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Résumé

Les éléments métalliques sont dispersés d’une maniére permanente dans
I’environnement, et du fait de leur persistance, ils peuvent s’accumuler dans les tissus des

organismes vivants posant ainsi un probleme majeur.

Ce travail vise 1’évaluation de la toxicité des concentrations croissantes des sels
d’Aluminium (Al) et de Chrome (Cr(VI)) sur deux modéles cellulaires alternatifs :
Saccharomyces cereviciae et Paramecium sp. Pour cela, nous avons évalué I’'impact de ces
métaux sur le plan physiologique, biochimique, enzymatique, morphologique et

comportemental.

Nos résultats mettent en évidence une perturbation de la croissance des deux modeles
¢étudiés suite a I’exposition a I’Al, Cr(V1) et leur mixture. Cet effet inhibiteur est confirmé par
les pourcentages de réponses positifs ainsi que par la perturbation des parametres de
croissance (Nombre, Vitesse, Temps de générations). Le suivi des biomarqueurs du stress
oxydant indique I’induction de ’activité catalase (CAT) et de ’activité de Glutathion S-
transférase (GST) et de I’augmentation du taux du Glutathion (GSH) et de la teneur en
Malondialdéhyde (MDA) chez les deux modeles cellulaires révélant ainsi un état de stress
oxydant. De plus, les observations microscopiques des cellules valident I’effet des métaux sur
I’intégrité cellulaire. Chez les paramécies, ces effets sont accompagnés par une perturbation

du mouvement et de la trajectoire.

Par ailleurs, les essais sur I’implication des mitochondries dans la toxicité des métaux
testes mettent en évidence une perturbation de la production de I’ATP et/ou du métabolisme
de I’oxygéne apres traitement par le Cr(V1) et une altération du coenzyme A 3-ketoacyl CoA

thiolase apres exposition a I’Al.

Mots clés : Toxicité, Métaux, Aluminium, Chrome, Levure, Paramécie, Mitochondrie, Stress

oxydant.



Abstract

Metallic elements are permanently dispersed in the environment, and because of their

persistence, they can accumulate in the tissues of living organisms, posing a major problem.

The aim of this study was to assess the toxicity of increasing concentrations of Aluminium
salts (Al) and Chromium (Cr(VI1)) on two alternative cell models: Saccharomyces cereviciae
and Paramecium sp. To do this, we evaluated the impact of these metals at the physiological,

biochemical, enzymatic, morphological and behavioural levels.

Our results show a disturbance in the growth of the two models studied following exposure
to Al, Cr(V) and their mixture. This inhibitory effect is confirmed by the percentages of
positive responses and by the disruption of growth parameters (number, speed and generation
time). Monitoring of oxidative stress biomarkers indicated the induction of catalase activity
(CAT) and Glutathione S-transferase (GST) activity and an increase in Glutathione (GSH)
and Malondialdehyde (MDA) levels in both cell models, thus revealing a state of oxidative
stress. In addition, microscopic observations of the cells validate the effect of metals on
cellular integrity. In paramecia, these effects are accompanied by a disruption in movement

and trajectory.

In addition, tests on the involvement of mitochondria in the toxicity of the metals tested
revealed a disturbance in ATP production and/or oxygen metabolism after treatment with

Cr(VI) and an alteration in coenzyme A 3-ketoacyl CoA thiolase after exposure to Al.

Key words : Toxicity, Metals, Aluminium , Chromium , Yeast, Paramecium, Mitochondria,

Oxidative stress.
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Préambule

La présence des métaux lourds dans la nature est principalement attribuable au
développement accru des activités humaines telles que l'industrie miniére, I'agriculture
intensive, les rejets industriels et les déchets urbains. Par conséquent, ces substances peuvent
étre absorbées et stockées par les organismes vivants présents dans les sols, les cours d'eau et
les océans. Leur toxicité est donc préoccupante car, en s’accumulant dans les tissus
biologiques, ces métaux peuvent entrainer diverses pathologies chez I’Homme et causer une

détérioration de la qualité de I’environnement et de ses composants.

De nombreuses études ont rapporté les effets délétéres des métaux, et précisent qu’il est
essentiel de mettre en place des mesures de prévention et de contréle de la pollution par ces
éléments afin de réduire les risques pour la santé humaine et surtout la santé environnementale.
Cela inclus la réglementation des eémissions industrielles, le traitement des eaux usees, la

surveillance de la qualité de I'eau....etc.

Divers travaux ont constaté une dégradation de la biodiversité dans le cas ou les eaux sont
polluées par des concentrations importantes de métaux. Ainsi Granum et al. (2005) ont
confirmé la présence de diverses altérations de la qualité du milieu ainsi que les populations qui

I’occupent.

Par ailleurs, le potentiel toxique de ces molécules peut étre plus ou moins intensifié
lorsqu’ils sont mélangés, on parle alors de l'effet cocktail. Ce dernier fait référence a
I'interaction complexe entre plusieurs substances chimiques présentes simultanément dans
I’environnement ou a I’intérieur d’un organisme vivant, qui entrainera sans aucun doute des

effets toxiques différents de ceux observés avec chaque substance prise individuellement.

En effet, ’Homme est exposé a une multitude de substances chimiques provenant de
diverses sources telles que I'alimentation, 1’air, I'eau, les produits de consommation...etc. Ces
substances peuvent inclure des polluants industriels, des pesticides, des métaux lourds, des
produits chimiques présents dans les plastiques et les produits d'hygiene, ainsi que d'autres

contaminants environnementaux.

Pour mieux comprendre et évaluer l'effet cocktail, de nouvelles approches avancées en
toxicologie sont nécessaires. Cela comprend des etudes combinées de plusieurs substances

chimiques, ainsi que l'utilisation de données sur les mélanges chimiques réels auxquels les

1
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individus sont exposés dans leur environnement quotidien. C’est pour cela qu’il est crucial
d’avoir des réponses physiologiques, biochimiques, comportementales et structurales de ces
organismes qui permettra alors de comprendre les différentes interactions entre les polluants
auxquels ils sont exposes. Cette approche est essentielle et couramment employée dans le but
d’évaluer d’une fagon précise les altérations induites pour au final adopter des mesures de

prévention et de gestion adéquates.

Notions sur les métaux lourds :

En toxicologie, les métaux sont définis comme étant des molécules a caractére cumulatif
ayant essentiellement des effets trés néfastes sur les organismes vivants (Adli, 2016), et leur
nocivité est souvent liée a leur rémanence et a leur spéciation. Contrairement aux polluants
organiques, les métaux lourds sont peu métabolisés, ils peuvent donc étre transférés dans le
réseau trophique et s’accumuler dans la matiére vivante (Benguedda-Rahhal, 2011). Ainsi,
grace a leur stabilité moléculaire, les métaux lourds sont trés connus par leur persistance, leur
toxicité et leur pouvoir d’accumulation a travers la chaine alimentaire (Pérez-Rama et al.,
2002) . De plus, ils sont transportés dans I’atmosphére et peuvent se déposer dans des régions
¢loignées du lieu d’émission (Popescu et al., 1998).

En général, ils sont considérés essentiels a la vie sous forme d’oligoéléments voir méme
indispensables a 1’état de trace pour divers processus cellulaires vitaux et qui se trouvent en
proportion trés faible dans les tissus biologiques par ex : le zinc (Zn), cuivre (Cu), manganese
(Mn), cobalt (Co), nickel (Ni), fer (Fe) et sélénium (Se) (Kabata-Pendias et al., 2001).
Cependant, a fortes concentrations, ils peuvent s’avérer toxiques. En effet certains métaux a
savoir le cadmium (Cd), le plomb (Pb) et le mercure (Hg) sont potentiellement toxiques méme
en faibles quantités présentant un caractére polluant sans pour autant avoir un role biologique
bénéfique connu (Botonnet, 2000 ; Miquel, 2001).

Par ailleurs, Migeons (2009) explique la théorie émise par Pearson (1963) qui permet de
classer les métaux en fonction de leurs affinités et donc de leur capacité de liaison soit avec
I'oxygéne (Classe A) soit avec les ligands porteurs d'azote ou de soufre (classe B). Entre les
deux types, on trouvera les métaux de classe intermédiaire qui présentent des caractéristiques

propres aux deux classes. Cette distinction refléte davantage la facilité des métaux a traverser
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les membranes cellulaires, a étre stockés au sein de granules de détoxication ou a étre

complexés a des protéines fixatrices de métaux.

1.1.Propriétés et caractéristiques :

Les métaux lourds ont des propriétés physiques spécifiques a celles des métaux y compris
la bonne conductivité thermique et électrique. Ces molécules sont tres électropositives et
donnent par perte d’électrons des cations métalliques de charge variable qui présentent a la fois
des densités de charge élevées avec un caractere électrophile, ce dernier favorise la création de
liaisons ioniques, covalentes et/ou intermédiaires avec les ligands cellulaires (Belabed, 2010).

1.2. Sources :
1.2.1) Sources naturelles :

L'activité volcanique ainsi que l'altération des continents et les incendies de foréts sont les
sources naturelles les plus courantes. Il est a noter que la contribution des volcans peut se
présenter sous forme d'émissions volumineuses dues & une activité explosive, ou d'émissions
continues de faible volume, résultant notamment de I'activité géothermique et du dégazage du

magma (Darmondrail et al., 2000).

1.2.2) Sources anthropiques :

Les métaux issus des activités anthropiques sont présents sous formes chimiques assez
réactives entrainent par conséquences des risques plus ou moins importants par rapport aux
métaux d’origine naturelle qui sont le plus souvent immobilisés en formes relativement inertes
(Mckenzie, 1997).

En effet, La source anthropique englobe les activités pétrochimiques, 1’utilisation de
combustibles fossiles (ex : centrales électriques au charbon, chaudiéres, fours a ciment), les
activités industrielles, le transport (ex: vehicules et moteurs routiers/non routiers,
embarcations), I’incinération des déchets, les déchets urbains (ex :eaux usees, boues
d’épuration, ordures ménageres) et agricole et certains produits (ex :interrupteurs électriques,

amalgames dentaires, éclairages fluorescents) (Gouin et al., 2016).
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1.3. Intérét d’utilisation :

Gréace a leur caracteéristiques spécifiques, les métaux lourds sont fréquemment utilisés
dans les nouvelles technologies a savoir dans le domaine de la métallurgique et le secteur
électronique. Et ce grace a leur intégration aisee dans les aciers inoxydables, les matériaux du
batiment, les munitions, les matériaux medicaux, la bijouterie ...etc (Aranguren, 2008). De
plus, les produits chimiques utilisés en agriculture y compris les pesticides (fongicides,
insecticides ou herbicides) peuvent également contenir des quantités de métaux toxiques
comme Cu, Cd, Zn et Pb (Compaoré et Nanéma, 2010).

Selon Galvez-Cloutier et al. (2005) les principaux axes d’utilisation de métaux sont

résumés dans le tableau (1) :

Tableau 1 : Domaine d'utilisation de métaux.

Métaux Domaine d’utilisation
Cd, Pb, Zn, Hg Appareils électriques
Ti, Cd, Hg, En, Pb, Ce, Al, Cu, Cr Peinture
Pb, As, Cu, Sn, En, Mn Biocides
Ni, Hg, Pb, Cd Carburants
Cd, Sn

Matieres plastiques

Cd, Hg, Pb, Al, As, Cr, Cu, Mn, Ni, Zn Engrais

Cr, Fe, Al Textiles
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1.4.Les métaux dans ’environnement :

L’utilisation des métaux ne cesse de s’accroitre dans le secteur industriel bien qu’ils
fassent partie des substances chimiques susceptibles de constituer un danger menacant
particuliérement 1’écosystéme aquatique (Hlavay et al., 2001). La contamination de ce dernier
entraine un effet non seulement sur 1’équilibre écologique de 1’environnement, mais aussi sur la
diversité des organismes aquatiques (Guedenon et al., 2011).

Cette problématique est abordée par diverses études qui ont rapporté une diminution de la
productivité et de la biodiversité particulierement aux plus fortes concentrations. (Granum et
al., 2005)

Les métaux présents dans les eaux et sediments sont absorbés par les plantes et les
animaux aquatiques. Cependant, au-dela de certaines concentrations, ces composés pourraient
altérer la survie des populations biologiques ou provoquer leur accumulation et leur transport
d’un organisme a un autre de la chaine trophique (Benguedda-rahhal, 2012). De plus, leur
transport varie selon les caractéristiques physiques et chimiques du milieu naturel, les
indicateurs biologiques, la nature et le degré de contamination. (Allen, 1996 ; Benguedda-
Rahhal, 2011)

La plupart des métaux considérés comme toxigques au niveau environnemental sont ceux
qui appartiennent au groupe intermédiaire <’B “* car ils forment des complexes inorganiques
dans les solutions salines. Ces molécules sont hautement lipophiles et peuvent ainsi traverser
facilement les membranes cellulaires. De plus, elles sont persistantes et sont classées parmi les
substances les plus dangereuses (Simkiss, 1983). De ce fait, le potentiel toxique d’un métal
dépend de sa spéciation c’est-a-dire sa forme chimique, autant que des facteurs

environnementaux (Babich, 1980).

1.5.Impact des métaux sur la santé humaine :

Les métaux lourds peuvent s’accumuler dans 1’organisme et particuliérement au niveau
des reins. En fait, chaque type de métal possede des effets spécifiques sur la santé humaine.

Néanmoins, les symptomes de la toxicité apparaissent en cas d’absorption ou de contact avec
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de fortes concentrations en métaux ou de concentrations plus faibles a long terme (Squinazi,
2020).

En effet, ¢’est au cours de leur métabolisation que ces molécules peuvent se transformer
et devenir potentiellement dangereuses pour la santé humaine en provoquant des effets
perturbateurs sur divers fonctions vitales (Kalia et al., 2005)

La plupart des données disponibles sur la toxicité des métaux lourds proviennent
d’études de cas d’intoxications collectives aigue ou professionnelles. Ainsi, trés peu de cas
confirment la responsabilité de la pollution dans 1’accroissement de la mortalité. (Fekih et

al.,1990 ; Gourari, 1991).

Rappels sur la toxicité de I’Aluminium et du Chrome :
2.1. Cas de ’Aluminium :

L'aluminium est un métal léger qui se trouve naturellement dans 1’écorce terrestre ou son
extraction et son traitement permettent d’élever son niveau dans I'environnement (Agency for
Toxic Substances and Disease Registry., 2008). Ainsi, il est présent également dans plusieurs
produits & usage fréquent et journalier notamment dans les boites de conserve, les vaccins, les
produits de cosmétique, les jouets, la vaisselle, ...etc. Sa toxicité potentielle pour la santé
humaine et environnementale suscite des préoccupations croissantes chez la communauté
scientifique (Brylinski et al., 2023).

Les travaux de Barabasz et al. (2002) et Batisse (2014) ont révélé que l'aluminium peut
présenter une menace majeure pour les organismes vivants. De plus, de nombreux facteurs,
dont le pH de I'eau et la teneur en matiere organique, influencent grandement sa toxicité, car
I’absorption de 1’Al est optimale dans le cas ou le pH est acide, ce qui explique sa forte toxicité
en milieu acide (Jeffrey 1996 ; Boudjellal, 2022).

De plus, il s’est avéré que la toxicité de l'aluminium résulte probablement de son
interaction avec la membrane plasmique, les cibles apoplastiques et symplastiques (Kochian et

al., 2005). Chez I'homme, Mg * et Fe® * sont remplacés par AI® *

, Ce qui provoque de
nombreuses perturbations associées a la communication intercellulaire, a la croissance
cellulaire et aux fonctions sécrétoires. Ainsi, les altérations manifestées au niveau des neurones

sont similaires aux lésions dégénératives observées chez les patients atteints de la maladie
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d’Alzheimer (Mirza et al., 2017). De ce fait, les plus grandes complications de la toxicité de
I'aluminium sont les effets neurotoxiques tels que I'atrophie neuronale dans le locus ceruleus,
la substantia nigra et le striatum (Filiz et Meral, 2007). Ces effets sont corroborés par Yokel et
McNamara (2001).

Dans I’eau potable la concentration maximale admissible de I’ Al est de I’ordre de 0.2mg/l,
la FDA (Food and Drug Administration) a proposé de limiter la concentration en aluminium

dans les solutés destinés a la nutrition parentérale a 25ug/1 (FDA, 2002).

L’ingestion répétée peut causer une carence en phosphate pouvant entrainer
I’affaiblissement des os. L’étude menée par Exley et al. (2013) a révélé une corrélation entre
I'aluminium dans l'eau potable et une diminution de la densité minérale osseuse chez les
femmes. In vivo , ce métal favorise des échanges de chromatides soeurs, des anomalies
chromosomiques, et la formation de micro-noyaux dans les globules blancs humains. Par
ailleurs, diverses données toxicologiques sont utilisées afin de caractériser le danger et retenir
les valeurs toxicologiques nécessaires a 1’évaluation du risque. Ainsi la valeur toxicologique

systémique de référence pour les effets sur la santé est de I’ordre de 0,3 ug Al/kg pc/j.(Figure 1)

Des études de cancérogénése suggerent une relation probable entre le cancer du sein et les

antitranspirants a base de sels d’Aluminium (Sonthonnax, 2014).
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Figure 1 : Absorption et distribution de I'Aluminium dans I'organisme. (Gourier et Fréry,
2004)

A TI’échelle environnementale, il est connu depuis trés longtemps que 1’Al est considére
comme un agent toxique pour les organismes aquatiques d'eau douce surtout en cas de fortes
concentrations et ce grace a sa dissolution dans I'eau qui va créer, en consequences, des
composés bio-disponibles (Rahimzadeh et al., 2022). En milieu aquatique, Il agit sur les
animaux branchiaux notamment les poissons et les invertébrés, en induisant une perte d’ions
plasmatiques et hémolymphiques provoquant ainsi un déséquilibre osmorégulateur tout en
gardant sa capacité a se bio-accumuler. Alors que chez le poisson, la forme monomére et
inorganique de 1I’Al peut réduire les activités enzymatiques importantes. L'aluminium semble
également s'accumuler dans les invertébrés d'eau douce et peut agir en synergie avec n’importe

quel autre polluant (Rosseland et al., 1990).

2.2. Toxicité du Chrome :

Selon Hoet (2015), le chrome est un métal qui peut exister dans différents états

d'oxydation :
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Le Chrome métallique [Cr (0]) : ne se trouve pas naturellement dans I'environnement mais est
d'origine humaine.

