination des cellules

Les cellules choisies pour notre étude subisseatdétontamination, a savoir une série
de lavage de 15 min dans du Tris a 10 Mm pH 7 dpé&ration est répétée 5 fois.

Les cellules vivantes ainsi récupérées sont ensafaerdans 1 ml de milieu de repiquage
puis incubées a 14°c pour maintenir un stock diileehvec des repiquages toutes les trois
semaines.

1-3- Identification de Paramecium sp.

Les principales clés d’identification des param&ciéées par Wichterman(1953) sont :

* laforme générale de la cellule (trapue ou allohgée
* le nombre de micronoyaux ;

* la forme du macronoyau.
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L’observation microscopique (figure 14) nous a perde :

» Calculer la taille de notre cellule a savoir 15@mns ;
» La présence de deux micronucleus ;

* Une forme générale fine et allongée.

Ces observations nous permettent de dire que melfele appartient au groupe
Aurelia. La taille, la forme générale, ainsi que Hembre de micronucleus, nous

permettent de conclure qu’il s’agit bien Baramecium aurelia

Micronucleus—— - | .
E 150 microns

Figure 14.Paramecium aurelia observée sous microscope photonique (x100).

1-4- Culture pure deParamecium aurelia

Pour suivre pendant plusieurs jours la descenddinice paramécie et réaliser sa courbe
de croissance il est nécessaire de réaliser désresilpures et de procéder a des repiquages

périodiques.

Pour I'obtention de cultures pures @aramecium Wichterman (1953) recommande
I'utilisation d’infusions de graminées ou de laitdans notre cas nous avons utilisé la laitue pour
la préparation du milieu de repiquage (MR) selom&thode de Beaumont et Cassier (1998), a
savoir : Dissoudre 1.5 g de poudre de laitue d&s Al d’eau. Faire bouillir 20 min. Filtrer
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linfusion sur de la gaze (8 plis). Compléter a.1Stériliser I'infusion filtrée 20 min & 130 Les

flacons sont restérilisés a chaque ouverture.

Le milieu de repiquage est bactérisé avec une woloien individualisée de bactéries
Klebsiella pneumonia@/4R1). L'ensemble est laissé a température andipendant 24h, sans
agitation, afin de permettre a la bactérie de paugsvant de mettre les paramécies en présence
du milieu bactérise, ajouter extemporanémeng-gitostérol (4 mg/ml dans I'éthanol a 100%), a
une concentration finale de 0,8 mg/L (Laboratoiee @énétique Moléculaire. CNRS UMR
8541.Paris, France). Une fois que la culture dédnias s’est bien développée, nous introduisons

les paramécies.

2- Préparation des échantillons en vue des analydaslogiques

2-1- Matériel biologique

Le matériel biologique utilisé dans notre étudeegirotiste cilié Paramecium aurelia.
Les tests sont réalisés sur des aliquotes de 2@@ mlilture pure dearamecium aurelia

(les tests sont répétés trois fois).

Les cultures sont disposées dans des erlen memestet bouchés avec de la gaze
(figure 15), & une température de 30°c. La densifulaire est de 1000 cellules/ml
correspondant a la phase exponentielle de la codeberoissance d@aramecium aurelia

atteinte au bout de 3 jours.

Avant chaque dosage, les cellules subissent untefagation douce pendant 15 min a
800 g (cette centrifugation permet de concentrgrckdlules tout en les maintenant vivantes),
grace a un dispositif propre au Laboratoire de dawigie Cellulaire, le culot est bloqué pour

éliminer le surnageant.
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Traitée par la molécule PA-A

\

44

Témoin 40uM 60uM 80uM
Traitée par la molécule PA-B
( A |
Témoin 2uM 4uM 8uM

Figure 15. Tests de cytotoxicité des paramécies tté@es par les molécules PA-A et PA-B.

2-2- Matériel chimique

Les xénobiotiques utilisés dans notre étude cooragnt & 2 molécules chimiques de
type : phosphoramidates dont la synthése a été&ééahu niveau du laboratoire de Chimie
Organique Appliquée, Département de Chimie, Unit&Badji Mokhtar de Annaba, dirigé par
le Professeur Aouf N., avec la collaboration duféseur BERREDJRM MCes deux
molécules chimiques de synthese ont été testéescnwentrations de: 40, 60 et 80 uM pour la

molécule PA-A, et 2, 4 et 8 uM pour la molécule BACes concentrations ont été retenues
apres plusieurs tests toxicologiques.

43



Partie B. Etude expérimentale Chapitre l11. Matériels et méthodes

3- Protocoles expérimentaux mis en place

3-1- Calcul du nombre de cellules

La technique retenue dans le cadre de ce travateie décrite par Beissat al. (2010).
Il s’agit d’'une méthode de comptages des celluiesnies présentes dans chaque échantillon.

100 ul sont prélevés trois fois de chaque échantifjuis disposées dans des creusets
(chaque creuset comporte trois cupules). Le corepties cellules vivantes est réalisé sous
microscope optique (Leica DL 1000) a 'aide d’'umngbeur a main.

Le nombre de cellules vivantes correspond donc andégenne obtenue des trois

répétitions.
3-2- Calcul du nombre et du temps de génération

Le nombre ainsi que le temps de génération sontpdesmeétres qui permettent de
confirmer la toxicité des xénobiotiques testésasids des cellules. Le principe du calcul retenu

dans le cadre de ce travail est celui détailldpaset al. (2003) et ce apres 24h de traitement.

La détermination du nombre de génératio)) €t le temps requis pour chaque génération

(g) est calculé suivant les équations (1) et (2) :

1=199N; ~IogN,
Log2 @

N (2

N;: Nombre de cellule a 24h ;
No: Nombre de cellule aoT
To4n: Temps de croissance= 24h
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3-3- Calcul du taux de croissance cellulaire

La croissance cellulaire décrite par Suageal. (2010) est un parametre qui permet de
déterminer I'effet toxique des différentes concatidns d’'un xénobiotique utilisé a un temps
déterminé. Dans notre étude nous avons choisingpgede 24h pour déterminer le taux de
croissance cellulaire, car au-dela de ce tempsptebre de cellules traitées par les différentes

concentrations des deux xénobiotiques décroit dénsblement.

Le taux de croissance cellulaigg)(est obtenu a partir de I'équation suivante :

_LnN-Ln}
- Ln2(t-t,)

U

Outp ett sont le temps initial et final de la période deigsance exponentielle, qui est

exprimée en jour (j). Btlp etN sont le nombre de cellules comptées par millditre
3-4- Calcul du pourcentage de réponse

C’est un calcul qui évalue la réponse du protisseawis de l'insecticide. Les valeurs
positives de pourcentage de réponse indiquent niméition de la croissance tandis que les

valeurs négatives indiquent une stimulation dedéssance (Wongt al.,1999).

Le pourcentage de réponse est basé sur I'équaticanse :

Ne

%Réponse 1OONCI\T

C
ou:
Nc: Nombre des cellules témoins.

Ne : Nombre final des cellules traitées.
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3-5- Dosage de la charge protéique

3-5-1- Principe de dosage des protéines totales

La technique retenue dans le cadre de ce travaieie décrite par Bradford (1976). IL
s’agit d'une méthode de mesure de concentratior@ioree basée sur une réaction colorimétrique
entre les protéines et un colorant : le bleu dent@ssie G250. Ce réactif, rouge/brun a I'état
libre, prend une teinte bleue quand il est lié auatéines (la forme anionique est en effet
stabilisée par des interactions hydrophobiqueseratjues, ce colorant réagissant avec des restes
de l'arginine et en moindre importance avec dstitine, la lysine, la tyrosine, la trypsine et la
phénylalanine). Par conséquent, il possede un icmsff d'extinction molaire élevé dans le

visible (a 595 nm) qui permet un dosage protéigee densible.

3-5-2- Protocole expérimental

La réalisation de ce dosage nécessite I'élaboratione gamme étalon de protéine
standard : la BSA (albumine de sérum bovin). Cgdét®me comprend 5 points : 0, 50, 100, 200
et 400 mg/L. Elle est préparée dans un tampon fiads@ 100 mM pH 7,8 dont la préparation
est réalisée a partir de deux solutions : une isoluA de NaHPO,.7H,O a 26,8 g/L et une
solution B de KHPQ, a 13,6 g/L ('ajustement de la solution A a pH ZeBfaisant a I'aide de la
solution B).

Suivant la concentration protéique des échantijlates dilutions préalables peuvent
s’avérer nécessaires afin que les valeurs d’absoebdes échantillons soient comprises dans

I'intervalle des valeurs d’absorbance de la gamtag.

On dépose alors 1 ml de blanc (eau distillée), @ehéntillon dans chaque tube a
analyser. Ces derniers sont soniqués. Deux cemblities de réactif de Bradford sont ensuite
ajoutés avant de procéder a une agitation de gelgecondes des tubes ainsi préparée. S’en
suit alors une incubation de 20 a 30 min a tempgraambiante (la coloration restant stable
environ 1h). A l'issue de cette incubation, lesesilbrievement agités subissent une lecture de
I'absorbance a 595 nm (Spectrophotométre JENWAY>6B0V. et Visible).
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3-6- Dosage du taux de glutathion total (GSH)
3-6-1- Principe du dosage

Le principe de ce dosage selon Weeckbeker et A®§8) repose sur la mesure de la
densité optique de I'acide 2-nitro-5-mercapturig@e.dernier résulte de la réduction de l'acide
5,5'-dithio-2-nitrobenzoique (réactif d’Ellman ouTBB) par les groupements (-SH) du
glutathion. Une fois préparé, I'homogénat doit subine déprotéinisation par l'acide

sulfosalicylique a 0,25% afin de protéger les geupnts (-SH) du glutathion.
3-5-2- Protocole expérimental

* Mettre 3ml de milieu de cultures individuellemet&njoins et traités) en présence de 1ml
d’EDTA a 0,02M.

* Broyer les échantillons aux ultrasons (SONICS, VIE30PB) pendant 35 secondes dans
un bac contenant des glagons.

 Prélever 0,8ml de I'homogénat auquel y ajouter 0,2itune solution d’acide
sulfosalicylique (SSA) 0,25%.

» Vortexer et laisser pendant 15 minutes dans undmmlace.

» Centrifuger a la vitesse de 1000tours pendant Sw@snu

» Ajouter au mélange : 1ml de tampon Tris-EDTA (0,08MDTA pH = 9,6), 0,025ml de
DTNB et 0,5ml du surnageant.

» Laisser reposer pendant 5 minutes a températurgaatabpour la stabilisation de la
couleur. La réaction colorimétrique se dévelopstaintanément.

* Mesurer les absorbances a 412 nm (Spectrophotodteé/AY 6305, U.V. et Visible).

La concentration du glutathion est obtenue aprpicapion de la formule suivante :

DO x1 x 1525
13100< 0,& 0O,3mg

(M /mg)
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1: Le volume total des solutions utilisées dansdjardtéinisation.

1,525 : Le volume total des solutions utilisées danddsage du GSH au niveau du surnageant
(0,5ml surnageant + 1ml Tris-EDTA + 0,025m| DTNB).

13100 : Coefficient d’absorbance (concernant le groupgnieSH) a 412 nm).

0,8: Le volume de 'homogénat.

0,5: Le volume du surnageant.

3-7- Dosage de l'activité de la glutathion S-transfase (GST)

3-7-1- Principe du dosage

La mesure de I'activité de la GST consiste a faurrlienzyme un substrat (en général du
chlorodinitrobenzéne (CDNB), qui réagit facilemarec de nombreuses formes de la GST et du
GSH. La réaction catalysée par la conjugaison dedeex produits entraine la formation d’'une
nouvelle molécule, qui absorbe la lumiere a unguenr d’'onde de 340 nm. Il est possible de
quantifier cette absorption au moyen d’'un spectobqinétre chaque minute pendant 5 minutes.
La valeur de la DO mesurée est directement prapuorélle a la quantité de conjugué formée,
elle-méme liée a I'intensité de l'activité GST (Hgbt al.,1974).

3-7-2- Protocole expérimental

* Mettre 3ml de milieux de cultures individuellemét@moins et traités) en présence d'1ml
de tampon phosphate de sodium (0,1M, pH =6) ;

» Broyer les échantillons aux ultrasons (SONICS, VIE30PB) pendant 35 secondes dans
un bac contenant des glacons ;

» Centrifuger ’lhomogénat a 4000tours pendant 30 tesy

e Prélever 0.2ml du surnageant auquel on ajoute 1¢g2nthélange : CDNB (1mM), GSH
(5mM), Tampon phosphate de sodium (0,1M, pH = 7).

e Mesurer les DO a 340 nm toutes les minutes pend&nt minutes
(Spectrophotometre JENWAY 6305, U.V. et Visible).
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La concentration de la GST est obtenue apres apiplicde la formule suivante :

AXV
GST= (M /mn/ mg
ex dx w mg

A : Absorbance.

V : Volume totale de la cuve = 140

e : Coefficient d’extinction moléculaire du CDNB=6#/M.cm.
d : Epaisseur de la cuve = 1cm.

v : Volume du surnageant = 200ul.

3-8- Mesure de l'activité catalase (CAT)

3-8-1- Principe du dosage

La catalase est dosée par la méthode spectrophwiueédécrite par Boscoloa (2003). 1
s’agit de mesurer la chute d’absorbance liée @slaadtion du peroxyde d’hydrogéne, le substrat

de I'enzyme.

3-8-2- Protocole expérimental

La mesure de l'activité catalase (CAT) est réadigigant la méthode de La décroissance
de I'absorbance enregistrée pendant trois min@psdtrophotometre JENWAY 6305, U.V. et
Visible) pour une longueur d’onde de 240nm et uaffodent d’extinction linéique molaire
=39400 M*.crmi.L.

Pour un volume final de 3ml, le mélange réactionoehtient: 100ul de I'extrait
enzymatique brut, 50ul de peroxyde d’hydrogené;t 0,3% et 2850ul de tampon phosphate
(50mM, pH= 7,2). L'étalonnage de I'appareil se fait 'absence de I'extrait enzymatique. La
réaction est déclenchée par I'addition d’eau oxggenl’activité catalase est exprimée en

nmol/min/mg de protéines.
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L’activité catalase est obtenue aprés applicatotadormule suivante :
ADO :
CAT=———(nmolémn/ mj
0.040amg

3-9- Etude du métabolisme respiratoire

3-9-1- Principe du dosage

Un oxygraphe utilise une électrode a oxygene cauplain dispositif électronique de
mesure. L'électrode a oxygene est constituée datimde en platine et d'une anode en argent
reliées par une solution de KCl conductrice. Let test séparé du milieu a étudier par une
membrane en téflon. Cette membrane est imperméableau et aux ions (concentration

constante du KCI), mais perméable a I'oxygene dssans le milieu (Djebar et Djebar, 2000).

Cette technique utilisée pour la mesure de l'agtivespiratoire des organites cellulaires
(Figure 16), a été adaptée au niveau du laboratl@r@oxicologie Cellulaire pour le suivi du
métabolisme respiratoire des microorganismes @heaqSbartaet al., 2009 ; Rouabhet al.,
2007 et 2009)

3-9-2- Protocole expérimental

L'électrode est soumise a une tension de 0,6 VO[Jans ces conditions, I'oxygene est

réduit en eau par les électrons issus de la cathode
O,+2e+2 H ---> H,O,
HO,+2€+2H --->2 HO

4 H,0 <===>4H +4 OH
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La solution de KCI entierement dissociée’ (K CI) permet a l'argent de l'anode de
donner 4 électrons : 4 Ag ---> 4 Ag 4 €

Le courant produit est proportionnel a la concéittineen oxygene de la solution de KClI,
cette concentration est en équilibre avec cellbodggéne dissous dans le milieu. Au bout d'un
temps de latence, le courant est proportionnel éoleentration en oxygene du milieu. Un
systeme électronique transforme le courant pro@uit une tension proportionnelle a la

concentration en dioxygene du milieu qui I'entoffigure 16).