Les Chrome trivalents [Cr (Ill]): sont trés stables et se trouvent naturellement dans des
minerais, tels que la chromite, il est également considéré comme oligo-élément essentiel en
nutrition humaine a faibles doses.

Le Chromer hexa-valent [Cr (VI)] : deuxiéme état le plus stable, se trouve rarement de fagon

naturelle dans I'environnement et représente la forme la plus toxique du chrome.

La population générale est exposée au chrome via ’alimentation ou les suppléments
alimentaires, 1’eau potable et 1’inhalation de 1’air ambiant contenant du chrome. En effet, le
chrome hexavalent est un cancérigéne potentiel, principalement connu pour son implication
dans le cancer du poumon. Il peut étre inhalé lors de processus industriels tels que la soudure,
le chromage, le revétement de métaux et l'utilisation de certains produits chimiques.
L'exposition cutanée au chrome hexavalent peut également se produire, en particulier chez les

travailleurs manipulant des produits contenant du chrome (Anselmetti, 2017).

Plusieurs études ont montré que l'exposition prolongée au chrome hexavalent peut
provoquer des effets toxiques notamment des Iésions pulmonaires, des irritations cutanées, des
allergies, des ulceres, des perforations du septum nasal et des dommages au foie et aux reins.
De plus, le chrome hexavalent est associé a des effets mutagenes et génotoxiques. Ainsi, le
Chrome trivalent formé a partir du Chrome hexavalent peut réagir avec les macromolécules
telles que les protéines et lipides induisant ainsi une cytotoxicité et une génération de ROS

conduisant par conséquence a une apoptose cellulaire (Anses, 2010).

Les effets toxiques du chrome dépendent de sa forme chimique, la voie de son exposition
et sa dose et les réglementations des expositions professionnelles visent toujours a réduire les
risques du Cr sur la santé. (Chiffoleau, 2001)

\

De plus, la fréquence de son émission dans la nature continue a s’accroitre au fil des
années (Figure 2). Sa forte hydro-solubilité explique sa mobilité au sein des écosystémes ou la
contamination par le Cr hexavalent, forme la plus toxique, pourrait s’élargir touchant ainsi
divers niveaux trophiques. En effet, ce composé pourrait agir sur la faune aquatique a des
concentrations plus ou moins élevées. Ce métal peut inhiber la croissance du phytoplancton
d'eau douce a une concentration de 10 pgeL-1. Cependant, il est connu comme étant peu

toxique dans les eaux salées. (Afri-Mehennaoui et al., 2009 ; Ben Khelil et al., 2012)
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Figure 2 : Quantités (tonnes) et sources d'émission du Chrome Hexavalent. (Xia et al., 2020)

3. Effet des mixtures toxiques (effet cocktail) :

Le terme Cocktail fait référence a un mélange de plusieurs molécules telles que les métaux
présents simultanément dans un environnement ou au sein d’un organisme vivant. Ces métaux
peuvent provenir de diverses sources telles que I'industrie, I'agriculture, les déchets, ou encore
la pollution atmosphérique. Cette exposition peut se produire dans des contextes variés tels que

I'eau potable, les aliments, I'air ambiant ou les lieux de travail (Rouimi, 2016).

En effet, I'exposition a un cocktail de métaux peut entrainer des effets toxiques différents
de ceux observés avec chaque métal pris individuellement. Les métaux peuvent interagir entre
eux, modifiant ainsi leurs propriétés chimiques, leur biodisponibilité, leur métabolisme et leurs
effets toxiques. Ces interactions peuvent conduire a des effets additifs, synergiques ou
antagonistes, augmentant ou diminuant I'effet toxique global du mélange (Ribera et al., 2011)
(Tableau 2).

10



CHAPITRE I : Introduction

Tableau 2 : Les types d'interactions possibles entre divers polluants.

Types d’interactions

Interaction Supra-additivité : Interaction Sub-addivité : Pas d’interaction :

Synergie Antagonisme Additivité
Effet combiné est plus important. | Effet du mélange est moins important.

Effet d’un mélange

Potentialisation Inhibition correspond a sa
Effet d’un composé augmente Effet d’un composé est réduit par ’autre. | toxicite attendue en se
celui de I’autre. référant aux
Sans influence apparente concentrations et aux
Coalition Absence d’effet des composés seuls ou | actions indépendantes,
Toxicité dans le cas du mélange mélangés.
uniquement.

Certains metaux tels que le plomb, le mercure, cadmium, I'arsenic et le chrome sont connus
pour leur toxicité intrinseque. Cependant, lorsque ces métaux sont présents en mélange avec
d'autres, ils peuvent avoir des effets toxiques plus prononcés rendant ainsi la recherche sur les

mixtures métalliques un domaine tres actif et d’actualité en toxicologie environnementale.

En effet, la toxicité des cocktails de métaux dépend de nombreux facteurs, tels que les
concentrations relatives de chaque métal, la durée et la voie d'exposition, ainsi que les
caractéristiques individuelles de I'organisme exposé. Par conséquent, il est essentiel de mener
des études approfondies et spécifiques pour évaluer les risques liés a I'exposition a des cocktails
de métaux dans des situations particulieres. (Drakvik et al., 2020)

4. Stress oxydant et cibles cellulaires des toxiques :

Les stress oxydatif est défini comme étant un état de déséquilibre de I’homéostasie entre la
production des substances prooxydantes (radicaux libres, ERO) et la capacité de défense des

antioxydants en faveur des prooxydants (Boulassel ,2013). Il est nécessaire de préciser que

11
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cette homéostasie de 1’état Rédox peut €tre rompue, soit par une production excessive d’ERO,

soit par une diminution des capacités antioxydantes de 1’organisme ( Migdal et Serres , 2011).

Dans le cas d’une agression cellulaire, la mitochondrie, si¢ge de la respiration cellulaire,
peut se détourner de son role physiologique indispensable qui est synthése de I’ATP vers une

génération d’un stress oxydatif qui peut causer ainsi une mort cellulaire (Bo, 2009).

Par conséquence, les structures, organites et macromoléecules cellulaires (Protéines, Lipides,
ADN, Sucres) sont reconnues comme cibles cellulaires du stress oxydatif induit par divers
substances toxiques qui varient en fonction de la nature spécifique de ces substances ainsi de

leurs mécanismes d'action. Citons quelques cibles privilégiées des métaux :

- Les protéines et enzymes : les métaux peuvent interagir avec les protéines et les
enzymes entrainant, par consequence, des altérations de leur structure, de leur fonction et de
leur activité. Par exemple, le mercure peut se lier aux groupes sulfhydryles des protéines

conduisant a la perturbation de leur activité normale (Valko et al., 2006).

- La mitochondrie : est une cible cellulaire importante pour de nombreuses substances
toxiques. En raison de son réle essentiel dans la production d'énergie cellulaire, la mitochondrie
est sensible aux perturbations causées par certains métaux, ce qui peut causer des

dysfonctionnements et des effets néfastes sur la cellule (Yin et al., 2014).

En effet, la mitochondrie peut étre affectée par différents types de xénobiotiques,
notamment les agents chimiques, les métaux lourds, les pesticides, les médicaments, les toxines
environnementales. ..etc. La perturbation de la fonction mitochondriale peut avoir de multiples
conséquences, telles que la production accrue de radicaux libres, la diminution de la production
d'ATP, des altérations de la perméabilité membranaire parallelement a des dysfonctionnements

du métabolisme énergétique.

5. Utilisation d’organismes alternatifs :

L'utilisation d'organismes alternatifs en toxicologie, tels que les modeles cellulaires, est
une approche courante pour évaluer les effets toxiques des substances chimiques. Ces
organismes offrent des alternatives aux tests sur les animaux, permettant ainsi de réduire le
recours a l'expérimentation animale tout en fournissant des informations pertinentes sur la

toxicité des substances.

12
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Hartung et al. (2009) a mis l'accent sur les modéles in vitro et les méthodes basées sur
des organismes non humains et souligne I'importance de I'utilisation de ces approches pour
remplacer ou réduire l'utilisation des animaux dans les études de toxicité ou encore Leist et al.
(2014) et Rovida et al. (2015) qui recommandent une transition vers des méthodes plus
prédictives et pertinentes pour I'évaluation de la toxicité.

L'utilisation des protistes ciliés d’eau douce (Paramecium sp) et des levures
(Saccharomyces cerevisiae) comme modeles alternatifs offre une multitude d’avantages dans

les études de cytotoxicite.

5.1. Saccharomyces cereviciae :

Les levures sont les premiers microorganismes eucaryotes qui ont été utilisés et séquence
par 'Homme (Goffeau, 1996 ; Bertazzi, 2012). C’est un champignon immobile de forme
sphérique, ovoide ou arrondies de taille variable de 3 a 14um comportant une phase
unicellulaire au court de son développement, une phase unicellulaire (Leyral et Vierling,
2007). 11 est doté d’une paroi cellulaire rigide entourant une membrane plasmique, un noyau
limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme contenant divers organite dont les
mitochondries et une grande vacuole (Thuriaux, 2004). En effet, il existe environ 80 genres de
levures avec approximativement 600 espéces connues. Appartenant majoritairement a trois
classes : les Champignons, les Ascomycetes et les Basidiomycetes ou S.cereviciae est considéré
comme étant la cellule la plus proche des especes supérieures grace a son caractére diploide.
(Figure 3)

13
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Figure 3 Structure d'une levure.

Concernant son cycle de vie, Herskowitz (1988) affirme qu’il existe deux modes de
reproduction de S.cereviciae. L’un correspond a la prolifération cellulaire ou bourgeonnement :
un processus par lequel une cellule donne naissance a une autre cellule identique. Et I’autre est
la reproduction sexuée c’est-a-dire la transition de la ploidie au cours du cycle cellulaire. Au
cours de cette phase, les cellules haploides de sexe opposé se conjuguent pour former des
cellules diploides. Tandis que les cellules diploides sporulent pour former des cellules
haploides. Ces phénomeénes dépendent fortement des conditions environnementales externes.
En fait, les cellules haploides et diploides débutant la phase G1 appelée ‘’pré-Start’’. Si la
quantité de nutriments est suffisante, elles peuvent poursuivre leur cycle cellulaire mitotique
(reproduction asexuée).Cependant, dans le cas ou la quantité de nutriments est limitée en
glucose, les cellules haploides entrent directement alors en mode de conjugaison sexuelle

(reproduction sexuée) et les cellules diploides déclenchent un mode de sporulation.

Depuis trés longtemps, I’Homme utilise la levure dans 1’industrie alimentaire notamment
dans la fabrication de différents aliments qu’en industrie pharmaco chimique (Vargas et al.,
2010 ; Kocharin, 2013 ; Accituno, 2013). Alors que dans la nature, S. cerevisiae est présente
sur la peau des fruits et insectes, chez I'nomme comme commensal ou pathogene, dans le sol,
sur diverses plantes et sur les chénes (Goddard et al., 2015). De plus, elle est utilisée en
Toxicologie et en Ecotoxicologie comme un modéle alternatif ou elle offre le privilege a

14
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détecter avec précision les différentes altérations biologiques suite a 1’exposition a n’importe
quels polluants (Iwahashi et al., 2000 ; Tomaska, 2000). Elle est considérée idéale comme
modele biologique du fait de sa complexité génétique intermédiaire entre les organismes

eucaryotes et procaryotes (Lin et al., 2014 ).

Leur utilisation est souvent choisie en termes de bio surveillance environnementale du fait
de leur résistance aux conditions défavorables. Selon Simon (2011) les levures sont capables a
s’adapter aux conditions environnementales. Ainsi, elles sont tolérantes a toute une gamme de
température allant de 0° jusqu’a 55°C, a I’alcool (20%) et aux variations de pH ou le pH
optimale a leur croissance est noté a une valeur entre 2.8 et 8. De plus, ces cellules sont
fortement résistantes a la dessiccation et peuvent s’adapter vis-a-vis de la pression osmotique

¢’est-a-dire qu’elles peuvent proliférer en présence d’une concentration de 3M de sucre.

D’ou s’inscrit le choix porté sur ce modele cellulaire pour de multiples raisons a savoir :
- Lafacilité de leur culture cellulaire ainsi que son moindre cout.
- L’¢état unicellulaire, la capacité a se multiplier rapidement et la rusticit¢ des exigences
nutritionnelles permettent a ces eucaryotes a étre étudier aussi facilement que des procaryotes.
- Leur capacité a s’adapter et a résister aux conditions défaillantes. Ces cellules peuvent tres
bien survivre dans des conditions anaérobies permettant ainsi de de réaliser des tests non
réalisables avec d’autres organismes supérieurs (Marlene, 2006).
- Ces organismes possedent une structure plus complexe que celle des bactéries notamment la
présence d’un noyau, de mitochondrie, d'un appareil de Golgi et de plus d'un chromosome

(Saccharomyces cerevisiae en a 16) (Larpent, 1990).

5.2. Paramecium sp :

La paramécie est un micro-organisme unicellulaire du groupe des protozoaires qui vit
géneralement dans les eaux douces stagnantes : ce sont des organismes libres (non parasites)
vivant dans les étangs d'eau douce, des ruisseaux et des riviéeres a travers le monde. Cette
cellule mesure environ 150 um de long et 50 um de large ou sa taille varie considérablement

selon I'approvisionnement alimentaire et le stade du cycle de vie (Azzouz, 2012).

La paramécie polarisée et asymétrique présente de nombreux organites différenciés ayant
des fonctions trés spécialisées, le goulet de phagocytose permet 1’ingestion des bactéries alors
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que le cytoprocte sert nécessairement & I’expulsion des déchets et les vacuoles pulsatiles
servant a réguler I’osmolarité (Figure 4). De plus, une des plus grandes caractéristiques de la
paramécie est la présence de milliers de cils vibratoires sur toute sa surface permettant la
locomotion et la nutrition. Cet organisme possede également une voie de sécrétion régulée, une
voie d’exocytose, des trichocystes, un moyen de défense contre ses prédateurs, ainsi qu’un

cortex complexe (Damaj, 2012).

La locomotion des paramécies est assurée par de nombreux cils contractiles (environ
25000 cils) ; leurs battements permet le déplacement en avant ou en arriere ou également

effectuer un brusque retrait au contact d’un obstacle (Beaumont et cassier, 1997).

Cils Vacuole Macronoyau
pulsatile Micronoyau

; Pore anal
Cytostome

Flux d’eau généré par les cils :
Péristome

Figure 4 : Structure d'une paramécie.

Cette espéce s’avere adaptée aux bios essais en Toxicologie en raison de :
-Son taxon est présent, abondant et facilement identifiable.

- La possession d’un role important dans le fonctionnement de 1’écosystéme aquatique.
- Une culture facile en laboratoire et une manipulation rapide (cycle de vie court) réalisées a
moindre cot. (Beal et Anderson, 1993 ; Kamola, 1995)

- La sensibilité aisée et confirmée quel que soit le produit testé.
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- La possession de cils contractiles identiques a celles des cellules épithéliales des mammiferes

assurant sa mobilité. (Graf et al., 1999)

- Le fait que les battements ciliaires chez les mammiféres soient parfaitement comparables a

ceux des paramécies (prouvés par les etudes de microcinématographie a haute vitesse)
(Berrebbah, 1990)

- La paramécie est considérée comme un modéle idéal pour analyser divers phénomeénes

biologiques, toxicologiques et éco-toxicologiques grace a son organisation, son fonctionnement
et sa complexité structurale (Meyer et al., 2005 ; Bouaricha et al., 2012 ; Shaikh et al.,
2022).

6) Objectifs :

L’objectif principal de ce travail concerne 1’évaluation de la toxicité potentielle de deux
métaux : 1’Aluminium, le Chrome et leur mixture (Al/Cr) sur deux modeéles alternatifs

unicellulaires Paramecium sp et Saccharomyces cereviciae. Pour cela nous avons ciblé :

La cinétique de croissance cellulaire qui est I’'une des approches physiologiques les plus
employées dans le but de fournir, d’'une maniére globale et en amont, des informations sur
I’impact d’un Xénobiotique vis-a-vis d’un organisme vivant. Car toute perturbation du cycle
de croissance des micro-organismes représente le premier signe précoce d’une toxicité
potentielle.
(Vasseur, 2021).

L’évaluation des valeurs sélectives (Fitness), un outil fondamental qui permet de détecter et
de comprendre les mécanismes d’action des toxiques. Ainsi nous avons suivi 1’évolution des
bio-marqueurs du stress oxydatif induit par des concentrations croissantes d’Al, du Cr et de
leur combinaison Al/Cr tels que la CAT, GST, GSH et MDA.

Les battements ciliaires et le mouvement cellulaire (trajectoire et vitesse de déplacement) sont
des biomarqueurs de toxicité et les variations de fréquence des battements ciliaires sont une
indication trés sensible des perturbations de I’homéostasie cellulaire, d’ou notre intérét pour

ces parametres.

D’un autre cOté, I’utilisation d’inhibiteurs mitochondriaux nous permet de confirmer

I’implication de cet organite cellulaire dans la génération du stress oxydant.
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CHAPITRE Il : Matériel et méthodes

Les essais et expérimentations réalisés dans ce travail sont effectués au sein du

Laboratoire de Toxicologie Cellulaire, Université de Annaba.

Materiel biologique :

Comme bioindicateur de cytotoxicité, nous avons choisis deux modeéles alternatifs a

savoir : la levure (Saccharomyces cereviciae) et la paramécie (Paramecium sp),

1.1. Les levures :

Ces cellules présentées dans la Figure 5 possedent la classification décrite par Larpent
(2012) :

e Domaine : Eucaryotes

e Regne : Fungi

e Embranchement : Mycétes

e Division : Ascomycota

e Sous-division : Saccharomycotina
e Classe : Saccharomycetes

e Ordre : Saccharomycétale

e Famille : Saccharomycetaceae

e Genre : Saccharomyces

e Espece : Saccharomyces cerivisiae
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Figure 5 : Observation microscopique d'une culture de levures Saccharomyces
cereviciae (Grx10).

1.2. Les paramécies :

Les protistes ciliés observés dans la Figure 6 sont classifiées par Corliss et al. (1961) :

e Domaine : Eucaryotes

e Division : Alveolata

e Embranchement : Ciliophora
e Classe : Oligohymenphorea
e Ordre :Peniculida

e Famille : Parameciidae

e Genre : Paramecium

e Espeéce : Paramecium sp

19



CHAPITRE Il : Matériel et méthodes

TN W S A e

)

- . e

Figure 6 Observation microscopique d'une paramécie Paramecium sp fixée au
Lugol (Gr x20).