Enregistreun

Electrode

LN T I-_:.l.l_"".

[t .
feed

T — —2__s 01 |

Figure 16. Schéma de I'Electrode a Oxygene (Hansatelnstruments).

3-10- Résonance magnétique RMN

Apres traitement des cellules par les difféerentascentrations de PA-A et PA-B, nous
avons isolé puis purifié les molécules du milieoldigique, ces derniéres subissent des analyses
en RMN du proton dont les spectres ont été enrégist température ambiante sur un appareil :
AC 400 BRUKER. Cette analyse nous a permis d'iflentiles structures des deux
phosphoramidates avant et aprées |'utilisation diemibiologique.
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3-11- Détermination de la concentration inhibitrice(CI50)

La détermination de la concentration qui, dansabeslitions standards, inhibe 50% de
I'accroissement d’'une population de paramécies dig CI50 (Bonnet, 2003). Les taux
d’inhibition sont corrigés par la formule d’Abbq{t925) qui permet de connaitre la toxicité
réelle du xénobiotique. Les différents taux subisame transformation angulaire d’aprés les

tables établies par Bliss.

Pour caractériser la toxicité, on détermine la eatration inhibitrice 50% (CI50). Les
taux de normalité corrigés obtenus sont transfononékits et permettent d’établir une droite de
régression en fonction des logarithmes décimauxddess utilisées. Le tesf @ermet un bon
ajustement de la droite. Depuis la courbe, on déter la dose CI50 selon les procédés
mathématiques de Finney (1971). La méthode de Dpdd®66) permet le calcul de I'intervalle
de confiance de la CI50.

La formule d’Abbott est la suivante :

X -=-Y
X

100

Oou

X : Nombre de vivants des témoins;

Y : Nombre de vivants des traitées.
3-11- Analyse statistique
Dans l'analyse statistique(X, 2000), nous avons¢uié a :

*L’analyse de la variance a un facteontcdlé pour effectuer des tests de comparaisons

multiples afin d’expliquer les différences entres moyennes.
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bY

*La comparaison de p — 1 moyenne a un témoin, éabpar Dunnett, qui est la
difféerence entre la moyenne des échantillons témeinla moyenne d'un des échantillons

guelcongue parmi ceux traités (Dagnelie, 1999).

D,_,2/2CM, /n
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Résultats

1- Cytotoxicité et stress oxydant du PA-A

1-1- Effet du PA-A sur la morphologie et la paroi des paramécies

La figure (17) montre I’effet du PA-A aux différentes concentrations sur la morphologie et
I’intégrité de la paroi des paramécies. Ainsi, nous avons remarqué la présence de
bourgeonnements ainsi que des boursouflures irrégulieres sur les membranes cellulaires et ce que

quelque soit la concentration du PA-A utilisée.

T: Paramécie témoin

A: Paramécie traitée par 40 UM du PA-A
B: Paramécie traitée par 60 UM du PA-A
C: Paramécie traitée par 80 uM du PA-A

1-2- Effets sur la croissance cellulaire

_ 700
E
- 600
=
e
£ 500
E
= 400
T Témoin
:‘: 300 —— 40 M
o~
2 200 60 nM
=
= — 80 M
= 100 '
E .

0

0 1 6 18 24 48 72
Temps d'exposition (heures)

Figure 18. Effet de PA-A (40, 60 et 80 uM) sur la croissance cellulaire en fonction du temps

La figure (18) illustre l'effet de PA-A sur I'évolution de la croissance des paramécies. Toutes

les mesures ont été effectuées pendant la phase exponentielle de croissance. Nous constatons une
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croissance normale des paramécies témoins dont le nombre est de 100x10* cellules & To pour
atteindre au 3°™ jour un nombre de 605x10* cellules, parallélement, nous constatons que pour la
plus faible concentration du PA-A (40uM), [I’évolution de la croissance cellulaire semble
similaire a celle des cellules témoins, et ce jusqu’a 24h de traitement. Au-dela de 48h de
traitement, nous constatons, une forte déplétion tres hautement significative (p<0.001) du

nombre de cellules qui persiste jusqu’a la fin du traitement (72h).

Concernant le traitement par les fortes concentrations du PA-A, nous remarquons que durant
les 6 premiéres heures

Au-dela de 18h de traitement, une forte déplétion du nombre de cellules est observée pour
celles traitées par les concentrations de 60 et 80 uM de PA-A, cette déplétion semble persister en
fonction du temps.

1-3- Calcul du pourcentage de réponse (P.R.)

La figure (19) montre que le pourcentage de réponse des paramécies est dose —dépendant
et proportionnel aux concentrations croissantes du PA-A, il passe de 64.46% a la concentration
de 40uM et atteint 96.44% a la concentration de 80uM ou nous constatons une inhibition
d’environ 40% de la croissance des paramécies.

120 -

100 -

80

60

% réponse

H % réponse
40 - orel

20 -

40 nM 60 nM 80 nM

Concentration en PA-A

Figure 19. Evolution du pourcentage de réponse des paramécies vis-a-vis des différentes

concentrations de PA-A.
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1-4- Détermination de la concentration inhibitrice CI 50

La concentration inhibitrice 50% (CI 50) permet de caractériser la toxicité d’un
xénobiotique. Nous remarquons que la concentration inhibitrice diminue en fonction de la durée
d’exposition (tableau 7), en effet, elle passe de 73.097 uM a 18h de traitement pour atteindre
60.548 UM apres 24h de traitement.

Tableau 7. Valeurs du Slope et de la CI 50 a 18h et 24h de traitement

PA-A
Exposition C150 (uM) Slope
18 h 73.097 0.0119
24 h 60.548 0.2333

1-5- Détermination du temps et du nombre de génération cellulaire

Le tableau (8) regroupe les valeurs obtenues aprés calcul du nombre de génération (n)
ainsi que du temps de génération (g) et ce apres 24h de traitement.

Tableau 8. Valeurs du nombre de génération apres 24h d'exposition au PA-A

PA-A
Concentrations n g
Témoin 2.182+0..30 11.00+0.1
40 uyM 2.142+0.083 11.204+0.46
60 uM 1.146+0.099 20.942+1.614
80 uM 0.318+0.036 75.471+10.158
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Nous constatons que le temps de génération augmente d’une maniere dose-dépendante,
alors que I’évolution du nombre de génération est inversement proportionnel aux concentrations

croissantes du PA-A.

1-6- Détermination du taux de croissance des paramécies

Nous avons regroupé dans le tableau (9) les valeurs obtenues apres calcul du taux de
croissance (M), et ce aprés 24h de traitement.
Tableau 9. Détermination du taux de croissance des paramécies apres 24h d'exposition du
PA-A

PA-A | Témoin 40 uM 60 uM 80 uM

M 0.392+1.01 0.383+1.02 0.205+0.80 0.057+0.02

Dans le tableau (9) nous constatons que le taux de croissance des paramécies témoins qui
est de 0.392 demeure plus élevé que celui obtenu avec les différentes concentrations en PA-A.
Cependant, le taux de croissance est inversement proportionnel aux concentrations en PA-A.

L’étude statistique montre que PA-A a un effet inhibiteur (p<0.05), et ce pour toutes les
concentrations. Résultat confirmé par le test de Dunnett (p<0.05).

1-7- Variation du taux de protéines totales

La figure (20) met en évidence les variations du taux de protéines totales en fonction du
temps et des différentes concentrations du PA-A.

Nous constatons qu’aux premiers temps d’exposition (1h et 6 h), le taux de protéines
totales évolue d’une maniére quasi comparable a celui des témoins.

Cependant pour les plus fortes concentrations du PA-A (40 et 60 uM), le taux de
protéines totales augmente de maniere hautement significatives (p<0.01) notamment au temps
18h.
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i H Témoin
H 40 pm
i 460 um
80 um
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18H 24H

Temps d'exposition (heures)

Figure 20. Effet des différentes concentrations du PA-A sur les variations du taux

des protéines totales en fonction du temps.

Apres 24h de traitement, une déplétion progressive et trés hautement significative
(p<0.001) du taux de protéines totales est observée et ce pour les différentes concentrations du
PA-A testées.

1-8- Taux de glutathion total

Dans la figure (21) nous avons représenté les résultats des variations des taux de GSH
obtenus chez les paramécies traitées par les différentes concentrations du PA-A en fonction du

temps.

Apres 6h d’exposition, nous observons une induction dose-dépendante de la GSH en

fonction du temps.

A partir de 24h de traitement, I’ensemble des conditions d’exposition investiguées semble
induire une déplétion trés hautement significative (p<0.001) du taux de glutathion total, qui se

poursuit jusqu’a la fin du traitement (72h).
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Figure 21. Effet des concentrations croissantes du PA-A sur le taux de GSH en fonction du
temps.

1-9- Effet du PA-A sur le métabolisme respiratoire de la paramécie

La figure (22) illustre I'effet du PA-A sur le métabolisme respiratoire des paramécies
témoins et traitées aux différents temps de traitement.

Entre 1h et 6h de traitement, nous constatons une légére diminution de I’activité respiratoire,
et ce pour toutes les concentrations du PA-A utilisés.

A partir de 18h et jusqu’a 72h, la différence de consommation d'O, entre les cellules témoins
et celles traitées aux plus fortes concentrations du PA-A (60 et 80 uM) diminue de maniere tres
hautement significative (p<0.001) pour atteindre les 70% au temps 72h. Cette différence n’est
que de 20% a la plus faible concentration du PA-A (40 pM).
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Figure 22. Effet de PA-A sur le métabolisme respiratoire

1-10- Etude du stress oxydant

1-10-1 Effets du PA-A sur I’activité glutathion S-transférase

Les données obtenues apres dosage de I’activité GST exprimées en pmoles/min/mg de

protéines sont regroupées dans la figure (23).

14

12 A

10 -

Activité GST (uM/min/mg protéines)
[=2]

ﬂJ I

18H 24H 48 H 72H
Temps d'exposition (heures)

H Témoin
H 40 pM
60 M
80 M

Figure 23. Variation de I’activité GST en fonction du temps et des concentrations

croissantes du PA-A chez la paramécie.
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Nous remarquons qu’entre 18h et 24h de traitement, une induction dose-dépendante de
I’activité glutathion S-transférase semble apparaitre chez les cellules traitées par les différentes
concentrations de PA-A.

Dés 48h de traitement, une déplétion trés hautement significative (p<0.001) de I’activité GST
est observée en fonction du temps, et ce pour toutes les concentrations de PA-A.

1-10-2- Effets du PA-A sur I’activité catalase

Dans la figure (24) nous avons représenté les résultats des variations de I’activité catalase
obtenus chez les paramécies traitées par les différentes concentrations de PA-A.

Nos résultats montrent qu’apres 6h de traitement, une importante induction dose-
dépendante de I’activité catalase est a noter, dont le maximum est observé au temps 18h (1.23
HM/min/mg protéines).

A partir de 24h d’exposition et aux plus fortes concentrations du PA-A, une diminution
trés hautement significatives (p<0.001) de I’activité catalase est observée, et ce en fonction du
temps, ou a 72h de traitement, I’activité catalase diminue pour devenir équivalente a celle des

témoins.

1,4
1,2
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2 0,8

H Témoin
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0 4 : : : :
6H 18H

24H 48 H 72H
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protéines)

1H

Temps d'exposition (heures)

Figure 24. Variation de I'activité catalase en fonction du temps et des concentrations
croissantes du PA-A chez les paramécies.
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2- Etude de la toxicité du PA-B sur les paramécies

2-1- Effet du PA-B sur la morphologie et la paroi des paramécies

La figure (25) montre I’effet du PA-B aux concentrations de 2, 6 et 8 uM sur la morphologie
et I’intégrité de la paroi des paramécies. Nous avons constaté que quelque soit la concentration
du PA-B utilisée, il y a présence de bourgeonnements ainsi que des boursouflures irréguliéres sur

les membranes cellulaires.

T: Paramécie témoin

A: Paramécie traitée par 2 uM du PA-A
B: Paramécie traitée par 6 UM du PA-A
C: Paramécie traitée par 8 UM du PA-A

2-2- Effets sur la croissance cellulaire

La figure (26) représente I’évolution du nombre de cellules en présence du PA-B en fonction
du temps, traduisant ainsi les variations de la croissance cellulaire. Toutes les mesures ont été

effectuées pendant la phase exponentielle de croissance.

Entre 1 et 6h de traitement, les cellules traitées par les différentes concentrations de PA-B

présentent un nombre de cellules similaire a celui du témoin.
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Figure 26. Effet des différentes concentrations du PA-B sur la croissance cellulaire en
fonction du temps.

Au-dela de 18h de traitement, une déplétion tres hautement significatif (p<0.001) du nombre
de cellules est observée pour les cellules traitées par les plus fortes concentrations (4 et 8 uM) du
PA-B, cette déplétion semble persister en fonction du temps.

La déplétion du nombre de cellules pour la plus faible concentration du PA-B (2uM) n’est
observée qu’apres 24h de traitement, et persiste jusqu’a la fin du traitement (72h).
2-3- Calcul du pourcentage de réponse (P.R.)
La figure (27) montre que le pourcentage de réponse des paramécies vis-a-vis du PA-B

est dose-dépendant, il passe de 51.84% a la concentration de 2 UM a 90,57% pour la
concentration 8 UM ou presque la totalité de la population est inhibée.
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Figure 27. Pourcentage de réponse des paramécies traitées au PA-B aux concentrations de

2,4 et 8 uM.

2-4- Calcul de la concentration inhibitrice Cl 50

Afin de caractériser la toxicité du PA-B, il est nécessaire de déterminer la concentration

inhibitrice 50% (CI 50). Les taux de normalité corrigés obtenus sont transformés en probits et

permettent d’établir une droite de régression en fonction des logarithmes décimaux des doses

utilisées. Depuis la courbe, on peut déterminer toutes les doses remarquables, ainsi que le Slope.

Nous avons déterminé dans le tableau (4) la Cl 50 a différents temps de traitements.

Tableau 4: Valeurs du Slope et de la CI 50 a 18h et 24h de traitement

PA-B
Exposition C150 (M) Slope
18 h 9.495 0.0118
24 h 4.969 0.1145
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Nous remarquons que la concentration inhibitrice diminue avec la durée d’exposition au
PA-B. En effet, elle passe de 9.495 uM a 18h et diminue pour atteindre 4.969 UM apres 24h de

traitement.

2-5- Détermination du temps et du nombre de génération cellulaire

Le tableau (5) regroupe les valeurs correspondant au calcul du nombre de génération (n)

ainsi que du temps de génération (g) et ce apres 24h de traitement.

Tableau 5. Détermination du nombre et du temps de génération apreés 24h d'exposition au
PA-B

PA-B

Concentrations n g

Témoin 2.192+0.15 10.768+0.51
2 UM 2.229+0.12 10.947+0.56
4 uM 1.594+0.11 15.056+1.66
8 uM 0.475%0.12 50.52+10.85

Dans le tableau (5), nous constatons que le temps de génération est proportionnel a la
concentration en PA-B, alors que le nombre de génération est inversement proportionnel aux
concentrations du xénobiotique.