2. Matériel chimique :

Nous avons étudié 1’effet du Sulfate d’Aluminium, le Chromate de potassium et de leur
mixture a différentes concentrations. Ces derniéres ont été sélectionnées d’apres la littérature

(Zaoui et al., 2011) et aprés avoir réalisé divers essais préliminaires.

Il est nécessaire de noter que le sulfate d’Aluminium utilisé est fourni par BIOCHEM
Chemopharma. Quant au Chromate de potassium, il est obtenu par SIGMA-ALDRICH. Ainsi,

les deux molécules sont hydrosolubles et possedent les propriétés décrites dans le Tableau 3.
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Tableau 3 : Propriétés physico-chimiques du Sulfate d’Al et du Cr(VI).

Formule D’Al

Etat physique

Solubilite

Masse molaire

Point de fusion

Densité

Aly(SOq)2

8>:§\0 + ~o’(ls?:<8
Al Al
o3850

Solide

360.364 g/l a 20°C

342.15g/mol

Décomposition a 770°C

2.71

Formule Du Cr

Etat physique

Solubilité

Masse molaire

Point de fusion

Densité

K>CrO,4

Solide

639/100ml a 20°C

194.2g/mol

Décomposition a 975°C

2.73

Le Cyanide de potassium (KCN) provient de SIGMA-ALDRICH, la Trimetazidine (TMZ)
et la Prednisolone (PDN) proviennent de BIOGALENIC.

3. Méthodes :

3.1. Culture des cellules :
3.1.1. Culture de levures :

Saccharomyces cereviciae subit tout d’abord un lavage a 1’eau physiologique avant

chaque manipulation afin d’éliminer toutes traces de substrats non désirés, et ce selon les étapes

suivantes :

- Diluer 5g de levure boulangere dans 100ml de NaCl a 0,9%

- Agiter la suspension pendant 15min

- Centrifuger la suspension 3 fois pendant 5min a 3000Tours

- Eliminer le surnageant aprés chaque centrifugation
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En suite prendre le dernier culot qui représente la fraction brute (F9) des levures
Saccharomyces cereviciae et le mettre dans le milieu de culture décrit par Pol (1996) et adapté
par Cherait (2015). Ainsi, Afin d’obtenir une croissance cellulaire optimale, il est nécessaire
de fournir une source d’oxygene, ajuster le pH a 6.2 et maintenir une température ambiante

(25°C +2) aux cellules pendant deux heures de temps.

3.1.2. Culture de paramécies :

En premier lieu, nous avons réalisé une culture mixte constituée principalement de foin et
d’eau de pluie. La préparation est laissée incuber dans un endroit tiéde et sombre. Au bout de 5
a 7 jours, un voile bactérien est formé a la surface représentant un signe d’apparition des
premiers protistes ciliés. L’observation microscopique révéle 1’apparition de plusieurs souches
de paramécies a divers tailles et formes. Ainsi, nous avons réalisé divers isolements dans des
tubes ependorfs afin de maintenir un seul type de cellule. Les paramécies isolées sont donc
cultivées dans le milieu décrit par Azzouz (2012) ou le pH est maintenu a 6,5 et la température
d’incubation a 28°C. Tous les trois jours, un repiquage est réalisé afin de garder une culture

pure et jeune.

Aprés avoir maintenu une seule souche de paramécies, nous avons tenté de 1’identifier a
I’aide des techniques de colorations et observations microscopies. Pour cela, nous avons
effectué divers colorations au vert de méthyle dans le but de colorer le macro et micro-noyau
(organites essentielles a leur distinction) puis nous nous sommes référées aux caractéristiques
des paramécies décrit par les plus anciens auteurs : Wenrich (1928) et Wichterman (1953)
(Tableau 4).
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Tableau 4 : Caractéristiques des principales especes de paramécies.

Espce Nombre de micro- Forme de micro- Taille de cellule
noyaux noyaux

P.caudatum 1 Elliptique 290 microns

P.aurelia 2 Sphérique 170 microns

P.bursaria 1 Elliptique 150 microns

P.multimicronucleata 3-4 Sphérique 310 microns

P.trichium 1 Elliptique 70 microns
P.calkinsi 1-2 Sphérique /
P.polycarium 4 Sphérique /

P.woodruffi 3-4 Sphérique 210 microns
P.pseudotrichium 2-4 Sphérique /
P.africanum 4-9 Sphérique /
P.jankowski 2 Sphérique /
P.augandae 1-2 Sphérique /

Figure 7 : Observation microscopique de paramécie colorée au vert de méthyle (Gr x20)
( ==p Micro-noyau)
Apres avoir bien analysé la structure des cellules, il s’est avéré que 1’espeéce de paramécie

obtenue est celle de Paramecium aurelia possédant deux micro-noyaux sphériques (Figure 7) et
mesure environ 160 um (Kahl, 1935 ; Kohen, 2007 ; Benbouzid, 2012).
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3.2. Etude physiologique
3.2.1. Cinétique de croissance des cellules :

3.2.1.1. Cas des levures :

Les concentrations choisies sont : 50uM, 100uM, 1mM, 25mM pour les deux métaux
(Aluminium Al, Chrome Cr) et 50uM AI/50uM Cr, 100uM Al/100uM Cr, 50uM Al/25mM Cr,
50uM Cr /25mM Al pour leur mixture. Apres la phase exponentielle c¢’est-a-dire aprés 2heurs
d’oxygénation, chaque aliquote de 50ml est exposé aux concentrations précédemment citées.
Ainsi, les conditions optimales sont maintenues pour les cellules témoins et traitées durant
24heures de traitement.

La croissance cellulaire est suivie par la spectrophotométrie a la longueur d’onde 660nm,

et ce apres 24heures d’exposition aux xXénobiotiques.

3.2.1.2.Cas des paramécies :

Le traitement des paramécies avec les métaux et leur combinaison est effectué ainsi : une
culture de 10pl de paramécies est ajoutée au différents aliquotes. Les concentrations retenues
sont : 5uM, 10uM, 50 et 100uM pour les deux métaux séparés et 5uM Al/5uM Cr, 10uM Al/
10uM Cr, 50puM AI/50uM Cr et 100uM Al /100uM Cr pour leur mixture.

Le suivi de la cinétique de croissance est effectué par le comptage journalier des
paramécies dés la mise en contact avec le xénobiotique (T=0) jusqu’au 7¢me jour (T=96h). Ce
comptage est réalisé par le dénombrement des paramécies sous microscope optique (Motic

BA400) au grossissement x10 apres fixation au Lugol et a I’aide d’un compteur manuel.

3.2.2. Pourcentage de réponse :

C’est un parametre qui renseigne sur ’effet d’un xénobiotique vis-a-vis d’un mod¢le
biologique. Si le pourcentage de réponse est positif, il s’agit d’une inhibition de croissance, or
s’il est négatif il s’agit alors d’une stimulation de croissance. (Wong et al., 1999)

11 est calculé a I’aide de la formule de ci-dessous :

(Nt — Nc¢) .

100
Nt

% de réponse =
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Ou Nt représente le nombre de cellules témoins alors que Nc désigne le nombre de cellules
traitées au temps désiré

3.2.3. Calcul des parameétres de croissance :

Ces parameétres sont déterminés dans le but d’évaluer 1’impact des molécules testés sur la
croissance cellulaire. Le nombre de génération (n), la vélocité ou la vitesse de génération (k) et
le temps de génération (g) qui désigne le temps nécessaire pour qu’une population de micro-

organismes se divise en doublant son nombre en fonction du temps.

N — (log Nt — log NO)

log 2
N
K= —
t
1
G= =

Dans ce cas, Nt fait référence au nombre de la population a un temps bien déterminé (t :
96h et t: 3h qui sont respectivement optimaux pour la croissance des paramécies et des
levures). Tandis que NO représente le nombre initial de cellules ¢’est-a-dire le nombre a t = 24h

chez les paramécies et t : 1h chez les levures.

3.2.4. Calcul des concentrations inhibitrices (CI150) :

La CI50 désigne la concentration du xenobiotique qui inhibe 50% de la population des
levures et des paramécies. Dans notre cas nous 1’avons calculé a partir des concentrations
sélectionnées. Et ce par la méthode Probit (Graphpad Prism) et en tenant compte de la

croissance cellulaire en phase exponentielle. (Finney, 1952)
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3.3. Etude du métabolisme biochimique

3.3.1. Dosage de protéines totales :

Le dosage de protéines totales est réalisé selon la méthode de Bradford (1976) adaptée par
Krunger (2009) : il s’agit d’une technique qui mesure la concentration protéique basée sur une
réaction colorimétrique entre les protéines et un colorant (Le Bleu Brillant de Coomasie), qui
est mesuré a une longueur d’onde de 595nm par un spectrophotomeétre de type JENWAY 6300
(Figure 8).

3.3.2. Dosage des lipides totaux :

Le dosages des lipides totaux est réalisé selon Goldsworthy et al. (1972), en utilisant la
vanilline comme réactif spécifique a cette étude. La quantité de lipides est déterminée par
spectrophotométrie (JENWAY 6300) a une longueur d’onde de 530 nm (Figure 8).
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0.5 ml de suspension de
cellules +1ml de TCA a
20%

Broyage aux ultrasons

7

Centrifugation 5000T/10min

U

Culot I + 1ml Ether/Chloroforme

>

Centrifugation 5000T/10min

T

Surnagent Culot Il + 1m| NaoH

~ L

Dosage des lipides Dosage des protéines

Figure 8: Protocol expérimental résumant la méthode de dosage des métabolites (Protéines et
lipides totaux) basée sur les techniques de Shibko et al. (1966)
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3.4. Etude des bio-marqueurs du stress oxydatif

3.4.1. Préparation de I’extrait enzymatique :
3.4.1.1.Cas des levures :

Aprés une centrifugation de 15009/10minutes, le culot qui contient la fraction enzymatique
est utilisé par la suite dans les dosages des bio-marqueurs enzymatiques selon le protocole
suivant : les échantillons sont broyés dans un tampon phosphate (100mM, pH 7,5) a I’aide des
ultrasons dans un bac de glace, I’homogénat est centrifugé a une vitesse de 10000 g/30min/4°C,

le culot contient la fraction enzymatique brute.

3.4.1.2.Cas des paramécies :
Aprés un traitement d’au moins cinq (5) heures, les échantillons contenant les paramécies
témoins et traitées aux métaux sont homogenéisées aux ultrasons. L’homogénat est centrifuge a

4°C pendant 30 min a 6000 g. et le culot obtenu contient la fraction enzymatique brute.

3.4.2. Dosage de I’activité catalase (CAT) :

L’activité catalase (CAT) est mesurée selon la méthode de Claiborne (1985) modifiée par
Proki¢ (2017) qui repose sur la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du
peroxyde d’hydrogéne (H20). Les cellules sont alors broyées aux ultrasons dans 1ml de

tampon phosphate, puis I’homogénat est récupéré et centrifugé a 15000 tours pendant 10min.

Ensuite, une solution de 0.050ml du surnagent, 0.75ml du tampon phosphate et 0.2 ml d’eau
oxygenée (H.0,) est déposée dans une cuve en quartz ; la lecture au spectrophotomeétre de type
JENWAY 6305 est effectuée a la longueur d’onde de 240nm pendant une minute. L’activité

catalase est mesurée en nmol/min / mg de protéines selon la formule suivante :

ADO
0.040 X mg de protéines

CAT (nmol/min/ mg de protéines) =
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Soit :

ADO : La pente de la droite de régression obtenue aprés hydrolyse du substrat en fonction du
temps.
0.040 : Le coefficient d’extinction d’eau oxygénée.

Mg : Quantité de protéines en Mg.

3.4.3. Dosage du taux de glutathion (GSH) :

Le dosage du taux de glutathion est réalisé selon la méthode de Weeckbeker et Cory
(1988) rapportée par Dahdouh (2019) qui repose sur la mesure de la densité optique de 1’acide
2-nitro-5- mercapturique ; ce dernier résulte de la réaction de I1’acide 5,5 dithio- 2-

nitrobenzoique (DTNB) par le groupement (-SH) du glutathion.

Pour cela, une suspension de levure est additionnée a 1 ml d’EDTA (0.02M) puis broyée a
I’ultrason : 0.8 ml de ce mélange récupéré est mélangé a 0.2ml de la solution d’ASS (une
déprotéinisation par 1’acide sulfosalicylique (ASS) a 0.25% permet de protéger le groupement
thiol du glutathion).  Apres agitation au vortex dans un bain de glace, une centrifugation des
aliquots a 1000 tours pendant 5min est réalisée aprés un repos de 15 min a une température
ambiante. A un volume de 0.5ml du surnagent, on rajoute Iml d’EDTA et 0.025ml de DTNB.
la lecture de la DO se fait aprés 5 min de repos a une longueur d’onde de 412nm. Ainsi, le taux

de glutathion est exprimé en pM/mg de protéines selon I’équation suivante :

DO x1x1.525
13,1x0.8X0.5Xxmg

GSH (uM/mg de protéines) =

Ou :
1 : le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation.
1.525 : le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnagent.
13,1 : le coefficient d’absorbance du groupement SH a 412nm.

0.8 : le volume de I’homogénat.

0.5 : le volume du surnagent.
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3.4.4. Dosage de la Glutathion S- transférase (GST):

Le suivi de I’activité enzymatique GST est réalisé selon la méthode de Habig et al., (1974)
modifiée par Simarani (2016) . Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GsT et un
substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4-dinitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le glutathion
réduit (GSH).

Le principe du dosage consiste a faire réagir 200 ul de I’extrait enzymatique de levures
témoins et traitées avec 1,2 ml du mélange CDNB. La lecture des absorbances est effectuée
toutes les minutes pendant 5 min a 340 nm dans un spectrophotometre Jenway 3600 contre un
blanc ou I’extrait enzymatique est remplacé par 200 pl de tampon phosphate ou d’eau distillée.

L’activité de cette enzyme est déterminée selon la formule suivante :

ADO/min
exVx*P

GST (umoles/min/mg de protéines)=
Soit :

ADO : Pente de la droite de régression obtenue apres hydrolyse du substrat en fonction du
temps

V : Volume de I’échantillon en ml (0.2 ml)

P : mg de protéines par ml de la fraction a doser

¢ : Coeficient d’extinction molaire du complexe GSH-CDNB (9.6 nM/cm)

3.4.5. Dosage du Malondialdehyde (MDA :

Le MDA est doseé selon la méthode de Draper et Hadley (1990) améliorée par Garcia
(2020) basée sur la réaction entre I’acide thiobarbiturique (TBA) et le MDA donnant un produit
rouge brun dont I’intensité de la coloration est mesurée a 532 nm.

Les levures sont homogénéisées aux ultra-sons dans 1ml de tampon Tris-HCL (50 nM, pH
7,5) puis centrifugées pendant 10 min a 10000 tours/min. 500 ul du surnageant sont additionnés
de 2,5 ml d’acide trichloroacétique a 20% (TCA) puis chauffés au bain marie a 100°C pendant
15 min.

Aprés refroidissement dans un bain de glace, une centrifugation est effectuée a 10000

tours/min pendant 10 min, puis 2 ml du surnageant sont alors préleves auxquels on ajoute 1 ml
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de TBA. Un second chauffage a 100°C pendant 15 min est effectué et aprés refroidissement,
1,5 ml de butanol sont rajoutés. Apres agitation, une derniere centrifugation (10000 tours/min
pendant 10 minutes) est réalisée et 1 ml de surnageant butanolique renfermant les complexes
TBA/MDA est recupére.

La lecture des absorbances est effectuée a 532 nm contre un blanc (1 ml de tampon Tris-
HCI a la place de I’extrait butanolique) et le taux de MDA est déterminé selon la formule

suivante :

Do x Cx Vt
Mg de protéines

MDA (umoles/mg de protéines) =

A savoir :

Do : Densité optique obtenue aprés hydrolyse du substrat.

C : Coefficient d’extinction molaire du TBA : 156.

Vt : Volume total dans la cuve : 1ml (butanol renfermant TBA/MDA)

3.5. Etude morphologique et comportementale

3.5.1. Casdes levures :

Un frottis de Saccharomyces cereviciae témoins et traitées est réalisé selon la méthode de
Pol (1996) (Figure 9). Nous avons choisi de réaliser une coloration au bleu de méthyléne qui
agit selon le principe d’oxydo-réduction. Sa réduction au sein de la cellule est assurée par une
enzyme spécifique. Quand les cellules sont immergées dans ce colorant, les enzymes des
cellules vivantes décolorent sa pigmentation. Tandis que, les cellules mortes au sein desquelles
I’enzyme est inactive, ne réagissent pas et restent bleues sous forme oxydée (Rocken et
Strauss, 1976).
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Réaliser un frottis

Suspension
de levure

+ Colorant (Laisser agir 30 min)

Tremper chaque lame dans de ’HCL (0.05mol/I)

(1 a 2 min maximum)

e

o Rincer a I’eau distillée

e Mettre la lamelle et observer

Figure 9 : Protocol expérimental décrivant la méthode de coloration des cellules avant
observation au microscope optique.

3.5.2. Cas des paramécies :

Nous avons étudié I’impact des métaux et de leur mixture a 1’échelle cellulaire a 1’aide de
plusieurs observations microscopiques au Grx20 apres fixation au formol (4%). Ainsi, leur

morphologie est comparée a celle des cellules témoins et a la littérature.

Les trajectoires et les vitesses de deplacement des paramécies témoins et traitées sont suivis
a 1’aide du logiciel Kinovea version 0.9.5 qui permet de tracer précisément la trajectoire du
déplacement et ce aprés I’analyse des vidéos enregistrées. Ainsi, il permet de calculer la vitesse

de déplacement en ressortant la distance en pixel et le temps en centieme de seconde.
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3.6. Traitement de Saccharomyces cereviciae par la TMz, PDN et les KCN:

Aprés divers essais, les levures sont exposees a la plus faible concentration (50uM) de
TMZ, PDN, KCN, d’Al et de Cr(VI) respectivement. Le suivi de la croissance cellulaire est
réalisé apres 2H, 3H, 4H et 24H de traitement par spectrophotométrie a la longueur d’onde de
600nm.

De plus, nous avons également calculé le pourcentage de réponse chez les cellules traitées

par les molécules citées par rapport a celles traitées par I’Al et le Cr(V1).

3.7. Etude statistique

Toutes nos expériences sont répétées au moins trois fois. Nos résultats sont analysés a
I'aide du logiciel GraphPad Prism 9 en utilisant des tests ANOVA One way et Two ways. Les
tests de comparaison multiples sont également effectués : tests de Dunnetts pour tous les
parametres et tests de Tukey pour I’analyse des pourcentages de réponses.