2-6- Effets du PA-B sur le taux de croissance des paramécie

Nous avons regroupé dans le tableau (6) les valeurs obtenues aprés calcul du taux de

croissance (L), et ce aprés 24h de traitement au PA-B.
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Tableau 6. Détermination du taux de croissance apres 24h d'exposition

PA-B | Témoin 2 UM 4 pM 8 uM

M 0.456+0.0414 0.395+0.62 0.286+0.83 0.04+0.24

Ainsi, nous remarquons que le taux de croissance des cellules témoins (0.456) est plus
élevé que celui des paramécies traitées avec les différentes concentrations en PA-B. En effet, il
est de 0.456 chez les témoins et de 0.04 chez les traitées avec la plus forte concentration (8 uM).
Nous constatons egalement que le taux de croissance est inversement proportionnel aux
concentrations en PA-B.

L’étude statistique confirme I’effet inhibiteur (p<0.05) du PA-B sur le taux de croissance
cellulaire, et ce pour toutes les concentrations. Le méme résultat est obtenu pour le test de
simultanéité de Dunnett (p<0.05).

2-7- Effet du PA-B sur I’évolution du taux de protéines totales

La figure (28) représente I’évolution du taux de protéines totales en fonction des
différentes concentrations du PA-B dans un intervalle de temps (1, 6, 18, 24 et 72h).

Entre 1 et 6h d’exposition, le taux de protéines totales tend a augmenter pour toutes les
concentrations du PA-B testées, mais également pour les cellules témoins.

A partir de 18h de traitement, une induction du taux de protéines totales est observée et ce
pour les différentes concentrations du PA-B par rapport au témoin.

Au-dela de 48H de traitement, nous constatons une déplétion trés hautement
significatives (p<0.001) du taux de protéines totales pour les différentes concentrations de PA-B.
Cette déplétion se poursuit jusqu’a 72h de traitement, ou nous remarquons un taux de protéines
d’environ 3 pg/mg pour les différentes concentrations du PA-B inférieur a celui des cellules
témoins (5.18 pg/mg).
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Figure 28. Effet de PA-B aux concentrations de 2, 4 et 8 UM sur I’évolution du taux

protéines totales en fonction du temps.

2-8- Effets du PA-B sur I’évolution du taux de GSH

Concernant la quantité totale de glutathion, les résultats obtenus sont résumés dans le
figure (29) représentant la variation de la quantit¢ du GSH en fonction des différentes
concentrations de PA-B dans un intervalle de temps (1h, 6h, 18h, 24h et 72h).

Si I’on s’intéresse plus dans le détail a ce qui se passe au niveau des différents temps
d’exposition, on peut voir que pour les durées d’expositions les plus courtes (1h et 6h), le taux de
GSH pour toutes les concentrations reste quasi constant et proche de celui du témoin.

Au-dela de 6h de traitement, nous constatons une induction du taux de GSH et ce pour les
différentes concentrations du PA-B par rapport au témoin, en effet, il est de 0.657. 10° uM/ mg
protéines pour les cellules témoins, et d’environ 1.5.10° pM/ mg protéines pour les cellules
traitées par les concentrations croissantes du PA-B.

Apres 24h de traitement, I’ensemble des conditions d’exposition investiguées semblent
indiquer une déplétion trés hautement significatives (p<0.001) du taux de GSH qui semble se
rapprocher de celle du témoin. Cette déplétion se poursuit au temps 72h, ou I’on constate le taux
de GSH (0.1.10°° pM/ mg protéines).
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Figure 29. Evolution du taux de GSH au cours de I’exposition des paramécies aux
différentes concentrations du PA-B.

2-9- Effet de PA-B sur le métabolisme respiratoire des paramécies

La figure 30 illustre I'effet du PA-B sur le métabolisme respiratoire aprés 72h de

traitement.

Nous constatons que les cellules témoins présentent une respiration tout a fait normale avec
une consommation d’O; qui passe de 395.22 nmole/ml aprés 1h de traitement a 289.12 nmole/ml
a la fin du traitement (72h).

Apres 1h de traitement, nous constatons que la consommation d’O, des paramécies traitées
par les différentes concentrations du PA-B et les témoins sont similaires (environ 375 nmole/ml).
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Figure 30. Effet des différentes concentrations du PA-B sur le métabolisme respiratoire des
paramécies apres 72h de traitement

Au-dela de 6h et jusqu’a 72h de traitement, nous constatons que la différence de
consommation d'O, entre les cellules témoins et celles traitées aux plus fortes concentrations du
PA-B (4 et 8 uM) baisse de maniére et atteint les 60% au temps 72h. Cette différence n’est que
de 40% a la plus faible concentration du PA-B (2 uM).

2-10- Etude du stress oxydant
2-10-1- Effet du PA-B sur I’évolution de I’activité GST

L activité de la glutathion S-transférase est illustrée dans la figure (31).

Dés 1h de traitement, une induction dose-dépendante de I’activité glutathion S-transférase
semble apparaitre chez les cellules traitées par les différentes concentrations du PA-B, en effet,
cette induction se poursuit pour atteindre son maximum a savoir 48.28 uM/min/mg de protéines

a la plus forte concentration (8 uM) par rapport aux cellules témoins dont I’activité GST atteint
0.77 uM/min/mg de protéines et ce a 18h de traitement.
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Figure 31. Evolution de I’activité glutathion S-transférase en fonction du temps au cours de
I’exposition aux différentes concentrations du PA-B.

A partir de 24h de traitement, une déplétion trés hautement significatives (p<0.001) de
I’activité GST est observée et ce pour toutes les concentrations en PA-B. Cette déplétion ce

poursuit jusqu’a la fin du traitement.

2-10-2- Effet du PA-B sur I’évolution de I’activité catalase

L’évolution de I’activité catalase au cours de I’expérimentation est illustrée dans la figure
(32). Ainsi, si I’on s’intéresse plus dans le détail a ce qui se passe au niveau des différents temps
d’exposition, on peut constater que pour la durée d’exposition la plus courte (6h), une Iégere
évolution dose-dépendante de I’activité, mais ces valeurs restent toujours supérieures au témoin.

Apres 6h de traitement, on retrouve une importante induction de I’activité catalase et ce
pour les trois concentrations en PA-B par rapport au témoin.

Au-dela de 18h d’exposition, une diminution trés hautement significatives (p<0.001) de
I’activité catalase est observée et ce quelque soit la concentration en PA-B, mais ces valeurs
restent toujours supérieures au témoin. Cette inhibition est constatée également pour la durée

d’exposition la plus longue (72h).
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Figure 32. Effet du PA-B aux concentrations de 2, 4 et 8 uM sur I’activité catalase en

fonction du temps
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Les problémes posés par la dispersion de polludats I'environnement ont suscité
I'intérét de la communauté scientifique depuis r&iant de nombreuses décennies. La prise de
conscience de la nécessité de préserver les éepmstterrestres et aquatiques a ainsi fait
émerger certaines questions, notamment celles knatede ces polluants dans I'environnement
ainsi que de leurs effets sur les communautés #sned végétaleste souci de controler la
qualité des différents compartiments environnementgpar rapport a leur niveau de
contamination par des substances chimiques toxitpiegjue les pesticides, les engrais et les
autres polluants est devenu une préoccupationnetienale majeure notamment depuis la

Conférence de Rio en 1992 sur le développemetdratilonnement.

Nous tenterons dans cette étude de suivre la sathée deux composes
organophosphorés, largement utilisés dans lesuxilégricoles (Nivsarkaet al., 2004), et de
mettre en évidence leurs effets sur les parametmesphologiques, biochimiques et
physiologiques des modeles biologiques non ciblassidérés comme d’excellents modeles
alternatifs mais également des bio-indicateursadpadllution. Notre choix s’est porté sur des
protistes ciliés: Paramecium .sp qui sont des cellules eucaryotes, ubiquitaires sdan
I'environnement aquatique et terrestre, caractésig@r un court cycle de vie, une multiplication
rapide et un comportement normal susceptible ddfexté par la présence de polluants (Beal et
Aderson, 1993). Cet aspect nous a conduit a Iésaemtcomme outils d’évaluation de I'impact

des xénobiotiques sur I'environnement (Sauwhat., 1999).

Partant du principe que les phosphoramidates ésildans notre étude sont de nature
lipophile, donc pénétrent sans aucune difficult&'ir@érieur de la cellule ou ils peuvent
s'accumuler et générer des processus cytotoxiqumgefois, les cellules ont développé des
mécanismes de biotransformation visant a inactlesr xénobiotiques en métabolites plus
hydrosolubles donc plus facilement excrétablessiaimus sommes nous posés la question

suivante :
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Quels sont les effets des deux xénobiotiques utgsur les parameétres cytotoxiques?

L’évaluation des effets cytotoxiques d'un xénolgjag peut étre réalisée en utilisant
difféerents parametres, parmi lesquels la croissamefiulaire qui reflete chez les
microorganismes I'état du métabolisme de la cel{Slauvantet al., 1999 ; Perez-Rama al.,
2001).

Ainsi nos résultats montrent que quelque soit leceatration des deux xénobiotiques de
syntheses utilisés, la croissance est inhibéenetiefitraitement (72h). La toxicité se manifeste en
premier lieu par une importante déplétion du nondareellules et ce des le début du traitement
aux plus fortes concentrations des deux xénobiesigGeci nous améne a confirmer l'influx des
xénobiotiques a l'intérieur des cellules, malgréiésence de la paroi cellulaire qui constitue une
barriere contre l'entrée massive des xénobiotigoess qui reste néanmoins permeéable
(Beaumont et Cassier, 1998). Ces résultats soaceord avec ceux de Einicker-Lamasal.
(2002) qui a étudié la toxicité du Zinc et du CeisurEuglena gracilis (algue chlorophyllienne
flagellée), Redouane-Salah (2004), Benhadid (280Rouabhi(2007).

Le changement du comportement locomoteur des pafasnéous l'effet des deux
xénobiotiques s’est traduit dans notre travailjdéd les premieres heures du traitement par des
mouvements désordonnés et une nage vers larripqgelé@ « Backward swimming »,
caractéristique principale de la toxicité chezpestistes ciliés. Ces observations sont en accord
avec les travaux de Venkateswara Ra@l. (2006), qui ont mis en évidence l'apparition du
phénomene "Backward swimming" dans le cas d’'uneogiiipn deParamecium caudatum a

I'acephate, un composé organophosphoré.

D’un autre coté, la présence de bourgeonnemergsaie des boursouflures irréguliéres
sur les membranes cellulaires sous l'impulsion deax xénobiotiques s’explique par un
systeme de défense des paramécies, appelé trithecyg®st le phénomene d'exocytose qui est
un processus cellulaire qui permet la sortie danwilieu extracellulaire de produits synthétisés

dans la cellule au sein de compartiments membeair
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C'est la derniere étape d'un processus biologiqueplexe appelé voie de sécrétion
(Cohen, 2008). Les travaux de Venkateswaradab (2006) ont démontré que I'exposition de
Paramecium caudatum a l'acephate, provoquait la rupture des membrates vacuoles
contractiles, ayant pour conséquence I'augmentatiomolume cellulaire, conduisant ainsi a la

lyse de la cellule.

Le pourcentage de réponse (Wagl., 1999) ainsi que la CI50 sont des parametres qui
confirment bien I'évolution des courbes de croisgades paramécies traitées par les différentes
concentrations des xénobiotiques utilisés. Le nenalorsi que le temps de génération ont permis
de déterminer les concentrations toxiques des aéuwbiotiques testés vis-a-vis des cellules
(Diaset al., 2003). Il en est de méme concernant la croissegltgaire (Suarert al., 2010), qui
confirme I'effet dose-dépendant des deux moléddsiges en fonction du temps d’exposition, et
ont permis de conclure que la molécule PA-B semhle toxique que la molécule PA-A, et ce
apres 24h de traitement.

Le systéeme glutathion représente la réponse bipleginitiale des microorganismes face
a des perturbations ou contaminations du miliews dequel ils vivent (Stegemaahal., 1992). Il
est assuré par le glutathion lui-méme en préseerc@lusieurs enzymes qui constituent les
éléments essentiels de ce systeme (Hugpeit, 1992), (Lagadict al., 1997) et (Kammenga
et al., 2000).

A partir de ces données, il convient de se posgudstion suivante :

Quels sont les effets des deux xénobiotiques sus l@arqueurs non enzymatiques ?

Dans notre travail, nous avons montré que le tasxpiotéines augmente d’'une maniere
dose —dépendante en présence des deux moléculdsd?ARA-B, ces résultats vont dans le
méme sens que ceux de Pecetral. (1994) ;Masayaet al. (2002 qui ont mis en évidence une
augmentation significative du taux de protéinealést sous I'effet d’'un stress chimique chez des
modéles biologiques différents (tétards, protisikss, lapins).
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Notre hypothése est que 'augmentation du tauxrde&mes totales pourrait étre liée au
déclenchement du processus de détoxication a srératuction de la transcription des génes de
la y-glutamyl cystéine synthétase et des glutathioraSsférases (GSd-et GST=), ainsi que

'augmentation du taux de protéines et de molécamtisoxydantes (Nzengue, 2008).

Le systeme de défense antioxydant est présent whees les cellules aérobies et
neutralise les réactions chimiques intermédiairesdyites par voie endogene et/ou le
métabolisme des xénobiotiques. L'activité du systemtioxydant peut subir une augmentation
ou une inhibition sous l'effet d’'un stress chimigW&inston et Di Giulio, 1991). Le glutathion
est 'antioxydant non enzymatique majeur dans &kiles animales, c’est le thiol cellulaire le
plus abondant, impliqué dans le métabolisme, lesdutés de transport et dans la protection des
cellules contre les effets toxiques des composédsggmes et exogenes, y compris les especes

réactives de l'oxygene, les métaux lowgtles polluants (Dickinson et Forman, 2002).

Le GSH est un composé réducteur soufré le plus damandans le compartiment
intracellulaire. En interceptant un radical hydrexye glutathion génére un radical superoxyde
qui doit étre pris en charge par une SOD, outrer8messentiel d'agent réducteur, le glutathion
intervient également a un second niveau dans kndéfantiradicalaire par son implication dans

les réactions de détoxication catalysées par kathiion-S-transférase (Barillet, 2007).

Dans notre travail, nous avons mis en évidenceauggnentation dose -dépendante du
taux de GSH et ce deés les premiéres heures dentits par les deux molécules testées, cette
augmentation peut étre expliquée par la formatianalliaison directe de type N=P entre I'azote
du glutathion et le phosphore des phosphoramidigsi®s car le glutathion dispose d’'un
groupement acide carboxylique, d’un groupement amifun groupement sulfhydrile (-SH) et
de deux pontages peptidiqgues susceptibles d'étidigogés dans des réactions avec les
xénobiotiques. Son groupement fonctionnel —SH j@itiealors un rdéle important dans cette

liaison.
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De plus, sous l'effet d’'un stress oxydant sévéese,dapacités de la cellule a réduire le
glutathion oxydé (GSSG) par le biais de la glutathiéductase (GR) peuvent étre dépassées,
aboutissant alors a une accumulation de GSSG darytbsol (Sies et Akerboom, 1984;
Cadenas et Sies, 1985; DelLeve et Kaplowitz, 19%r).de protéger la cellule d’'un déséquilibre
de la balance redox, celle-ci peut exporter actem@me GSSG comme cela a notamment été
démontré sur des érythrocytes issus de nombreusgdcaes animales (oiseaux, rongeurs,
équidés, ovins, poissons, Homme) (Srivastava etl®ed969 ; Kondo, 1980) ainsi que sur des
hépatocytes de rat (Siesal., 1972). De plus, dans le cadre d’'un fonctionnenpéysiologique
normal, il existe un renouvellement constant duaghion dans le milieu intracellulaire (Barillet,
2007).