Ainsi, les données obtenues sont présentées sous forme de moyenne + écart type SEM ou
les différences significatives sont notées lorsque P<0,05 (significative), P<0,01 (trés

significative), P<0,001 (hautement significative) et P<0.0001 (trés hautement significative).
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Chapitre 111 : Résultats
CHAPITRE Il : Résultats

1. Effet des métaux sur la cinétique de croissance
1.1.Cas des levures :

Les figures (10), (11) et (12) mettent en eévidence I’impact des sels d’ Aluminium, des
particules de Chrome ainsi que leur mixture sur la cinétique de croissance de Saccharomyces

cereviciae.
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Figure 10 : Effet de I'Al sur la cinétique de croissance des levures. * : P<0,05 (significative),
** 1 P<0,01 (tres significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001
(tres hautement significative)

Dans le cas des cellules témoins, la croissance est normale avec phase exponentielle
obtenue apres 3H de temps avec une DO de 0.260. Chez les traitées par la plus forte
concentration (C4) d’Al, la croissance semble stimulée avec une DO de 1’ordre de 0,213. Alors
que chez les cellules traitées par les plus faibles concentrations C2 et C3 les Do sont de 1’ordre
de 0.174 et 0.198 respectivement. (Figure 10).
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Figure 11 : Effet du Cr(\V1) sur la cinétique de croissance des levures. * : P<0,05
(significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001 (hautement significative)
et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

La figure (11) montre I’impact des Chromates de potassium sur la croissance cellulaire

apres 24 heures d’exposition.

Dans ce cas, on remarque une inhibition par rapport aux témoins apres lheure
d’exposition, apres 3heures on constate une inhibition tres significative chez les levures traitées
par la plus forte concentration (p=0,0073) avec une DO de I’ordre de 0.090 et ce

comparativement aux témoins dont la DO de 1’ordre de 0.260.

De plus, apres 24h de traitement cette perturbation devient tres significative pour les
cellules traitées par C1 (p=0,0017), C2 (p=0,0052) et C4 (p=0,0096) avec des DO respectives
de I’ordre de 0.193, 0.180 et 0.071. Cette inhibition devient significative (p=0,0210) pour C3

avec une DO de 0.137 alors que chez les témoins la DO est de I’ordre de 0.485.
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Figure 12 : Effet du mélange Al/Cr(V1) sur la cinétique de croissance des levures.

Le traitement par la mixture de métaux (Al/Cr(V1)) (Figure 12) met en évidence une

inhibition dés 1heure de traitement.

Cette inhibition continue a étre plus marquée chez les cellules traitées par certains mélanges
avec des DO respectives de 1’ordre de 0.127,0.094 et de 0.055 chez les cellules traitées par
C1Al/ C1Cr ,C1AI/CACr et par C1Cr/C4Al contrairement aux témoins dont la DO est de

I’ordre de 0.260 et ce apres 3heure de traitement.

Cependant, aprés 24h d’exposition, I’inhibition de croissance re-devient dose-dépendante,
avec des pourcentages d’inhibition de 1’ordre de 64% (DO : 0.177) et de 94% (DO :0.038) pour
les cellules traitées par CLAI/CACr et C1Cr/ C4Al comparativement aux témoins ( DO :0.485).
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1.2.Cas des paramécies :

Les figures (13), (14) et (15) illustrent I’impact des sels d’Aluminium, des particules de

Chrome ainsi que leur mélange sur la croissance des paramécies.
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Figure 13 : Effet des sels d'Al sur la croissance des paramécies aprés 96h d’exposition.

Nous constatons une inhibition de la croissance des paramécies exposées aux différentes
concentrations d’Al (Figure 13). Cette inhibition est dose-dépendante avec un nombre qui passe
de 16000,33 cellules/ml chez les cellules traitées par C1 a 13000.33 cellules/ml chez les
cellules exposées a la plus forte concentration comparativement aux témoins dont le nombre
atteint 19000.33 cellules/ml et ce aprés 72heures d’expositions.

Aprés 96heures de traitement, le nombre des cellules témoins et traitées par C1 (18000
cellules/ml), C2 (18000 cellules/ml) et C3 (12666 cellules/ml) tend & augmenter tandis que
celui des cellules traitées par la plus forte concentration (C4) tend a diminuer atteignant 10333

cellules/ml.
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Figure 14: Effet des particules de Cr(V1) sur la croissance des paramécies apres 96h de
traitement. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001
(hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Le traitement par les chromates de potassium (Figure 14) a également induit une inhibition
de la croissance des paramécies. En fait, la déplétion du nombre des cellules est trés
significative chez celles traitées par C4 (p= 0.0196) avec une valeur de 1’ordre de  15000.33
cellules/ml, et significative chez les traitées par C3 (p= 0.0066) avec une valeur de I’ordre de
17000 cellules/ml, contrairement aux cellules témoins qui atteignent 24000.33 cellules/ml aprés
96heures de traitement.
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Figure 15 : Effet de la mixture Al/Cr sur la croissance des paramécies. * : P<0,05
(significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001 (hautement significative)
et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous constatons que la cinétique de croissance est clairement perturbée chez Paramecium
sp exposées a toutes les combinaisons Al/Cr. Cette perturbation se manifeste par une inhibition
significative (p= 0.0231) et plus marquée chez les cellules exposées a la mixture des fortes
concentrations (C4Al/ CACr) aprés 48heures d’expositions. En effet, le nombre des cellules
diminue pour atteindre 333.33 cellules/ml chez les cellules traitées par C4 AIl/CACr
contrairement aux témoins dont le nombre dépasse 19000.33 cellules/ml aprés 48 heures
d’exposition. Chez les traitées par les autres combinaisons, le nombre de cellules augmente

mais reste inférieur a celui des témoins.
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2. Effet sur le pourcentage de réponse :
2.1. Casdes levures :

Les figures (16), (17) et (18) illustrent I’effet des deux métaux Al et Cr(V1) ainsi que leur

mélange sur le pourcentage de réponse chez les levures S.cereviciae.
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Figure 16 : Pourcentage de réponse des levures traitées a I'Al. ns : non
significative, * : P<0,05 (significative), ** . P<0,01 (tres significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement
significative)
Nous constatons que les pourcentages de réponses des traitées par la concentration C2Al
sont les plus élevés (46%) par rapport aux concentrations aussi bien inférieures C1 (31.7%) que

C3 (22%) et C4 (17.9%) respectivement.

L’analyse de la variance ANOVA révéle des différences tres significatifs (p=0.0011).Ainsi,
la comparaison multiple indique des différences trés significatives entre C2 et C3 (p=0.0020),
C2 et C4 (p=0.0011), significative entre C1 et C2 (p=0.0140) et C1 et C4 (p=0.0161).
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Figure 17 : Pourcentage de réponse des levures exposées au Cr(VI). ns : non
significative, * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement
significative)

Concernant Saccharomyces cereviciae traitées par les concentrations croissantes de Cr(\V1).
Nous constatons que le pourcentage de réponse des traitées par C4 est plus élevé (65%) par
rapport aux concentrations C1, C2 et C3 qui sont de 1’ordre de 41%, 48% et 41.6%. Ainsi,
I’analyse de variance ANOVA révéle des différences trés hautement significatives (<0.0001).
La comparaison multiple indique des différences trés hautement significatives entre C3 et C4,
C4 et C1, hautement significatives entre C2 et C4(p=0.0003) et significatives entre C1 et
C2(p=0.0280), C2 et C3(p=0.030).
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Figure 18 : Pourcentage de réponse des levures exposees aux différentes
mixtures d’Al/Cr(VI). ns : non significative, * : P<0,05 (significative), ** :
P<0,01 (tres significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** :
P<0.0001 (trés hautement significative)

Le traitement par les mixtures (Al/Cr(V1)) révéle que les pourcentages de réponses les plus
élévés sont ceux des cellules traitées par CLAI/CACr et C1Cr/C4Al avec des valeurs respectives

de 65% et 70%. L’analyse de variance ANOVA révele des différences hautement significatives

(p=0.0008). De plus, le test de comparaison multiple révele des différences hautement
significatives entre C1AI/C1Cr et C1Cr /C4Al (p=0.0010), et trés significatives entre
C1AIl/C1Cr et C1AI/CACr (p=0.0019), C2AI/C2Cr et C1AI/CACr (p=0.0098), C2AIl/C2Cr et

C1Cr/C4AI (p=0.0038).
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2.2.Cas des paramécies :

Les figures (19), (20) et (21) mettent en valeur I’effet des deux métaux (Al et Cr(V1)) ainsi
que leur mélange (Al/Cr(V1)) sur le pourcentage de réponse chez les paramécies.
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Figure 19 : Pourcentage de réponse des paramécies traitées avec les sels d'Al. ns : non
significative, * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001
(hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

La figure (19) met en évidence des pourcentages de réponses positives qui atteignent
34.61% chez les cellules exposées a la plus forte concnetration d’Al (C4). Le test de variance
ANOVA montre des résultats tres hautement significatifs (p<0.0001). Ainsi, le test de
comparaison multiple révéle des différences trés hautement significatives entre C1 et C2, C1
et C3, C2 et C3, C2 et C4, C1 et C4 (P<0.0001).
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Figure 20 : Pourcentage de réponse des paramécies exposées aux Cr(V1). ns : non
significative, * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001
(hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous constatons que les pourcentages de réponses des paramécies traitées par le Cr sont
positives (Figure 20) ou la valeur la plus élevée est notée chez les cellules exposées a la plus
forte concentration (36.9%). L’analyse de variance ANOVA révéle des résultats significatifs
(p=0.0016). De plus, la comparaison multiple montre des différences trés significatives entre
Clet C3 (p=0.0019), C2 et C3 (p=0.0080), C1 et C4 (p=0.0036) et significative entre C2 et C4
(p=0.020).
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Figure 21: Pourcentage de réponse des paramécies exposees aux mélanges de concentrations
Al/Cr(VI). ns : non significative, * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative),
*** 2 P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

La figure (21) met en évidence des pourcentages de réponses positives chez les paramécies
traitées par la mixture (Al/Cr). Ainsi, nous remarquons que la valeur la plus élevée est notee
chez les cellules exposées a C4AIl/C4Cr avec un pourcentage de 1’ordre de 116%. Dans ce cas,
I’analyse de variance ANOVA révele des différences significatives (p= 0,0439). Le test de

comparaison multiple révéle ainsi des différences significatives (p=0.036) entre CLAI/C1Cr et
C4AI/CACr).
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3. Effet des métaux sur les parameétres de croissance :

3.1.Cas des levures :

Le tableau (5) met en évidence 1’évolution des différents parametres de croissance y

compris le nombre, la vitesse et le temps de géneération des levures témoins et traitées aux sels

d’Al, aux particules de Cr(VI) et a leur mixture.

Tableau 5 : Impact des sels d’Aluminium, du Chrome et de leur mélange sur les paramétres
de croissance de S.cereviciae. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** . P<0.0001 (tres hautement significative)

Nombre de génération

Temps de génération

Vitesse de génération

Témoin
0,264 +0,020 15,186 +1,150 0,066+0,005
C1:0.05
0,207 £0.002 19,259 +0,223 0,051 +0,0006
Al 1C2:01 0,146 +0,008 (*) 27,266 +1,559 (*) 0,036 +0,0021 (*)
(mM)
C3:1 0,137 +0,0004 29,130 +0,093 (**) 0,034 +0,0001
C4 :25 0,147 +0,059 29,539 +1.996 0,037 +0,0149
C1:0.05
0,227 0,008 17,582 +0,691 0,0569 +0,002
C2:0.1 0,109 0,008 36,502 +2,856 0,0274 +0,028
Cr(Vl) [C3:1 0,172 +0,0004(*) 23,764 +0,884 (**) 0,0421 +0,041
(mM)
C4 25 -
0,127 +0,0003(*) 20,923 +1.912 0,0334 +0,034
CLAI/CICr| 0,019 +0,0006(*) 20,347 +0.631 0,0491 +0,001
AlICr (V1) C2AI/C2Cr 0,026 +0.004 14,997 +0,258 0,0666 +0.001
C1Al/CACr
0,036 £0.344 16,804 3,562 0,0608 0,012
C4Al/CICr 0,024 +0.272 21,068 +3.726 0.0452 £0.008
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Chez S.cereviciae , nous constatons une diminution progressive du nombre de générations
ou les valeurs les plus marquées sont de 1’ordre de 0.137, 0.109 et 0.019 chez les cellules
exposées respectivement a C3Al, C2Cr et CLAI/C1Cr par rapport aux témoins avec une valeur
de I’ordre de 0.264.

Nous remarguons ainsi une augmentation du temps de génération qui atteint 29.5, 36.5 et
21.06 chez les levures traitées respectivement par C4Al, C2Cr et C4AIl/C1Cr comparativement

aux témoins qui ne dépassent pas une valeur de I’ordre de 15.8.

Concernant la vitesse de générations, nous constatons une diminution qui atteint des
valeurs de ’ordre de 0.034, 0.027 et 0.048 chez les cellules traitées respectivement par C3Al,

C2Cr et C4Al/C1Cr comparativement aux témoins dont la vitesse de générations est de 1’ordre

de 0.

3.2.Cas des paramécies :

Le tableau (6) met en évidence I’évolution des différents parametres de croissance y
compris le nombre, la vitesse et le temps de génération des paramécies témoins et traitées aux

sels d’Al, aux particules de Cr(V1) et a leur mixture.
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Tableau 6 : Impact des sels d'Aluminium, du Chrome et de leur mélange sur les parameétres
de croissance des paramécies. * : P<0,05 (significative), ** . P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** . P<0.0001 (tres hautement significative)

Nombre de génération

Temps de génération

Vitesse de genération

S 9.306 +0,201 7.736 +0.167 0,129 £0,0603
e 8,255 +0,360 8,730 £0,381 0,114 +0,063
Ao 8,350 £0,042 8,622 £0,043 0,115 0,066

(LM)

s 50 7,819 £0,338 9,216 £0,399 0,108 £0,060
C4 1100 8,523 +0,659 8,472 + 0,655 0,118 +0,063
Cc1:5 9,146 +0,032 7,871 +0,441 0,127 +0,016

C2:10 9,058 +0,099 7,947 +0,443 () 0,125 +0,0001(%)

C(L(It/l/;) C3:50 8,759 +0,240 8,105 + 0,106 0,121 +0,0002(*)
C4 1100 9.029 +0,382 8,209 +0,014 0,125 +0,005
C1Al/CICr 8,900 +0,282 8,089 +0,063 0,123 +0,003
AVCHVD| Coalic2cr | 8428 0161() 8,542 +0,242(") 0,117 +0,008
conlcacy | 83310,163(%) 8,641 +0,100(*) 0115 +0,002
C4AlCACK | 6,795 +0,209 (**) 10,501 +0,770 0,094 +0,042
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En ce qui concerne les parameétres de croissance des paramécies (Tableau 6), nous
remarquons une diminution du nombre de générations particulierement chez les cellules
exposées a C3Al, C3Cr et C4A1/C4Cr avec des valeurs respectives de 1’ordre de 7.8, 8.75 et 6.7

par rapport aux témoins qui atteignent 9.3.

Nous constatons ainsi une augmentation du temps de génération qui atteint 9.2, 8.10 et
10.5 chez les paramécies traitées respectivement par C3AIl, C3Cr et C4AIl/CACr

comparativement aux témoins qui ne dépassent pas 7.7.
Quant a la vitesse de générations, les résultats mettent en évidence une diminution

particuliéere chez les cellules exposées a C4Al, C4Cr et C4AI/CACr avec des valeurs

respectives de I’ordre de 0.118, 0.123 et 0.094 comparativement aux témoins (0.129).

4. Détermination des CI50 :

Les C150 des sels d’Al et du Cr(V1) sont illustrées dans le Tableau 7.

Tableau 7 : Valeurs des CI50 (uM) de I'Al et du Cr(VI1) chez les levures et paramécies.

CI50 des levures CI150 des paramécies
Al 16,269 mM 70,845 uM
Cr(VI) 5,141mM 61,030uM

Le tableau (7) met en évidence les valeurs des CI50 calculées par la méthode Probit.
Nous constatons que les CI50 du Chrome (VI) sont inférieures a celles du Sulfate

d’Aluminium, et ce chez les deux modeles cellulaires.
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5. Effet des sels d’Al, du Cr(VI1) et de leur combinaison Al/Cr(VI) sur les parameétres
biochimiques

5.1.Cas des levures :

a- Evolution du taux de Protéines :

L’impact des deux métaux ainsi que leur mélange sur le taux de protéines totales est

représenté dans les figures (22), (23) et (24).
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Figure 22 : Effet de I'Al sur la teneur en protéines totales (ug) chez les levures. * : P<0,05
(significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001 (hautement significative)
et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous remarquons une déplétion du taux de protéines totales chez les cellules traitées par
I’Al par rapport aux témoins (Figure 22). Cette diminution est trés hautement significative
(p<0.0001) chez les cellules traitées par toutes les concentrations particulierement par C2 et C3
avec des valeurs respectives de 1’ordre de 0.223 pg et de 0.215 pg comparativement aux

témoins qui atteignent une valeur de 4.0823 ug.
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Figure 23 : Effet des concentrations croissantes du Cr(V1) sur le taux de protéines totales (jg)
chez les levures. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001
(hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

En revanche, le traitement au Cr(V1) induit une augmentation trés hautement significative
des protéines totales (p<0.0001) ou on note des valeurs allant de 5.980 pg pour C1 jusqu’a
5.240 pg pour C4 et ce comparativement aux témoins avec une valeur de 4.0823 ug (Figure
23).

51



Chapitre 111 : Résultats

C1AI/C1Cr : 0.05mM/0.05mM

3 > C2AIC2Cr - 0. mMI0.AmM
. CAAICACT : 0.05mM/25mM
g : C1Cr/C4AI - 0.05mM/25mM
-— [

o3 ,‘

g2

0 ;

B : :

§ X

T *

i

|
Témoin  C1Al/ C1Cr C2Al/ C2Cr C1Al/ C4Cr C1Cr/ C4Al

Figure 24 : Effet des différentes mixtures d’Al/Cr sur I’évolution du taux de protéines totales
(Mg) chez les levures. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (tres significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres hautement significative)

La figure (24) illustre I’évolution du taux de protéines totales chez les levures traitées par
les mixtures Al/Cr. Nous constatons une diminution tres hautement significative (p<0.0001) et
dose-dépendante du taux de protéines totales. En effet, on constate des valeurs allant de 3.030
Hg chez les cellules traitées par le mélange C1AIl/C1Cr jusqu’a 0.170ug chez les cellules
exposées a la mixture (C1Cr/C4Al) contrairement aux levures témoins qui atteignent 4.0823 g
(Figure 24).

Ainsi, I’analyse de la variance ANOVA des résultats présentés précédemment indique des

différences tres hautement significatives (p<0.0001).
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b- Evolution des teneurs en lipides totaux :

Les figures (25), (26) et (27) illustrent I’effet des deux Métaux et leur mixture sur

I’évolution du taux de lipides totaux.
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Figure 25 : Effet de I'Al sur la teneur en lipides totaux (ug) chez S.cereviciae. * : P<0,05
(significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001 (hautement significative)
et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

La figure (25) met en évidence une augmentation trés hautement significative du taux de
lipides chez les cellules traitées par la plus faible concentration d’Al avec une valeur de 1I’ordre
de 236ug (p<0.0001) par rapport aux témoins qui ne dépassent pas 43ug. A partir de la
concentration C2, on note une augmentation hautement significative et trés significative pour
C4 avec des valeurs respectives de I’ordre de 116.3 ug (p=0.0002) et 99.2 pg (p=0.0018), ainsi
I’analyse de variance ANOVA met en valeur une différence trés hautement significative

(p<0.0001).
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Figure 26 : Effet du Cr(V1) sur le taux de lipides totaux (ug) chez S.cereviciae. * : P<0,05
(significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001 (hautement significative)
et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Le traitement par les différentes concentrations du Cr(VI) induit une augmentation
significative (p=0.0162) du taux des lipides totaux chez les cellules traitées par C2Cr avec une
valeur de 170.6pg par rapport aux témoins (43ug) (Figure 26). Ainsi, Le test ANOVA indique

des résultats significatifs (p=0.0162).
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Figure 27 : Effet de la mixture de concentrations d’Al/Cr(V1) sur le taux de lipides totaux
(Hg) chez S.cereviciae. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Il en est de méme concernant la mixture Al/Cr (Figure 27) ou nous notons un taux 102.6
Kg chez les traitées par la mixture C1Cr/C4Al et ce comparativement aux témoins dont le taux
de lipides est de 43ug. Dans ce cas, I’analyse de variance ANOVA révele des différences tres

hautement significatives (p<0.0001).
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5.2.Cas des paramécies
a- Evolution du taux de protéines totales :

Les figures (28), (29) et (30) montrent I’effet des concentrations croissantes d’Al, de

Cr(VI) et de leur combinaison (Al/Cr(\V1)) sur la variation du taux de protéines totales chez les

paramécies.
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Figure 28 : Effet des concentrations croissantes des sels d'Al sur le taux de protéines totales
(1g) chez les paramécies.

Nos résultats mettent en évidence une augmentation Dose-Dépendante du taux de protéines
totales chez Paramecium sp exposées a des concentrations croissantes des sels d’Aluminium.
Ainsi, pour les traitées par la plus forte concentration C4, le taux de protéines totales est de

I’ordre de 2.31ug comparativement aux cellules témoins dont le taux est 1.28ug (Figure 28).
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Figure 29 : Effet des concentrations croissantes de Cr(\V1) sur la teneur en protéines totales
(1g) chez les paramécies. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Chez les paramécies traitées par les concentrations croissantes de Cr(VI), nous
remarquons une augmentation du taux de protéines totales, particulierement importante et tres
significative (p= 0,0067) chez celles exposees a la C3 et C4 avec des valeurs respectives de
I’ordre de 4.95ug. et 9.10ug comparativement aux témoins (1.28ug) . Ainsi, I’analyse des
variations ANOVA réveéle une différence tres significative (p=0.0050) (Figure 29).
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C2AlIC2Cr - 10uM/10pM
C3AIC3Cr : 50uM/50uM
CAAICACr - 100uM/100pM

* %

15

10

Taux de protéines totales (ug)
—

Témoin  C1AI/C1Cr C2AI/C2Cr C3AI/C3Cr CA4Al/CACr

Figure 30 : Effet de la mixture de concentrations d'Al/Cr(V1) sur le taux de protéines totales
(ug) chez les paramécies. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

L’évolution du taux de protéines totales chez les paramécies exposées a la mixture
Al/Cr(VI) est illustrée dans la Figure (30). Nous constatons une augmentation tres significative
(p= 0,0090) chez les paramécies traitées par C3Al / C3Cr avec un taux qui atteint 11.03ug par
rapport aux cellules témoins qui ne dépassent pas les 1.28ug. Ainsi 1’étude ANOVA indique

une différence significative (p=0.0279).
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c- Evolution des teneurs en lipides totaux :

Les figures (31), (32) et (33) mettent en évidence I’impact de 1’Al, du Cr(VI1) et de leur

mixture (Al/Cr(\V1)) sur le taux de lipides totaux chez Paramecium sp.
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Figure 31 : Effet des concentrations croissantes d”'Al sur le taux de lipides totaux (ug) chez
les paramécies.

La figure (31) met en évidence une augmentation dose-dépendante du taux de lipides
totaux atteignant une valeur de 1’ordre de 160upg chez les cellules exposées a C4

comparativement aux cellules témoins qui atteignent un taux de 1’ordre de 83.85ug.
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Figure 32 : Effet des concentrations croissantes de Cr(VI) sur le taux de lipides totaux (ug)
chez les paramécies. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001
(hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

La figure (32) met en évidence une augmentation du taux de lipides totaux chez les
paramécies traitées par Cr(VI). Cette élévation est significative (p= 0,0469) chez les cellules
exposées a C2 avec taux de 1’ordre de 179.75ug atteignant une valeur de 1’ordre de 172.56g

chez celles traitées avec C4 contrairement aux témoins qui ne dépassent pas 83.85ug.
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Figure 33: Effet de la mixture Al/Cr(\V1) sur le taux de lipides totaux (ug) chez les
paramécies.

Nous remarquons une augmentation dose-dépendante du taux de lipides totaux chez les
paramécies exposées au mélange Al/Cr(VI1) (Figure 33). Chez les paramécies traitées par
C4AI/CACr le taux lipides totaux est de 1’ordre de 186.41ug comparativement aux cellules

témoins dont le taux n’est que de 83.58ug.
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6. Effet des métaux sur I’évolution des bio-marqueurs du stress oxydatif

6.1.Cas des levures

a- Evolution de I’activité catalase (CAT) :
Les figures (34), (35) et (36) mettent en évidence 1I’impact des concentrations croissantes

d’Al, de Cr(VI) et de leur mixture Al/Cr(\V1) sur ’activité catalase (CAT) chez Saccharomyces
cereviciae.
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Figure 34 : Evolution de I’activité catalase (CAT) chez les levures témoins et traitées par les
sels d'Al (umol/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative),
*** 2 P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

La figure (34) révele une induction de I’activité catalase chez les traitées par la plus forte
concentration d’Al. Cette stimulation est hautement significative (p=0.0001) avec une valeur de
I’ordre de 11.5 x10 ™ pmol /min/mg de protéines comparativement aux témoins dont I’activité
catalase ne dépasse pas 1.6511.5 x10 * umol /min/mg de protéines. L’analyse de variance

ANOVA révéle des résultats trés hautement significatifs (p<0.0001).
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Figure 35 : Evolution de l'activité catalase (CAT) chez les levures témoins et traitées par le
Cr(VI) (umol/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative),
*** 2 P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous constatons également une stimulation dose-dépendante et hautement
significative chez les traitées par C2 (p=0.0001) avec une valeur de 3.60 x10 * pmol /min/mg
de protéines, et tres hautement significative chez les cellules exposées & C4 (p<0.0001) avec
une valeur de 4.35 x10 * umol /min/mg de protéines par rapport aux témoins (1.6511.5 x10
pmol /min/mg de protéines) (Figure 35). L’analyse de variance ANOVA révele des résultats
tres hautement significatifs (p<0.0001).
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Figure 36 : Evolution de I’activité catalase (CAT) chez les levures témoins et traitées par la
mixture Al/Cr(VI) (umol/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (tres
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres hautement
significative)

La figure (36) met en évidence une stimulation trés hautement significative de I’activité
catalase aprés traitement a la combinaison C1AI/C1Cr (p<0.0001) avec une valeur de I’ordre de
8.60 umol /min/mg de protéines. Ainsi, la stimulation est significative chez les levures traitées
par C1Al / CACr (p =0.0340) et tres significative pour C1Cr/ C4ACr (p=0.0063) avec des valeurs
respectives de 3.20 et 3.60 umol /min/mg de protéines et ce contrairement aux témoins qui ne
dépassent pas 1.65 pmol /min/mg de protéines. Ainsi, I’analyse de variance ANOVA révele des

résultats tres hautement significatifs (p<0.0001).
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b- Evolution du taux de Glutathion (GSH) :

Les figures (37), (38) et (39) montrent I’impact d’Al, du Cr(V1) et de leur mixture sur le
taux de Glutathion (GSH) chez les levures traitées et témoins.
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Figure 37 : Evolution du taux de Glutathion (GSH) chez les levures témoins et exposées aux
sels d'Al (umol/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous constatons une augmentation tres significative (p=0.00632) chez les levures traitées
avec la plus forte concentration C4 avec une valeur de ’ordre de 0.76 pmol/mg de protéines
comparativement aux témoins qui atteignent une valeur de 1’ordre de 0.40 pumol/mg de
protéines. Ainsi, 1’étude de variance ANOVA met en évidence une différence trés significative
(p=0.0002).
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Figure 38 : Teneur en Glutathion (GSH) chez les levures témoins et traitées par le Cr (1V)
(umol/mg de Prot).

La figure (38) met en évidence 1’évolution du taux de Glutathion chez Saccharomyces
cereviciae témoins et traitées par le Cr(\VI1). Nous notons une augmentation du taux de GSH
principalement chez les levures exposées a C1 et C2 avec des valeurs respectives de 1’ordre de
0.890 pmol/mg de protéines et 0.920 umol/mg de protéines. Cependant, nous remargquons une
Iégére diminution chez les cellules traitées par C3 (0.22 umol/mg de protéines) et C4 (0.352
pmol/mg de protéines), et ce par rapport aux témoins dont le taux de GSH ne dépasse pas 0.40

pmol/mg de protéines.
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Figure 39 : Effet de la mixture Al/Cr(VI) sur le taux de Glutathion (GSH) chez les levures
(umol/mg de Prot).

Par ailleurs, le traitement de Saccharomyces cereviciae par la mixture métallique
Al/Cr(VI) induit également une augmentation du taux de Glutathion (Figure39). Nous
observons des valeurs élevées particulierement a la combinaison C1AI/CA4Cr avec une valeur de
I’ordre de 0.657 pmol/mg de protéines contrairement aux témoins qui ne dépassent pas 0.40

pmol/mg de protéines.
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c- Evolution de I’Activité Glutathion S-transférase (GST) :
Les figures (40), (41) et (42) mettent en évidence 1’évolution de ’activité GST chez les

levures témoins et exposées respectivement a I’ Al, au Cr(V1) et a leurs melanges

_0.0004

0.0003

0.0002

Activité GST
(MM/min/mg de protéines

0.0001+

0.0000-
Témoin C1:0.05 C2:01 C3:1 C4 25

Concentrations (mM)

Figure 40 : Evolution de I'activité Glutathion S-transférase (GST) chez les levures témoins et
traitées par les concentrations croissantes d'Al (LM/min/mg de Prot).

Nous constatons une augmentation de I’activité Glutathion S-transférase chez les cellules
traitées les concentrations d’Al (Figure 40) particuliérement pour par la plus forte concentration
C4 atteignant une valeur de I’ordre de 0.000303umol/mg de protéines comparativement aux
témoins qui ne dépassent pas 0.000082 pmol/mg de protéines. L’étude de variance ANOVA
révéle une différence trés hautement significative (p<0.0001).

68



Chapitre 111 : Résultats

0.00020

0.00015-

0.00010-

‘= 0.00005-

Activité GST
(MM/min/mg de protéines)

0.00000
Témoin C1:0.05 C2:01 C3:1 C4:25

Concentrations (mM)

Figure 41 : Evolution de I'activité Glutathion S-transférase (GST) chez les levures témoins et
traitées par les concentrations croissantes de C(1V) (uM/min/mg de Prot). * : P<0,05
(significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001 (hautement significative)
et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Le traitement de Saccharomyces cereviciae par des concentrations croissantes de Cr(VI)
(Figure 41) révele une stimulation significative (p= 0.122) de I’activité GST chez les levures
traitées par la plus forte concentration C4 avec une valeur de ’ordre de 0.000397 umol/mg de
protéines par rapport aux témoins dont I’activité GST ne dépasse pas 0.000082 pumol/mg de

protéines. L’étude de variance ANOVA indique une différence trés significative (p=0.0071).
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Figure 42 : Evolution de I'activité Glutathion S-Transférase (GST) chez les levures témoins et
traitées par les mixtures (Al/Cr(V1)) (uM/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** :
P<0,01 (tres significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés
hautement significative)

L’exposition des levures au mélange Al/Cr(VI) a induit une augmentation trés hautement
significative (p<0.0001) de I’activité GST chez les cellules traitées par toutes les combinaisons,
ou nous remarquons que la valeur la plus élevée est notée chez les cellules traitées par la
combinaisons C1Cr/ C4Al avec une valeur de 1’ordre de 0.002043 pumol/mg de protéines par

rapport aux témoins dont activité GST ne dépasse pas 82 x10°® pmol/mg de protéines.

Ainsi, I’analyse de variance ANOVA révele une différence tres hautement significative
(p<0.0001).
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d- Evolution du taux de Malondialdéhyde (MDA) :

Les figures (43), (44) et (45) montrent 1I’évolution du taux de Malondialdéhyde chez les

cellules témoins et traitées par les deux métaux et leurs mixtures.
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Figure 43 : Teneur en Malondialdehyde (MDA) chez les levures témoins et traitées par les
sels d'Al (UM/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous remarquons une augmentation significative (p<0.05) chez les levures traitées par la
plus forte concentration d’Al (C4) avec un taux de I’ordre de 0.358 uM/mg de protéines et ce
par rapport aux cellules témoins dont le taux ne depasse pas 0.087 uM/mg de protéines. De
plus, I’analyse de la variance ANOVA révéle une différence trés hautement significative
(p<0.0001).
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Figure 44 : Evolution du taux de MDA chez les levures témoins et traitées par les
concentrations croissantes de Cr(V1) (uM/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01
(trés significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés
hautement significative)

La Figure (44) met en évidence une augmentation significative (p=0.0326) chez les traitées
par C4 avec un taux de I’ordre de 0.225 pM/mg de protéines comparativement aux témoins

dont le taux ne dépasse pas 0.087 uM/mg de protéines.
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Figure 45 : Evolution du taux de MDA chez les levures témoins et traitées avec les mixtures
de concentrations d'Al/Cr (UM/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement
significative)

La figure (45) met en évidence une augmentation du taux de Malondialdéhyde (MDA) chez
Saccharomyces cereviciae . Nous constatons que la valeur la plus élevée est notée chez les
levures exposées a C1Cr/C4Al (p=0.016) contrairement aux témoins dont le taux de MDA est
de I’ordre de 0.087uM/ mg de protéines. Ainsi, I’étude ANOVA révele des résultats trés
significatifs (p=0.0407).
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6.2.Cas des paramécies

a- Evolution de ’activité catalase (CAT):

Les figures (46), (47) et (48) mettent en évidence 1’impact des concentrations croissantes

d’Al, du Cr(VI) et de leur mixture (Al/Cr(V1)) sur I’activité catalase chez Paramecium sp.
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Figure 46 : Evolution de l'activité catalase (CAT) chez les paramécies témoins et en présence
de concentrations croissantes d'Al (umol/min/mg de Prot).

Les résultats illustrés dans la Figure (46) mettent en évidence une induction de I’activité
catalase particulierement chez les paramécies traitées avec C3 avec une valeur qui atteint
0.00033 x10*umol/min/mg de protéines comparativement aux cellules témoins qui ne

dépassent pas une valeur de I’ordre de 0.00013 x10*pmol/min/mg de protéines.
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Figure 47 : Evolution de l'activité catalase (CAT) chez les paramécies témoins et traitées
avec les concentrations de Cr(VI) (umol/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** :
P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés
hautement significative)

Nous constatons que le traitement par les concentrations croissantes de Cr(VI) a
provoqué également une stimulation de I’activité catalase, cette induction est significative
(p=0.036) chez les cellules exposées a C3 avec une valeur de l’ordre de 0.00046
x104pmol/min/mg par rapport aux témoins qui ne dépassent pas 0.00013 x10*umol/min/mg de
protéines (Figure 47). L’étude de variances ANOVA révele une différence tres significative
(p=0.0293).
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Figure 48 : Suivi de l'activité catalase (CAT) chez les paramécies en présence des différentes
mixtures Al/Cr(V1) (umol/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement
significative)

La figure (48) met en évidence une stimulation de ’activité catalase aprés exposition a
la mixture Al/Cr, et ce particulierement significative chez les cellules exposées a C2AI/C2Cr
avec une valeur de I'ordre de 0.0068 x10*umol/min/mg de protéines comparativement aux
témoins dont la valeur est 0.00013 x10*pmol/min/mg de protéines.
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b- Le taux de Glutathion (GSH) :

Les figures (49), (50) et (51) montrent I’impact des concentrations croissantes d’Al, du
Cr(VI) et de leur mixture (Al/Cr(V1)) sur le taux de Glutathion (GSH) chez Paramecium sp
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Figure 49 : Effet des sels d'Al sur le taux de Glutathion (GSH) chez les paramécies (umol/mg
de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001 (hautement
significative) et **** : P<(.0001 (tres hautement significative)

La figure (49) illustre une diminution du taux de Glutathion chez les paramécies traitées
par les sels d’Aluminium. En effet, cette déplétion est tres hautement significative (p<0.0001)
chez les paramécies exposées a toutes les concentrations d’Al. Ou la valeur la plus élevée est
notée chez les cellules traitées par C3 avec une valeur de I’ordre de 3 pmol/mg de protéines
comparativement aux témoins qui atteignent 3.89 pumol/mg de protéines. Ainsi, 1’analyse de

variance ANOVA réveéle des différences trés hautement significatives (p<0.0001).
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Figure 50 : Effet du Cr(V1) sur la teneur en Glutathion (GSH) chez les paramécies (umol/mg
de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** . P<0,001 (hautement
significative) et **** : P<(.0001 (tres hautement significative)

De plus, nous remarquons une diminution trés hautement significative (p<0.0001) du taux
de GSH chez les cellules exposées a toutes les concentrations du Cr(V1). Chez les traitées par la
plus forte concentration (C4), le taux de GSH atteint une valeur de I’ordre de 1.206 pmol/mg
de protéines comparativement aux témoins avec un taux de 3.89 umol/mg de protéines.