D’un autre cote, la réduction du taux de GSH (ages pour la molécule PA-A et 18h
pour la molécule PA-B) peut étre expliquée pandimentation de I'utilisation de ce dernier par
la CAT ainsi que la GST dans les réaction de caifam, ceci est confirmé par nos résultats qui
indiquent une induction de ces enzymes en préesgggeleux xénobiotiques testés, ces résultats
sont en accord avec ceux de (Cameal., 1999 ; Regolet al., 1998). Le GSH piege les especes
réactives de I'oxygene car il réagit notamment deeadical hydroxyle (OH) et O(Saezet al.,
1990).

A partir de ces données, nous nous sommes int8raskeréponse cellulaire au stress
généré par ces xénobiotiques. Ainsi, le stress amyda fait I'objet d'une étude
multiparamétrique. Ce choix a été motivé de faconb&enir une vision panoramique des
conségquences de la présence des xénobiotiqguesépblase du systeme de défense antioxydant.
Chacun des biomarqueurs retenu joue un role préaiss I'enchainement des étapes de
détoxication des especes réactives de I'oxygenes Datre travail, il semblerait que 'ensemble
du systeme antioxydant cellulaire ait été pertuM@us verrons donc comment ['utilisation des
deux molécules de synthéses a pu moduler la répabrsavée au niveau des biomarqueurs de

stress oxydant.
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Quels sont donc les effets des deux xénobiotiquesstes sur les marqueurs

enzymatiques ?

Lorsque les micro-organismes sont soumis a desgeinaents de leur environnement, ils
sont stressés. Ce stress peut étre intense, eiquenvla mort de ces micro-organismes sans que
ces derniers n‘aient pu réagir, il peut aussi é@ns intense, permettant alors aux micro-
organismes de déployer une batterie de répondesyers I'activation de leurs mécanismes de
détoxification, afin de lutter, de survivre et dacertains cas, de s’acclimater a ce nouveau
paramétre (Lagadiet al., 1997).

Le suivi des marqueurs enzymatiques retenus pétmdé du stress oxydant nous a
permis de constater que, quelle que soit I'enzyaorsidérée (GST ou CAT), une augmentation

de leur activité survient a la suite d’'une expositaux molécules : PA-A et PA-B.

Nous avons ainsi constaté, une augmentation devitdacCAT apres 18 h d’exposition
pour la molécule PA-A, et des 6h d’exposition ptaumolécule PA-B. Ces résultats sont en
accords avec les travaux de Wennatal. (1988), car la catalase est considérée connmee
enzyme présentant une réponse claire et rapidecantamination par les xénobiotiques. En
effet, I'activité catalase consiste en une transédion du peroxyde d'oxygene B}) en eau et
en oxygene moléculaire (D Or la production de #D, est induite par la présence de composés
exogenes a I'organisme comme notamment nos xeiplastde syntheses (Browhal., 2004),
ce dérivé réactif de I'oxygéne peut entrainer tatipn des macromolécules (ADN, Lipides et
protéines) (Vlahogianret al., 2007).

Nous avons également mis en évidence une augnuntiil’activité GST dés 24 h pour
la molécule PA-A, et aprés 18 h d’exposition paarntolécule PA-B. En effet, la GST qui
constitue une seconde ligne de défense efficaca-vis de nombreuses substances hautement
toxiques issues des interactions des espécesvesmcte I'oxygéne avec les macromolécules
cellulaires. Ces enzymes défendent la cellule diegsedéléteres du stress oxydant (Martin,
2003).
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Aussi, les modalités de diminution des activitesTGA GST au-dela de 24h et jusqu’a la
fin du traitement, semblent suggérer que le dépassed’'un seuil d’accumulation des deux
molécules de synthéses a l'intérieur des paramé@sesécessaire a la manifestation d’effets
toxiques. Nous pourrions attribuer cette toxicitBimique au “dépassement d'un seulil
d’accumulation” au-dela-duquel la pression chimigerercée par ces xénobiotiques serait

suffisante pour faire diminuer 'activité CAT.

L’hypothése de l'existence d'un seuil d’apparitiates effets chimiotoxiques des
molécules PA-A et PA-B testés vis-a-vis des a@s/iCAT et GST semble donc confirmée, mais
ne nous permet pas d’établir clairement quels tinted mécanismes moléculaires a I'origine des
perturbations observées. Néanmoins, une autre gg®tpourrait permettre d’identifier des
pistes meécanistiques de ces atteintes enzymatigeasni ces meécanismes susceptibles
d’expliquer les perturbations des mécanismes enzgues observés: I'altération des enzymes
par le biais de dommages oxydatifs. Nous pouvons attendre au fait que les chutes d’activité
observées en fin de traitement soient dues a dasopienes oxydatifs (Davies, 2003).

En effet, les protéines (et donc les enzymes duemsys cellulaire de défense
antioxydante) présentent de nombreux sites réamtigseptibles d’étre endommagés lors d’'un
stress oxydatif. Ces altérations vont pouvoir agipaa sur différents sites de ces macromolécules
et, en premier lieu, au niveau de la chaine polypiepie définie par la séquence des acides

aminés qui les compose (Stadtman, 1990 ; Davié&s, @92005).

Cette chaine est généralement décrite comme éiastittiée par une structure répétitive
sur laquelle s’articulent des chaines latéralescqtriespondent aux résidus non engagés dans la
liaison peptidique des acides aminés. Les métamx sapables d’agir a ces deux niveaux
d’organisation de la séquence en acides amingsdes phénomeénes oxydatifs liés a la
production d’especes réactives de I'oxygéene. Caorazdrla structure répétitive, les phénomeénes
oxydatifs sont généralement attribuables aux espemdicalaires. Ces derniers peuvent alors
interagir avec d'autres macromolécules mais, les plgénéralement, vont entrainer la

fragmentation de la protéine (Garrison, 1987 ; WetliDean, 1986).
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Les chaines latérales peuvent également étre t’oftgéérations oxydatives (Daviest

al., 1987). On retiendra sommairement que les conséqaaie ces altérations peuvent prendre
la forme de fragmentations de la chaine, de dim#oiss ou d’agrégations intra ou interchaines,
de ruptures des liaisons disulfures ou encore dadtions d’especes radicalaires (groupements
thiyles ou peroxyles par exemple). Dans ce dewrasy la formation d’espéces radicalaires peut
étre a l'origine de réactions en chaines aboutissaiamment a I'oxydation d’autres
macromolécules comme I'ADN, les lipides et les esitprotéines (Davies, 1996 ; Gebicki et
Gebicki, 1999 ; Hawkins et Davies, 2001 ; Saval., 2001 ; Davies, 2005). Ainsi, plusieurs
études ont montré que I'oxydation d’acides amingsents dans la partie hydrophobe d’'une
protéine (c'est-a-dire, ceux qui sont enchasséseatre de celle-ci), peuvent aboutir a des

changements de la structure tertiaire (Davies, 005

De méme, la rupture ou la formation de ponts disad peuvent changer la structure
tridimensionnelle de la protéine (Thomas, 1999)iri'oxydation de certains acides aminés
peut influer sur la dégradation des protéines. &l&gations de la structure moléculaire des
enzymes peuvent alors reduire I'affinité de cesgines envers leur substrat, affecter le site actif
de I'enzyme de sorte que 'action catalytique peitdue, ou bien encore abaisser la constante de
dissociation du complexe enzyme-substrat (Besttyl., 1980 ; Levine, 1983 ; Charraa al.,
2000).

Nous ne pouvons que formuler des hypotheses quéintigine de ces observations.
Cependant, au regard de la littérature, il sembigbgble que les mécanismes suggérés
(dommages oxydatifs, action directe des xénobieSgqui seraient capable d’induire une
surproduction d’especes réactives de l'oxygéne dmiéne rapide sur les cellules) aient
effectivement été mis en jeu. A partir de ces desné convient de se poser la question

suivante :
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Quel est le mode d'action des molécules sur les panécies?

Aprés la fin du traitement des cultures cellulaiper les phosphoramidates testés
(figure 33), nous avons analysé les molécules parétude structurale en résonance magnétique

nucléaire.

0

NH R

Figure 33. Structure des phosphoramidates testés.