L’analyse de variance ANOVA révele des différences trés hautement significatives (p<0.0001).
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Figure 51 : Effet du mélange de concentrations Al/Cr(\V1) sur le taux de Glutathion (GSH)
chez les paramécies (umol/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (tres
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres hautement
significative)

Nous observons une diminution tres hautement significative (p<0.0001) chez les
paramécies exposées aux différentes mixtures de concentrations. Cette déplétion est
particulierement notée chez les cellules exposées a C4Al/C4Cr avec une valeur de 1’ordre de
0.107 pmol/mg de protéines comparativement aux témoins avec un taux de 3.89 pmol/mg de
protéines. De plus, I’analyse de variance ANOVA révele des différences trés hautement
significatives (p<0.0001).
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c- Evolution de ’activité Glutathion S-transférase (GST) :

Les figures suivantes (52), (53) et (54) mettent en évidence I’impact des concentrations

croissantes des métaux et leur combinaison sur I’évolution de 1’activit¢é GST des paramécies.
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Figure 52 : Effet des concentrations croissantes d'Al sur le suivi de I'activité Glutathion S-
transférase (GST) chez les paramécies (UM/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** :
P<0,01 (tres significative), *** . P<0,001 (hautement significative) et **** : P<(0.0001 (tres

hautement significative)

Les résultats illustrés dans la figure (52) mettent en évidence une induction significative
(p= 0,0136) de I’activité GST chez les paramécies traitées par C2 atteignant une valeur de
I’ordre de 0,00079uM/min/mg. Cette stimulation est trés hautement significative chez les
paramécies exposees a la plus forte concentration (C4) (P<0.0001) avec une valeur de 1’ordre

de 0,0017 uM/min/mg comparativement aux témoins qui ne dépassent pas 0,00017uM/min/mg.

De plus, I’analyse de variance ANOVA indique une différence trés hautement

significative (p<0.0001).
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Figure 53 : Effet des concentrations croissantes de Cr(VI) sur I'activité Glutathion S-
transférase (GST) chez les paramécies (UM/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** :
P<0,01 (tres significative), *** . P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés

hautement significative)

Concernant I’effet du Cr(VI) sur I’activit¢ GST représenté dans la Figure 53, nous
constatons que cette stimulation est hautement significative (p= 0,0008) chez les paramécies
traitées par C2 et trés hautement significative chez les paramécies traitées par C3 et C4
atteignant ainsi des valeurs respectives de 1’ordre de 0,00028, 0,00030 et 0,00033 uM/min/mg
comparativement aux témoins (0,00017uM/min/mg). L’analyse de variance ANOVA révéle

une différence tres hautement significative (p<0.0001).
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Figure 54 : Effet des mixtures d’Al/Cr(V1) sur I'évolution de I'activité Glutathion S-
transférase (GST) (UM/min/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (tres
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres hautement
significative)

La figure (54) met en évidence une stimulation de I’activité GST d’une maniére tres
hautement significative (p<0.0001) chez les cellules traitées par C3AI/C3 Cr et tres
significative (p= 0,0051) chez les paramécies exposées a C4 Al/ C4 Cr avec des valeurs
respectives de lI'ordre de 0,00057 et 0,00040 pM/min/mg comparativement aux témoins
(0.00017 puM/min/mg)

Ainsi, 1’étude de variance ANOVA indique une différence hautement significative
(p=0.0002).
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d- Evolution du taux de Malondialdéhyde (MDA) :

Les figures (55), (56) et (57) illustrent I’impact des concentrations croissantes d’Al, du
Cr(V1) et de leur mixture sur le taux de Malondialdéhyde (MDA) chez Paramecium sp.
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Figure 55 : Taux de Malondialdéhyde (MDA) chez les paramécies témoins et traitées par les
concentrations croissantes d'Al (uUM/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (tres
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement
significative)

Nous constatons une augmentation du taux de MDA chez les cellules exposées aux sels
d’Al représentée dans la figure (55). Cette augmentation est trés significative (p= 0.0095) chez
les cellules traitées par C4 avec une valeur de I’ordre de 0.000328 uM/mg de protéines
comparativement aux témoins dont le taux est 0.000458 puM/mg de protéines. L’analyse de

variance ANOVA révéle des différences significatives (p=0.0167).
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Figure 56 : Taux de Malondialdéhyde (MDA) chez les paramécies témoins et exposées au
Cr(VI) (uM/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** . P<0,01 (tres significative), *** :
P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Nous remarquons une augmentation du taux de MDA chez les cellules exposées aux
Cr(VI) (figure 56), particulierement significative (p=0.016) chez les cellules traitées par C2 et
trés significatives (p=0.0093) chez les paramécies exposées a C3 avec des valeurs respectives
de I’ordre de 0.032 uM/mg de protéines et 0.035 uM/mg de protéines comparativement aux
témoins (0.000458 pM/mg de protéines). Ainsi, 1’analyse de variance ANOVA indique des
différences significatives (p=0.0142).
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Figure 57 : Taux de Malondialdéhyde (MDA) chez les paramécies témoins et en présence de
mixtures de Concentrations Al/Cr(V1) (UM/mg de Prot). * : P<0,05 (significative), ** :
P<0,01 (tres significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres
hautement significative)

La figure (57) met en évidence une augmentation du taux de MDA d’une maniére trés
hautement significative (p<0.0001) chez les paramécies exposées a C3AI/C3Cr atteignant une
valeur de 1’ordre de 0.037 uM/mg de protéines comparativement aux témoins qui ne dépassent

pas 0.000458 puM/mg de protéines.

Dans ce cas, I’analyse de variance ANOVA met en évidence une différence trés
hautement significative (p<0.0001).
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7. Impact de la toxicité d’Al et du Cr sur la structure cellulaire :
7.1.Cas des levures

Les planches (1) et (2) illustrent I’état des cellules de Saccharomyces cereviciae observées

par microscopie optique et ce apres traitement a 1’Al, le Cr(V1) et leur mixture.

Planche 1: Observations microscopiques (Grx100) des levures témoins (A) et traitées aux sels
d’Aluminium (B) : C1Al, (C) : C4Al ainsi qu'aux particules de Chrome (D) : C1Cr, (E) : CACr.
( — Débris de cellules signe d’une nécrose cellulaire)
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Planche 2: Observations microscopiques (Gr x100) des levures exposées aux mélange Al/Cr
(A) : C1AI/C1Cr, (B) :C1AI/CACr et (C) : C1Cr/C4AL

( == Déplétion importante du nombre des levures =P Nécrose cellulaire)

Nous remarquons une différence entre les cellules témoins et traitées aux métaux lourds.
En effet, les levures témoins (Planche 1, A) apparaissent en grands nombre formant une colonie
soudée ou la coloration bleue est claire a I’intérieur de la cellule faisant apparaitre la membrane
plasmique d’une couleur foncée.

Nous notons une diminution importante du nombre des cellules traitées (Planchel, B, C, D,
E et Planche 2, A, B, C) dont le plus faible nombre est constaté dans le cas d’exposition aux
mixtures C1AI/CACr et C1Cr/C4Al. De plus, nous remarquons que les cellules sont séparées et

la coloration bleue est plus intense par rapport aux témoins.
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7.2.Cas des paramécies

La figure (58) met en évidence une observation microscopique (Grx20) d’une paramécie
témoin en phase exponentielle. Ainsi, les planches (3) et (4) qui suivent représentent les
différentes observations des cellules exposées aux sels d’ Aluminium, aux particules de Chrome

et leur combinaison.

En premier lieu, nous observons une structure normale des paramécies témoins (Figure 58)
apparaissant d’une maniére symétrique et bien organiseée. Contrairement aux cellules traitées
par les métaux (planche 3) ou nous constatons un allongement cellulaire suite a 1’exposition
aux faibles concentrations de Al et Cr(VI), I’apparition d’une forme stéroides chez celles
traitées (C2Al, C3Al et C3Cr). Ainsi nous remarquons une certaine asymétrie de morphologie
(C3Cr), I’apparition de noircissement, condensation du contenu cellulaire dans tous les cas.
Ainsi, ’exposition a la mixture (Planche 4) a également révélé des atteintes morphologiques
manifestées par une forme asymétrique, déformation membranaire et apparition de
noircissement. Il est a noter que toutes les altérations citées sont marquées en rouge sur les

images ci-dessous.

Figure 58 : Paramécie témoin observée par microscope optique apres une fixation au Formol
(4%) au Gr x20.
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Planche 3: Paramécies exposees aux différentes concentrations d'Al (C1Al, C2Al, C3Al et
C4Al) et au Cr (C1Cr, C2Cr, C3Cr et C4Cr) observées au microscope optique apres une
fixation au Formol (4%) (Grx20).
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Planche 4: Paramécies en présence de mixtures d'Al/Cr C1AI/C1Cr, C2AI/C2Cr, C3AI/C3Cr
et C4AI/CACr observées au microscope optique (Grx20).
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8. Effet des métaux sur le mouvement cellulaire :
8.1. Trajectoire :

La figure (59) montre la trajectoire d’une paramecie témoin et la planche (5) met en
valeur les différentes trajectoires des cellules exposées aux fortes concentrations des sels
d’Aluminium, des particules de Chrome et de leur combinaison.

Nous constatons un changement de la trajectoire de déplacement chez les paramécies
exposées aux métaux.

Tous d’abord nous remarquons que les cellules témoins suivent une trajectoire linéaire
d’une maniere hélicoidale autour d’un axe longitudinal. Ce mouvement direct est assuré par les
vagues créés grace aux battements ciliaires. (Figure 59)

Cependant, dans le cas d’exposition aux métaux, nous notons une perte de linéarité
représentée (planche 5). Ou on peut constater des trajectoires désordonnées suivant une forme
de ZigZag, une forme circulaire ou un changement brutal de direction accompagnée par des
nages en arriere appelées Backward swimming. En effet, toutes ces altérations sont manifestées
surtout chez les cellules traitées par C4 des sels d’Al (A), C4 des particules de Cr(VI1)(B) ainsi

par la combinaison des fortes concentrations (C).

10um

Figure 59 : Trajectoires des paramécies témoins tracées par le logiciel Kinovea et indiquées
en ligne bleue (Grx4).
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Planche 5: Trajectoires des paramécies filmées au Grx4 et traitées par les plus fortes
concentrations d'Al (C4 : A), du Cr(VI) (C4 : B) et de leurs mélanges (C4A/CACr : C) tracees
en ligne bleue par le logiciel Kinovea.
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8.2. Vitesse de déplacement des parameécies :

Le tableau (8) illustre I’impact des métaux ainsi que leur mélange sur la vitesse de

déplacement des paramécies.

Tableau 8 : Vitesse de déplacement des paramécies témoins et traitées a I’Al, Cr(VI) et a la
combinaison. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001
(hautement significative) et **** : P<0.0001 (trés hautement significative)

Vitesse de Déplacement (mm/s)
Témoin 175.501 +2.63
Cl:5 139.72 £ 2.03
Al (UM) C2:10 174.69 +18.46
C3:50 175.789 + 17.89
C4: 100 (196.68):0.59
Cl:5 176.76 £ 14.5
C2:10 171 +11.68
Cr(VI1) (uM) C3:50 164.9 +21.33
C4 2 100 (18823229
C1Al/C1Cr 143.49 +12.38(*)
Al/Cr(VI) C2Al/C2Cr 130.65+ 9.17 (**)
C3Al/CACr 125.78+ 2.27 (**)
C4Al/CACr 4.46 (%)

Nous constatons tout d’abord une augmentation de la vitesse de déplacement chez les
cellules traitées particulierement par C4Al avec une valeur de I’ordre de 196 mm/s par rapport

aux témoins (175 mm/s).
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Nous constatons que le traitement des paramécies par les concentrations croissantes de
Cr(VI) a induit une augmentation de la vitesse de déplacement. Ce résultat est particuliérement
observé chez les cellules traitées par la plus forte concentration (C4) atteignant une valeur de

I’ordre de 188.4mm/s par rapport aux témoins (175mm/s).

Cependant, nous remarquons une diminution significative (p= 0,0456) chez les paramécies
traitées par CLAI/C1Cr avec une valeur de I’ordre de 143.49mm/s et trés significative pour les
cellules exposées a C2AI/C2Cr, C3AI/C3Cr et C4AI/CACr atteignant des valeurs respectives de
I’ordre de 130 mm/s (p= 0,0061), 125 mm/s (p= 0,0029) et 128 mm/s (p= 0,0046)
comparativement aux témoins (175mm/s). Dans ce cas, 1’analyse de variance ANOVA met en

évidence des différences tres significatives (p=0.0040).

9. Effet des inhibiteurs mitochondriaux sur la croissance de Saccharomyces cereviciae
comparativement au traitement aux métaux (Sulfate d’Aluminium et Chromate de
Potassium)

Afin de mieux étayer I’effet des métaux testés sur I’induction d’un stress oxydant, nous
avons opté pour I’utilisation de molécules connues pour leur role dans I’inhibition de I’activité

mitochondriale telles que :
e La TMZ dont la cible mitochondriale est le coenzyme A 3-ketoacyl CoA thiolase.

e LaPDN qui perturbe le génome mitochondrial responsable de la production d’ATP.
e Le KCN qui inhibe le cytochrome c oxydase.

9.1 Cas des sels d’Al :

La figure (60) montre I’impact des trois molécules (TMZ, PDN et KCN) sur la cinétique de
croissance de Saccharomyces cereviciae comparativement aux témoins et aux levures traitées

avec 50uM de sel d’Al et ce pendant 24h d’exposition.
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Figure 60 : Suivi de la cinétique de croissance des levures exposées a la Trimetazidine,
Prednisolone et aux Cyanures comparativement aux cellules témoins et celles traitées avec les
sels d’Aluminium pendant 24heures. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés
significative), *** : P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres hautement
significative)

Nous constatons qu’aprés 24heures de traitement les molécules PDN et KCN induisent une
inhibition tres hautement significative de la croissance (p<0.0001) avec des valeurs respectives
de I’ordre de 0.208 et 0.171 par rapport aux témoins (0.351) et les traitées par I’Al (0.339) et
la TMZ (0.314).

Ainsi, ’analyse de variance ANOVA révele des différences trés hautement significatifs
(p<0.0001).

9.2. Cas des particules de Cr(VI) :

La figure (61) illustre 1’effet des trois molécules (TMZ, PDN et KCN) sur la cinétique de
croissance de Saccharomyces cereviciae comparativement aux témoins et aux levures traitées

avec 50uM de chromates de potassium et ce pendant 24h.
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Figure 61 : Suivi de la cinétique de croissance des levures exposées a la Trimetazidine,
Prednisolone et aux Cyanures comparativement aux témoins et aux cellules traitées par le
Cr(VI) pendant 24heures. * : P<0,05 (significative), ** : P<0,01 (trés significative), *** :

P<0,001 (hautement significative) et **** : P<0.0001 (tres hautement significative)

La figure (61) met en évidence une inhibition de la croissance cellulaire des levures
exposées aux trois molécules (TMZ, PDN, KCN) et au Cr par rapport aux témoins. Cependant,
Cette inhibition est tres hautement significative chez les cellules traitées par le Cr(VI), PDN et
les KCN (p<0.0001) atteignant des valeurs respectives de 1’ordre de 0.193, 0.208 et 0.171
contrairement aux cellules témoins dont la DO dépasse 0.192 aprés 24heures. L’analyse de

variance ANOVA révéle des différences trés hautement significatifs (p<0.0001).

96



Chapitre 111 : Résultats

9.3. Evolution des pourcentages de réponse :

La figure (62) met en évidence I’évolution des pourcentages de réponse de Saccharomyces
cereviciae traitées avec les trois molécules (TMZ, PDN et KCN) comparativement a celles
traitées par le Sulfate d’Al et le Cr(V1).

A
@]
\

(0
@)

\
—

A
0
\

Pourcentage de réponse (%)
N
i

o
|

|
Al Cr T™T™™Z PDN KCN

Figure 62 : Pourcentage de réponses de S.cereviciae traitées avec TMZ, PDN, KCN , Al et
Cr(VID). * : P<0,05 (significative), ** . P<0,01 (trés significative), *** : P<0,001 (hautement
significative) et **** : P<(.0001 (tres hautement significative)

Nous remarquons que les pourcentages de réponse sont tous positifs indiquant 1’effet
inhibiteurs de toutes les molécules testées. Nous remarquons également que le pourcentage de
réponse de 1’Al semble proche de celui des cellules traitées par TMZ avec des valeurs
respectives de 6,178 % et de 9,593% et celui du Cr(V1) est plutdt proche de celui des traitées
par PDN et KCN avec des valeurs de I’ordre de 31,70%, 26,341% et de 27,47% (Figure 62).

L’analyse de ’ANOVA par comparaison multiple révele qu’il existe une différence trés
significative entre I’Al et le Cr(VI1) (p= 0,0093), significative entre I’Al et le PDN (p= 0,0383)
et les KCN (p= 0,0283) et significative entre le Cr(VI) et la TMZ (p= 0,0228).
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Chapitre IV : Discussion

Chapitre 1V : Discussion

Depuis ces dernieres décennies, la pollution par les métaux constitue un probleme majeur
qui nécessite une évaluation du risque approfondie a l'aide de plusieurs especes aquatiques
(Esmaeili, 2018). De ce fait, la recherche d’outils de surveillance ainsi que I’utilisation des
organismes alternatifs bio indicateurs s’averent essentielles dans le but d’évaluer I’impact
induit par ces molécules potentiellement toxiques. En effet, les métaux lourds sont les polluants
les plus couramment trouves a des concentrations élevées dans les eaux usées industrielles
(Wang et Chen, 2009). Pouvant contaminer les eaux de surface et souterraines et altérer
I’équilibre des écosystémes (Eliott, 2001), Ces métaux deviennent plus nocifs a des
concentrations plus ou moins ¢levées en raison de leur capacité a s’accumuler dans les
organismes vivants. Leur bioaccumulation dépends par ailleurs de divers facteurs,
I’ Aluminium, par exemple, est un métal qui peut étre accumulé dans 1’organisme soit par son
insolubilisation sous forme de phosphate, dans des organites limités par une membrane tels que
les lysosomes et les granules pigmentaires des mélanocytes. Ou par la formation de volumineux
dépots extra-cellulaires, atteignant 100 pum de long et entrainant la destruction du tissu. Ces
mécanismes sont exploités a travers les recherches de Chassard-Bouchaud et al. (1992) sur la

microanalyse des organes de la truite Salmo truffa fario exposée a I’Al.

La présence de métaux toxiques, comme le Cadmium, I’Argent et I'Aluminium, peut
compromettre la qualité de I'habitat aquatique. Pour un organisme cible, les effets
physiologiques et toxiques d'un métal dépendront de sa spéciation qui sera déterminée en
grande partie par la concentration totale du métal, le pH, la salinité ainsi que la concentration de
ligands complexants. Ces effets sont également plus ou moins intensifiés par divers facteurs

environnementaux (Bouilly, 2004).

En raison de I’importance de leur impact quotidien sur les différents niveaux de la chaine
trophique, de nombreuses études sont menées sur la toxicité de plusieurs composés de
I’Aluminium et du Chrome en utilisant une multitude d’organismes vivants tels que les
poissons, algues, drosophiles, truites de mer, micro-organismes...etc. (Rybak et al., 2017 ;
Bayliak et al., 2017)

Néanmoins, I’étude de leur combinaison reste plus au moins obscure. Dans la plupart des

cas, les recherches visent toujours a évaluer la toxicité des xénobiotiques pris isolément. Alors
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qu’il est primordial d’étudier les perturbations induites par leur mélange étant donné que
I’homme ainsi que tous les organismes vivants sont quotidiennement exposés a des mixtures de

molécules différentes qui peuvent agir de fagon additive, antagoniste ou synergique.

Dans ce travail, nous nous sommes penchés vers 1’impact cytotoxique de deux métaux
ainsi que leur mixture sur le pouvoir génerateur du stress oxydatif en étudiant les différents
paramétres physiologiques, enzymatiques et biochimiques de deux modéles cellulaires: la
levure et la paramécie. Et ce a travers d’une part 1’étude du comportement et des
malformations cellulaires des paramécies exposees a Al/Cr(V1), et d’autre part, la comparaison
entre I’effet d’Al et du Cr(VI1) avec trois molécules inhibitrices des complexes mitochondriaux

des levures dans le but de comprendre leur cible cellulaire ainsi que leur mécanisme d’action.

L’évaluation de la toxicité potentielle des molécules Al, Cr et Al/Cr(V1) sur Saccharomyces
cereviciae et Paramecium sp est rarement évoquée dans les études antérieures. Depuis trés
longtemps, ces deux organismes sont excellents en termes de fiabilité de leurs réponses
biologiques faisant 1’objet de plusieurs recherches dans le domaine de surveillance de la qualité
des milieux tout en fournissant des données analytiques quantitatives et qualitatives. 1l en est
ainsi des travaux de Madoni (2000) et Fensk et al. (2001) qui ont choisis Paramecium sp
comme modeéle bioindicateur de la pollution générée par les métaux lourds, ou ceux de Zaoui
et al. (2011) qui a utilisé Saccharomyces cereviciae pour évaluer le potentiel toxique du

Cadmium, un métal trés répandu au niveau environnemental.

Quels sont les effets de I’Al, du Cr(V1) et leur mixture sur la viabilité et la croissance des

microorganismes ?

Pour répondre a cette premiére problématique, nous nous sommes focalises sur
I’évaluation de I’impact des xénobiotiques sur la cinétique de croissance cellulaire. Cette
derniére est un parameétre clés confirmant I’influx des molécules étrangéres a I’intérieur de la
cellule (Azzouz, 2012) tout en reflétant I’état du métabolisme interne (Perez-Rama, 2001 ;
Kasmets et al., 2009). En effet, il s’est avéré que les sels d’Aluminium et le Chrome
induisent une inhibition de la croissance cellulaire aussi bien que chez les levures que chez

les paramécies.
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D’un c6té, I’ Aluminium semble agir particulierement aux faibles concentrations chez les
levures, contrairement aux chromates de potassium qui ont provoqué une inhibition dose-
dépendante de la croissance alors que la mixture (Faible/Forte concentrations) est a 1’origine
d’une forte inhibition de la croissance cellulaire. Nos résultats sont en accord avec ceux
d’Adam et al. (2006) qui ont observé une inhibition de 90%de la croissance de B.subitilis
(bacterie Gram positive) des la concentration de 10 pg de ZnO. Ou ceux de Cherait (2015) qui
a constaté une inhibtion de la croissance de S.cerevciae suite a une exposition a un antagoniste
calcigue : la Nifedipine. Ce résultat est également signalé dans les travaux de Khebbeb (2015)
portant sur 1’impact des Nanopraticules (ZnO) et ceux de Sousa et al. (2019) qui a travaillé sur
différents métaux (Al,Os3, Mn30,, SiO; et SnO,) et leur cytotoxicité chez les levures. Il en est
de méme pour les travaux de Bayliak et al. (2019) qui confirment la capacité de I’ Aluminium a
perturber I’homéostasie cellulaire et ceux Chen et al. (2020) qui évaluent 1’effet de 1’Al sur la

croissance de plusieurs souches de levures.

Concernant les paramécies, nos résultats mettent en évidence une perturbation de la
croissance des traitées avec 1’Al, le Cr(VI1) et leur combinaison en accord avec les travaux
d’EiniCker-Lamas et al. (2002) qui a évalué la toxicité potentielle du zinc et du cuivre sur une
algue chloriphilienne Euglema gracilis, et ceux de Angerville (2007) qui rapporte une perte
de mobilité des daphnies traitées par un mélange de trois métaux lourds Zn,Cd et Cu. Ou
encore les travaux de Kungang et al. (2012) qui ont noté une cytotoxicité chez les paramécies
traitées par des concentrations croissantes de nanoparticules d’oxydes métalliques. Benlaifa
(2016) a également constaté une perturbation de la cinétique de croissance chez les paramecies
traitées par une combinaison de Métal (Cd) /pesticide, ou ceux de Bouraiou (2022) qui
soulignent I’effet inhibiteur de la croissance d’un mélange de Nanoparticules/ Pesticides sur

Paramecium Tetraurelia.

Selon Parent (1991) qui a étudié la biodisponibilité de I’ Aluminium dans les eaux douces
sur Chlorella pyrenoidosa, plus le pH est éleve dans le milieu (pH 4.0 a 6.0) plus I'aluminium
est toxique et ce a des concentrations retrouvées en milieu naturel. Il en est de méme pour
les travaux de Coté (2003) qui a évalué I’effet de I’Al sur Chlorella pyrenoidosa, ainsi que
ceux de Haelliwell et al. (1983) qui soulignent qu’une concentration faible d'aluminium a pH
6.1 pouvait diminuer de moitié le taux de croissance de l'algue verte Chlorella pyrenoidosa.
Nos résultats corroborent tous ces travaux cités puisque nous avons travaillé dans la méme

marge de pH.
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De nombreux travaux consacrés a la toxicité de I'aluminium sont en utilisant des milieux de
culture contenant de grandes quantités de sels ajoutés (silicates, hydroxydes ferriques
colloidaux, citrate, phosphate, etc.) pouvant former des complexes ou des précipités avec

I'Aluminium et en diminuer sa toxicité (Gensemer et Playle, 1999).

Les travaux de Wong et al. (1982) ont mis en évidence un effet toxique des sulfates de
chrome sur deux especes de carpes (Cyprinus carpio et Aristichthys nobilis) particulierement
aux faibles concentrations (100 mg/l). Ceux de Jouany et al. (1982) ont rapporté une inhibition
de la croissance de Chlorella vulgaris et Daphnia magna parallelement a des taux de mortalité
plus au moins élevés chez les daphnies a court (24h) et moyen terme (28j) ou aucun effet

cumulatif n’a été observé.

En revanche, les travaux de Roy (1997) sur I’effet de la combinaison Aluminium/Zinc sur
le saumon Salmo salar en conditions acides, révélent une toxicité additive confirmée par le fait
que le Zn s’accumule dans les branchies du saumon indépendament aux concentrations d’Al
testées. L’auteur conclu que les deux métaux agissent sur différents sites au niveau de la

membrane branchiales.

Cet effet inhibiteur de la croissance observé aprés traitement avec I’ Aluminium, le Chrome
et de leur combinaison serait dd a leur action directe sur la structure membranaire constituée
essentiellement d’acides gras provoquant ainsi la déstabilisation du métabolisme interne des
cellules induisant par conséquence la mort cellulaire (Mountassif et al., 2007). De plus,
Bignucolo et al. (2012) expliquent que les métaux, tels que I’Al, sont capables de relacher des
ions de Fe contenus dans les enzymes afin d’interagir avec les facteurs qui régulent

I’homéostasie cellulaire.

Dans le but de confirmer le potentiel inhibiteur des deux métaux et leur mélange, il nous
semblait essentiel d’évaluer les parameétres de croissance incluant le pourcentage de réponse
ainsi que le nombre, vitesse et temps de générations. Ces mesures représentent une estimation
du degré d’altération d’un xénobiotique vis-a-vis d’un modele cellulaire. Miyoshi et al. 2003
rapporte que les polluants peuvent affecter les organismes unicellulaires de différentes
manieres non seulement en dégradant leur membrane cellulaire pouvant ainsi causer la mort de
la cellule mais également par la perturbation de leur métabolisme basal. Cet effet sur la
croissance cellulaire se repercute sur la population cellulaire et provoque ainsi sa réduction.
Nos résultats révelent des pourcentages de réponses positives chez les levures et paramécies

confirmant 1’effet inhibiteur de croissance.
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Par ailleurs, nos données mettent en avant une perturbation du nombre, de la vitesse
et du temps de générations des levures et paramécies exposées aux métaux lourds
confirmant bel et bien I’atteinte et la sensibilité du cycle biologique des cellules. Ces
résultats sont en accord ceux de Azzouz et al. (2011) qui a mis en évidence des altérations de
la prolifération des paramécies ainsi qu’une perturbation des paramétres de croissance suite a
I’exposition & un pesticide Ammamra (2015) et Bouraiou (2022) expliquent cette perturbation
par la capacité des xénobiotiques a pénétrer dans le milieu interne de la cellule, a perturber

I’orientation des phospholipides induisant ainsi des changements dans la fluidité membranaire.

Quels sont les mécanismes impliqués ?

La perturbation de la cinétique de croissance est un indicateur en amont de la
cytotoxicité et d’une atteinte du métabolisme basal (protéines et lipides) notamment. Les
xenobiotiques peuvent interagir avec les macromolécules en induisant des dommages
structuraux et fonctionnels déclenchent ainsi le systétme de défense cellulaire (Ho et al.,
2013 ; Joy et al., 2017). Ainsi, lipides et protéines sont des éléments structurels entrant dans
la composition des membranes cellulaires et jouant divers rbles primordiaux dans le
metabolisme général, et leur altération constitue un signe précoce d’une atteinte métabolique
(Abdel-Daim et al., 2015).

Nos résultats révelent une perturbation du taux de protéines totales chez les levures et

paramécies exposées a I’Al, au Cr(VI) et au mélange Al/Cr(VI).

Chez les levures, nos résultats indiquent une diminution du taux de protéines chez les
traitées par les sels d’Aluminium seuls et par la mixture Al/Cr(VI) et paradoxalement une
augmentation de ce taux chez les traitées par le Cr(VI) seul. En revanche, chez les paramécies

la teneur en protéines tend a augmenter chez les traités par les deux métaux et leur mélange.

La diminution du taux de protéines totales chez S.cereviciae est rapportée par Padmaja
et Rao (1999) qui ont expliqué cette diminution de protéines chez les escargots d’eaux douces
par la mise en place de deux mécanismes d’action a savoir la formation des lipoprotéines
destinées a la réparation des cellules et organites endommagées ou bien 1’utilisation directes par
les cellules afin de combler leur besoin énergétiques. Il en est de méme pour les travaux de

Radwan et al. (2008) qui ont signalé une baisse du taux de protéines apres exposition de
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certains invertébrés aux pesticides due a une attaque radicalaire étant donné que les protéines

sont considérées parmi les cibles privilégiées des ERO (Djekoun, 2012).

Cependant, I’augmentation du taux de protéines observee chez les paramécies est
corroborée avec les travaux de Massaya et al. (2002) qui ont noté une augmentation des
protéines apres exposition a un stress chimique chez plusieurs modeles biologiques (y compris
les protistes ciliés). Il en est ainsi des travaux de Benbouzide (2012) qui a constaté une
augmentation du taux de protéines totales chez Paramecium sp traitées par les phosphoramides,
et ceux de Xiaohui et al. (2012) qui ont révélé une induction de la teneur en protéines chez des
vers de terre traités avec des concentrations croissantes de cadmium. Khebbeb (2015), Grara
et al. (2016) et Benlaifa (2016) ont travaillé respectivement sur le ZnO, le Cd et des poussieres
méttaliques d’origine industrielles et ont constaté également une augmentation du taux de

protéines.

La stimulation de la teneur en protéines totales est un signe précoce de la mise en place du
systeme de défense antioxydante afin de neutraliser les ERO issus d’une attaque chimique par
exemple (Lagadic et al., 1997). En effet, ces molécules possédent une taille réduite et une
grande affinité aux métaux grace aux groupement thiols (SH) situés sur les acides aminés qui

sont capables de séquestrer et/ou de bloquer les métaux lourds (Bustamante et al., 2002).

Par ailleurs, nous avons mis en évidence une induction du taux de lipides totaux que
ce soit chez les levures ou chez les paramécies, en accord travaux de Belhamzaoui (2023)
qui a ont montré une augmentation de la teneur en lipides totaux chez D.magna traitée avec une
hormone progestative de synthése. Ce résultat suggere la mobilisation des réserves lipidiques a
I’intérieur de I’organisme dans le but de garder une certaine homéostasie lors d’un état de stress

(De Coen et Janssen, 2003).

Cependant, plusieurs travaux ont signalé une déplétion du taux de lipides totaux a 1’origine
de leur oxydation et leur interaction avec les ERO en produisant des molécules telles que les
produits de la peroxydation lipidiques y compris le Malondialdéhyde (Ayala et al., 2014).
Cependant, La teneur en lipides peut augmenter dans le cas ou le xénobiotique étudié tend a
stimuler I’absorption des lipides provenant du milieu environnant, ou a perturber les voies
métaboliques cellulaires. Ce qui pourrait conduire a une accumulation des lipides dans la
cellule. Ainsi, ces effets sont observes en cas de stress ou les radicaux libres endommagent les
membranes. En effet, lorsque les niveaux de lipides sont élevés, le taux du substrat pour la

peroxydation lipidique augmente et vice versa c’est a dire que cette derniére peut aggraver
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I’accumulation des lipides en altérant la structure et la fonction membranaire. (Yin et al.,
2012 ; Fan, 2014)

L’effet des sels d’Aluminium et du Chrome seuls ou combinés sur la cinétique de
croissance ainsi que sur le métabolisme biochimique nous a incités a construire notre hypothese
sur le mécanisme d’action des métaux testés qui est rarement évoqué dans la littérature. Nos
données suggerent que 1’Al et le Cr perturbent le cycle cellulaire en inhibant la croissance des
paramécies et des levures. Ainsi, cet effet est accompagné par 1’atteinte des protéines et le
déclenchement du systeme de défense cellulaire parallelement a une accumulation des lipides
conduisant a une peroxydation lipidique. Cet effet est significativement plus important dans le
cas de I’exposition au mélange (Al/Cr) soulignant ainsi un effet synergique des métaux sur le

métabolisme cellulaire.

Quel est I’effet de la mixture Al/Cr(V1) sur les biomarqueurs du stress oxydatif ?

En général, les micro-organismes disposent d’un systéme de défense face aux
xénobiotiques capable de surmonter les conditions de stress, de maintenir 1’homéostasie
cellulaire et d’éviter la détérioration des structures cellulaires (Wassmann et al., 2004 ;
Mouneyrac et al., 2011) Burgeot et al., 2020). L'activation de ce mécanisme de défense
implique les antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, qui servent de bio-marqueurs du
stress oxydatif, dont le suivi constitue une méthode fiable pour surveiller 1’exposition des
organismes vivants aux contaminants environnementaux (Huggett et al., 2004 ; Tlili, 2012 ;
Marin et al., 2023).

Dans le but d’élucider I’implication du stress causé par I’Aluminium, le Chrome et leur
mixture chez les levures et les paramécies, et afin d’étudier les réponses physiologiques de ces
deux modeles cellulaires dans des conditions défavorables, nous nous sommes intéressées au
suivi de [Dactivité catalase, premiére ligne de défense radicalaire. Parallelement a la
quantification de la teneur en GSH, agent essentiel a la neutralisation des ERO (Yu et al.,
2022). Ou encore, au suivi de I’activité GST, enzyme de la phase Il de la biotransformation
(Gunderson et al., 2018), et a I’évaluation du taux de MDA, produit final de la peroxydation
lipidique (Huang et al., 2023).

Dans notre travail, nous avons mis en évidence une induction significative de

Pactivité catalase chez les cellules traitées par I’Al et le Cr(VI) seuls et combinés. Nos
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résultats sont en accord avec ceux de Barata et al. (2005) qui ont mis en valeur une induction
de I’activité CAT chez Daphnia magna en présence du cadmium et du cuivre soulignant ainsi
leur potentiel a générer les radicaux libres, et ceux de Yang et al. (2012) qui ont travaillé sur

I’exposition de ver de terre a divers métaux lourds.

La catalase (CAT) est une enzyme péroxysomale dont le réle majeur est de prévenir les
peroxydations des molécules biologiques induites par le peroxyde d’hydrogeéne (Ighodaro et
al., 2018). En fait, cette enzyme est sensible aux contaminants inducteurs de stress oxydatifs au
niveau des membranes cellulaires, comme certains pesticides (Livingstone et al., 1993) et
surtout les métaux (Labrot et al., 1996). Cependant, sa réponse est considérée comme
irréguliére in vivo car les résultats indiquent soit une stimulation et soit une baisse de cette
activité (Di Giulio et al., 1993).