Les molécules testées contenant deux sites detifaptif phosphonate (P=0) et I'amine
(NH). La dégradation des molécules est confirmédeapectre RMN, la disparition du signal
du proton porté par l'azote a été observée. Noossaproposé pour cette biodégradation le

mécanisme suivant (Figure 34):

0]

R—NH-é—P-g—NH—R > 2RNH- + — p__

Figure 34. Mécanisme de biodégradation des deux néalules testées.
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Nous savons que les systémes enzymatiques de fikzthan utilisent des molécules
d’O, pour leur activité, il en est ainsi des mono-oxages et des oxydases (Lagadtial.,
1997 ; Bounias, 1999 ; Youbi, 2005) ceci nous an&neus poser la question suivante :

Quels sont les effets des deux xénobiotiques sumté&tabolisme respiratoire ?

Il semble évident que lI'oxygene est un élémentsipeinsable pour la vie des micro-
organismes, ainsi au moment de I'élimination desokétiques, les électrons produits lors de la
détoxification de I'organisme par les cytochromd&® (CYP450), vont réagir avec I'oxygéne
(Guengerich, 1991). L’'oxygene peut également réagec les électrons qui échappent a la
chaine respiratoire (Cadenesal., 1977). En effet il est connu que la mitochondrielessite
principal de génese des ROS. La combinaison didetioxygene apporté aux cellules avec ces
électrons implique la formation des anions supelegyqui sont a l'origine des phénomenes
radicalaires, ces derniers peuvent alors dismutiérspontanément, soit de facon enzymatique
pour donner de l'eau oxygénée(H), qui peut a son tour se transformer en radicdrdwyle
°OH, le plus réactif des radicaux oxygénés libRSI().

Dans notre travail, nous avons mis en évidence dingnution du métabolisme
respiratoire des parameécies traités par les diffése concentrations du PA-A et PA-B par

rapport aux cellules témoins, et ce a partir dedslraitement.

Parallelement, nous avons mis en évidence une augtiom de I'activité CAT pour la
molécule PA-A toujours a partir de 18h de traitetn&m effet & 18h de traitement I'activité
CAT est au maximum, ceci n’est guére surprenargqud nous savons que la catalase joue donc
un réle dans la protection de l'organisme contsedemmages du stress oxydant et constitue
avec la SOD la premiere ligne de défense (Rileer@., 2001) bien que la stimulation de la
consommation d'@ observée dans notre travail particulierement avempers temps de

traitement peut s’expliquer par la mise en routdadgremiére phase de métabolisation a savoir
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la phase de fonctionnalisation qui fait interveleis monoxygénases a CytP450 pour fixer un

atome d’'Q sur le substrat.

Le méme processus a été observé pour la molécul®, RAuf que le déclenchement du

systéeme de détoxification intervient beaucoup phé&Eocement, a savoir dés 6h de traitement.
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Conclusion & Perspectives

Le protiste cilié utilisé dans notre travail occupee position privilégiée dans les
eécosystemes aquatiques, notamment par ce qu'ititena la fois I'un des éléments de base des
réseaux trophiques et un modele alternatif de choir I'étude de I'impact de la pollution sur

notre environnement.

Les deux xénobiotiques testées sur nos cellulesdesnmolécules issues d’'une synthese
de phényl phosphorodiamidates dérivés d'aminesames (benzylamine et phényl éthyl amine)
avec le phényl dichlorophosphonique en une seafgeéet c’est donc sur la base du constat d’'un
manque de connaissances concernant l'interacti@spgbloramidates/protite cilié que notre
travail de recherche a été initié, et divers essaité conduits, avec un nouveau bilan pouvant

étre proposé aujourd’hui.

Dans un premier temps, nous avons procédé a kismie d'une seule cellule afin de
réaliser une culture pure dRaramecium sp. ce qui nous a permis par la suite d’identifies n
paramécies. En effet, leur forme, leur taille aigse les deux micronucleus confirment qu'il

s’agit deParamecium aurelia.

Cette étude montre l'intérét dRaramecium sp. comme espece modele cellulaire pour
I'évaluation de la toxicité des composés organguim®s, particulierement les
phosphoramidates. Ainsi, au terme de notre travailis avons déterminé la cytotoxicité des
xénobiotiques testés dont la synthése avait poud’bbtenir deux composés organophosphorés
moins toxiques que ceux utilisés dans l'industig-asvis de notre modele biologique. Cette
toxicité se manifeste par la perte de linéaritdadizajectoire et une perturbation de la mobilité.
D’un autre coté, la présence des deux xénobiotitestés induit également une inhibition dose-
dépendante de la croissance cellulaire, une dimimuwdu taux de croissance cellulaire et une
augmentation du temps de génération, et ce aptesi@4raitement, mettant ainsi en évidence

une cytotoxicité des xénobiotiques testés.

En ce qui concerne I'étude des biomarqueurs d'digogaous avons mis en évidence le
déclenchement d’'une batterie de processus enzymatiglles que la stimulation de I'activité
CAT et GST connus pour leur role dans la détoxacatiinsi qu'une augmentation du taux de

protéines totales et du taux de GHS.
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Conclusion & Perspectives

Une perturbation du métabolisme respiratoire cordint ainsi I'effet de ces molécules

sur la chaine respiratoire mitochondriale citée sdén bibliographie. En conclusion, nous

pouvons d’ores et déja avancer que la molécule B&Bble plus active que la molécule PA-A.

En effet les résultats obtenus révelent que PA+4Bl16sfois plus toxique que PA-A ainsi il

semblerait que la présence du radical benzylamaméeoe & la molécule la toxicité que nous

avons pu mettre en évidence, contrairement au akldiclohexylamine qui a été fixé sur la

molécule PA-A comme nous le montrons sur le sch&tapitulatif suivant (Figure 35) :

PA-A
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Backward swimming ++

Bourgeonnementst++
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Croissance cellulairegyg

Taux de CI‘OiSS&I’]Cg

Temps de génératiovr

Backward swimming +++

Bourgeonnementst++

Boursouflures irréguliére +-

Croissance ceIIuIair\Q\\
Taux de croissancé‘

Temps de génératio;
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Effets biochimiques ’
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GSH \x

Protéinesf

Métabolisme
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Métabolisme
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Figure 35. Effets physiologiques et biochimiques dgphosphoramidates observés.
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Conclusion & Perspectives

Au terme de ce travail, nous proposons I'hypottsseante résumée dans la figure(36) :

Phosphoramidate commercialisé

Cl——P—

PA-A PA-B

C18H29N0OP C20H21N.0OP

Boursouflures

Protéines / d \ \

(
Transcription \ /

‘ Stress oxidatif

=T

N* CH3

A

Ca®

2 +H20 202
CAT/
GSSOSH /
lC GST/
\\\\\¥ S-PA

);"J
Mort cellulaire e

Perturbation
du mouvement

Radlcaux Libres

Elimination

Figure 36. Mécanisme d’action des PA-A et PA-B saidBenbouzid et Berrebbah, 2012.
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Conclusion & Perspectives

En perspectives, il serait intéressant :

« D ‘élargir les tests de cytotoxicité sur des celfuanimales en culture ;

* Analyser de maniere fonctionnelle les entités mdbaoes induites par le stress chimique
et, identifier et caractériser les génes impligdéss les processus mis en jeu dans la
signalisation des stress chimiques et/ou danglaation de la réponse cellulaire ;

« Etudier le devenir de ces toxiques, leurs difféesriormes de stockage (spéciation), afin
de comprendre les mécanismes moléculaires resgeasad la concentration et de la

biotransformation de ces éléments au niveau celuja

« Etablirun répertoire de génes jouant un role ingrdrtlans la tolérance des cellules aux
xénobiotiques afin de développer, a long terme, approche biotechnologique de
bioremédiation qui consisterait en particulier aodwire des cellules susceptibles
d'accumuler, en grandes quantités, des xénobiatigqieui pourraient étre utilisées pour

la dépollution des eaux contaminées.
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