Nos résultats réveélent une augmentation du taux de Glutathion apres I’exposition des
cellules aux métaux seuls et mélangeés. Cet effet corrobore les résultats de Besnaci et al.
(2019) qui a noté une augmentation du GSH chez Helix aspersa traité par Fe,O3;. En fait,
I'interaction des métaux toxiques avec le métabolisme du GSH est une partie essentielle de la
réponse de nombreux métaux (Hultberg et al., (2001). Lorsque le GSH est appauvri par
n'importe quel métal, les systemes de synthése du GSH commencent a produire plus de GSH a
partir de la cystéine via le cycle g-glutamyl. (Quig, 1998). En revanche, divers études ont mis
en valeur une déplétion de la teneur en GSH en état de stress. Notamment Radwan et al.
(2010) qui expliquent la diminution du taux de GSH par son utilisation pour la conjugaison des
composés électrophiles par la GST pendant I'exposition aux contaminants parallelement a son

utilisation dans la formation de complexes de thiols spécifiques avec les ions métalliques.

Nous avons évalué la teneur du Glutathion (GSH) chez les levures et paramécies traitées
aux métaux et leur mixture. Le GSH joue un réle fondamental dans le processus de défense
intracellulaire (Arrigo, 1999), il neutralise le peroxyde organique, aide a éliminer les
hydrocarbures par conjugaison au groupement thiol, et se lie aux ions métalliques (Adam et al.,
2005). Ainsi, toute déficience en GSH expose les cellules a un risque élevé du stress oxydant
(Droge, 2002) du fait de implication dans ’activité enzymatique de la glutathion peroxydase
(GPx), la glutathion réductase (GR) et la glutathion S-transférase (GST) (Kizek et al., 2004).

Dans notre cas, 1’augmentation de la teneur en Glutathion est expliquée par la présence

d’une certaine affinité entre le GSH et les métaux, ce qui conduit a la formation de complexes
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d’oxydation du GSH. De plus, la contribution du GSH dans la synthése des métallothionines,
responsables dans la chélation des métaux, explique également son induction. (Regoli et al.,
1995).

Nos résultats révelent une induction de ’activité GST chez les levures et paramécies
traitées par les concentrations croissantes d’Al, du Cr(VI) et de leur mixture. Ce résultat
est en accord avec les travaux de Cherait (2015) et Khebbab (2015) qui ont constaté une
stimulation de I’activité GST chez S.cereviciae exposée respectivement a la Nifedipine et aux

nanoparticules ZnO.

Le suivi de ’activité GST nous a semblé essentiel. Cette enzyme appartient & une famille
d’enzymes de la phase II de biotransformation qui détoxifie les substrats exogenes par voie de
conjugaison avec le GSH pour produire des composés solubles moins toxiques (Wu et al.,
2006). En plus, elle joue un réle primordial dans la protection contre le stress oxydatif (Zheng
etal., 2013).

Nos résultats mettent en évidence une augmentation de la teneur en MDA chez les
deux modeéles cellulaires étudiées et suite a ’exposition aux deux metaux et leur mélange.
Il en est de méme pour les travaux de Radwan et al. (2010) qui ont noté une induction
significative du MDA aprés 48 h d'exposition chez les escargots T. pisana contamines par le

Cadmium et le Zinc.

L’évaluation du taux de MDA nous a permis d’étudier le phénomeéne de la peroxydation
lipidique considérée comme la conséquence la plus remarquable suite a une atteinte radicalaire
(Favier, 2003). En cas de stress oxydant, la membrane plasmique est la cible la plus privilégiée
des radicaux libres. Ou les lipides qui la constituent s’oxydent et se dégradent en donnant
comme produit final : le Malondialdehyde, qui représente alors un bio-marqueur précoce d’une
peroxydation des lipides (Viarengo et al., 2007). Avec pour conséquence une perte de la
permeabilité et du potentiel membranaire, une inactivation des récepteurs et des enzymes
membranaires (Pampanin et al., 2005) entrainant des dommages de I’ADN et une mort
cellulaire ( Marnett, 2002).
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Nos résultats confirment 1’idée que I’induction des bio-marqueurs enzymatiques et non-
enzymatiques est un signe d’une atteinte mitochondriale apres exposition aux metaux. Ce qui
est en accord avec les travaux de Wu et al. (2012) et de Iglesias-Gonzalez et al. (2017)
puisqu’ils affirment qu’une exposition fréquente a 1’ Aluminium est souvent accompagnée par
un dysfonctionnement de la mitochondrie. 1l en est de méme pour ceux de Kumar et al. (2009)
qui ont travaillé sur diverses espéces animales et qui ont déduit que le traitement a I’ Aluminium
induit fortement le phénomene du stress oxydant, de méme que les travaux de Chen et al.
(2020) qui ont mis en évidence une génération des ERO aprés traitement de S.cereviciae par
I’ Aluminium causant ainsi 1’induction de I’activité Superoxyde dismutase (SOD) et Catalase
(CAT). Par ailleurs, nos résultats concordent avec les travaux d’Alayat (2015) qui confirme la
toxicité du Chrome et son pouvoir générateur d’ERO chez trois types de céréales (blé dur, blé
tendre et orge) conduisant par conséquence a divers perturbations biochimiques, enzymatiques,

physiologiques et morphologiques chez les plantes.

Quel effet s’est manifesté au niveau morphologique ?

La détection d’anomalies morphologiques qui se manifestent chez les organismes d’eau
douce constitue un outil privilégié pour la bio-surveillance des milieux aquatiques. En effet,
elle permet ainsi d’améliorer la compréhension globale des mécanismes susceptibles

d’engendrer des altérations au niveau cellulaire (Moumeni, 2016).

En effet, le cytosquelette est indispensable pour le soutien mécanique des cellules ; il lui
fournit une certaine rigidité et permet la fixation des organites en stabilisant la morphologie
cellulaire (Azzouz, 2012 ; Bouraiou, 2022). Dans des conditions défavorables, la relation
membrane-cytosquelette peut étre affectée en provoquant des dommages structuraux et

conduisant a une mort cellulaire (Friedl, 2003).

Selon Pudpong et Chantangsi (2015), les métaux lourds peuvent induire des altérations
membranaires, entrainant une désorganisation osmotique qui provoquera par conséquence une
vacuolisation cellulaire (Smith 1983). En fait, divers recherches ont démontrés que certains
métaux lourds peuvent interagir sur 1’actine et la tubuline (Liu et al., 2009) qui représentent les
principaux composants du cytosquelette et fonctionnent comme des échafaudages cellulaires
afin de maintenir la morphologie. L’effet des métaux se manifeste dés la mise en contact avec

les cellules. Cet effet se traduit essentiellement par une rupture cellulaire suggérant ainsi une
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toxicité eleveée résultant de 1’accumulation des métaux dans la membrane plasmique induisant

ainsi une lyse cellulaire. (Madoni et Romeo, 2006)

Dans un premier temps, I’observation de S.cereviciae nous a permis de confirmer un
taux de mortalité élevé chez les traitées par les fortes concentrations d’Aluminium, du

Chrome et de leur combinaison.

Dans un second temps, I’observation des paramécies exposées aux concentrations
d’Al, du Cr(VI) et de leur mixture nous a permis de détecter une multitude d’anomalies
structurales, rejoignant les études de Mortimer et al. (2010) qui affirme que les protistes
ciliés d'eau douce sont trés sensibles aux contaminants environnementaux du fait qu’ils sont
dépourvus de paroi cellulaire protectrice. Nos résultats sont en accord avec les travaux de
Boulassel (2013) et Moumeni (2016) qui ont enregistré des altérations structurales des
paramécies suites a I’exposition respectives aux Paracétamol et Ibuproféne et a la

Cycloxydime

Il en est de méme pour les travaux de Bouraiou (2022)) qui s’est intéressée a la
caractérisation des atteintes morphologiques observées chez Paramecium tetraurelia suite aux

traitements a divers combinaisons (CuO/Pesticide).

Sergeeva (2013) explique gue ces dommages structuraux sont exclusivement attribuables a
I’altération de I’interaction cytosquelette-membrane qui contribue a I'édification et a la
stabilisation de la morphologie cellulaire, ce qui se traduit par 1’émergence d’anomalies
morphologiques. En revanche Mayne et al. (2018) suggérent que 1’altération morphologique
de Paramecium caudatum traitées aux nanoparticules de magnétite est due a 1’accumulation de

ces molécules dans les vésicules intracellulaires et le cytoplasme.

Quel impact sur le comportement cellulaire ?

Avant de répondre a cette interrogation, il est nécessaire de savoir que les paramécies
sont des protistes qui possédent la capacité d’adapter leur comportement et leur mode de
déplacement en présence d’un agent exogéne. Ce qui les rend un modé¢le privilégié en termes

de recherche en toxicologie et en éco-toxicologie. En fait, toute perturbation de leur
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comportement est un signe de la présence d’un agent contaminant dans leur milieu.

(Shunmugam et al., 2021).

Van Houten et Preston (1988) confirment la capacité des paramécies a détecter la
présence de nombreuses substances chimiques dans leur milieu. Ainsi, elles peuvent réagir face
a ces stimuli en changeant leur comportement natatoire. L’ensemble de ces modifications des
voies de migration ou des trajectoires de déplacement impliquent une augmentation et/ou une
diminution de la vitesse de nage, des altérations de I'amplitude ou la fréquence de rotation

accompagnées par des changements brusques de direction de migration.

Machemer (2001) et Azzouz (2012) affirment que les trajectoires des paramécies sont
généeralement heélicoidales autour d'un axe rectiligne. Cependant, en présence de plusieurs
stimuli, ces trajectoires peuvent changer. Ces cellules avancent tout droit lorsqu'elle ne
rencontre aucun obstacle, si un objet se situe sur son axe, elle change de direction. De plus,
lorsque le stimulus provient de tous les cotes, la paramécie suit alors une direction aléatoire

avec des changements brutaux de trajectoires.

Nos résultats mettent en évidence une perturbation de la trajectoire ainsi qu’un
ralentissement de la vitesse de déplacement des cellules exposées aux deux métaux ainsi
gue leur combinaison. Ces résultats sont en accord avec ceux de Bernal et Ruvalcaba (1996)
qui ont rapporté une perturbation du mouvement natatoire chez les paramécies en présence de
concentrations élevées de plomb. Ou encore ceux de Armus et al. (2006) qui ont montré une
réduction soudaine de la motilité suivie d’une lyse cellulaire immédiate chez P. caudatum

exposées a des concentrations croissantes de nanoparticules d’oxyde de graphéne (GO).

Zagata et al. (2015) parle d’une diminution de la vitesse de déplacement, d’une nage vers
I'arriére, d’un phénoméne de pivotement, d'encerclement et d’un mouvement vers l'avant dans
une nouvelle direction suite a ’exposition de Paramecium bursaria aux Chlorure de Nickel.
Nos résultats sont egalement en accord avec ceux de Tarkington et al. (2016) qui ont noté une
perturbation de la vitesse de déplacement des paramécies apres les avoir mis en contact avec les
nanoparticules d’argile, et ceux de Bouraiou (2022) qui a mis en évidence une perte de la
mobilité accompagnée de mouvements désordonnés et une perturbation de la vitesse de nage

chez Paramecium tetraurelia exposée a la mixture nanoparticules CuO/Pesticides..

Plattner et al. (2001) et Scarpelli et al. (2021)  rapportent que le changement de
mouvement des paramécies est un signe d’une altération membranaire qui résulte d’une

perturbation de I’écoulement du flux calcique aux seins des canaux Ca*"et K*. Alors que
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Garza Amaya et al. (2023) expliquent la perturbation du comportement des paramecies
traitées avec une mixture de métaux (Nickel/Cobalt) par I’accumulation de ces métaux a

I’intérieur des cellules perturbant ainsi leurs fonctions cellulaires.

Quelle est la cible cellulaire du sulfate d’Aluminium et des Chromate de potassium ?

La mitochondrie est le siége principal de la respiration cellulaire, qui s'effectue au niveau
de la chaine respiratoire mitochondriale (Assaly, 2012). Dans le cas d'une atteinte chimique
exogene ou endogéne, la perturbation de la respiration cellulaire provoque la formation des
especes reactives de l'oxygéne. ces ERO endommagent les structures cellulaires et peuvent

entrainer la mort cellulaire (Zorov et al., 2014).

Le dysfonctionnement mitochondrial peut étre induit par des molécules spécifiques
ciblant les complexes et les enzymes mitochondriales. La trimétazidine, la prednisolone et les
cyanures, interférent directement avec la fonction normale des mitochondries et perturbent la

chaine de transport d’électrons (Huzar et al., 2013).

La trimetazidine est une molécule qui inhibe la B oxydation plus précisément I’enzyme 3-
ketoacyl CoA thiolase (Xiao et al., 2023). Une récente étude réaliseée par Al- Shorbagyl et al.
(2021) a montré que la TMZ posséde un effet thérapeutique bénéfique en atténuant les

dommages oxydatifs, réduisant 1’apoptose neuronale et en préservant 1’intégrité cellulaire.

Le prednisolone est un glucocorticoide qui agit en régulant 1’expression du génome
mitochondrial impliqué dans la glycolyse ou la production d’ATP, ce qui perturbera en
conséquence le fonctionnement mitochondrial (Kokkinopoulou, 2021). Les travaux de Karra
et al. (2022) ont révélé la présence de récepteurs de glucocorticoides dans les mitochondries
hépatiques des rats soutenant I'hypothése que ces molécules peuvent interagir directement avec

le génome mitochondrial.

Les cyanures inhibent le cytochrome ¢ oxydase (complexe 1V) de la chaine respiratoire
mitochondriale et qui est relativement indispensable au passage des électrons et a la formation
d’ATP (Gandhirajan et al., 2018). Ainsi, les travaux de Turrens (2003), Suzuki et al. (2011)
et Deffieu et al. (2012) confirment que le traitement des levures avec une concentration non
letale de certains inhibiteurs tels le KCN accompagné par des conditions respiratoires limitées
entrainent des dommages mitochondriaux avec la surproduction d’ERO. De plus, Rydstrom
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Lundin et al. (2017) démontrent que l'ajout de KCN aux mitochondries des levures de type

sauvage entraine une réduction compleéte de I’héme (a).

L’utilisation de ces molécules pharmacologiques connues comme inhibitrices de la
mitochondrie nous a apparu indispensable afin d'identifier les cibles intracellulaires des métaux
étudiés (Al et Cr(V1)).

Nos résultats montrent que la croissance de S.cereviciae est fortement inhibée apres
le traitement par la plus faible concentration du PDN et du KCN par rapport aux cellules
exposées a la faible concentration de TMZ. Ces effets sont confirmés a I’aide des
pourcentages de réponses, révélant des valeurs positives importantes et confirmant leur effet

inhibiteur de croissance comparable a celui d’Al et du Cr(VI).

Il s’est avéré que le degré d’inhibition de la croissance des levures exposées a I’ Al semble
étre similaire a celui de la TMZ. Tandis que 1’exposition des levures au Cr a provoqué une

inhibition de croissance qui semble étre proche de celle induite par la PDN et les KCN.

Ces résultats suggerent que le mécanisme d’action d’Al est proche de celui de la TMZ
(inhibition de I’enzyme 3-ketoacyl CoA thiolase) alors que le Cr(VI) agit comme la PDN

(atteinte du génome mitochondrial) et le KCN (inhibition du cytochrome ¢ oxydase).
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Les modeéles biologiques utilisés dans ce travail représentent un outil incontournable pour
la biosurveillance de I’environnement. C’est dans cette optique que nous nous sommes penchés
vers 1’évaluation de la toxicité individuelle et mixte de I’Aluminium et du Chrome, considérés

parmi les métaux les plus abondants dans le milieu naturel.

Nous avons choisis d’étudier les différentes atteintes physiologiques chez Saccharomyces
cereviciae et Paramecium sp. Nos résultats ont montré : une inhibition de la croissance
cellulaire accompagnée par des pourcentages de réponses positifs. Cependant, les levures
semblent étre plus résistantes que les paramécies connues pour leur sensibilité envers tout stress

chimique.

Une induction du taux de protéines totales accompagnées par une déplétion de la teneur en
lipides totaux. Cet effet nous renseigne sur I’atteinte des macromolécules biologiques et le

déclenchement d’un systéme de réparation et/ou d’adaptation cellulaire.

Une stimulation de I’activité CAT et de GST parallélement a I’augmentation du taux de GSH
indiquent le déclenchement du processus de défense radicalaire.

Une augmentation de la teneur en MDA qui témoigne d’une atteinte membranaire. Ces
effets sont plus prononcés lors de I'exposition a la combinaison (Al/Cr(V1)), créant un effet
additif ou la toxicité des deux métaux est renforcée lorsqu'ils sont associés, et dépasse celle

observée pour chaque métal séparément.

Une altération de la morphologie des paramécies exposées aux métaux et leur mixture
confirmant I’interaction directe de ces molécules avec les organites cellulaires causant une mort

cellulaire.

Une perturbation du comportement des paramécies exposées a ces métaux montrant qu'ils
affectent leur motilité, notamment en perturbant la structure et la fonction des cils

membranaires, ce qui altére le flux calcique et confirme leur toxicité potentielle.

Ainsi, notre hypothese est que ces molécules pourraient se lier aux sites des récepteurs
membranaires, en modifiant ainsi leur conformation et leur capacité a reconnaitre et se lier a
leurs ligands originaires ce qui perturbera par conséquent les voies de signalisation entrainant

des réponses cellulaires anormales.
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D’un autre c6té, I’évaluation de 1I’impact des molécules inhibitrices de la mitochondrie sur
la prolifération de Saccharomyces cereviciae indique bel et bien une atteinte mitochondriale.
Leurs effets sont comparés a ceux induits par I’Aluminium et le Chrome révélant une certaine
ressemblance du mécanisme d'action entre 1’ Aluminium et la Trimetazidine parallélement a une
concordance entre I’effet du Chrome et celui de la Prednisolone et des Cyanures. Ces résultats
permettent de déduire la possibilit¢é d’une réaction directe des métaux etudiés avec la
mitochondrie, entrainant ainsi son implication dans la génération d’un stress oxydatif et de la

mort cellulaire.

Perspectives :

Ces résultats suggerent 1I’importance d’explorer davantage les effets de ces métaux sur les
organismes vivants et leur environnement. Ouvrant ainsi la voie a des recherches futures dans

cet axe de bio-surveillance afin de prévenir les impacts néfastes de la contamination métallique.

Plusieurs interrogations demeurent obscures nécessitant des études plus amples dans ce

domaine. En général, il est crucial d’approfondir ces recherches en se focalisant sur :

L’¢étude du métabolisme respiratoire des cellules exposés aux métaux avec et sans introduction
de molécules inhibitrices de mitochondrie.

L’exposition des modéles cellulaires alternatifs a des combinaisons complexes de métaux (plus
de 2 molécules)

L’évaluation de la toxicité de ces métaux sur des organismes supérieurs bio-indicateurs de
pollution aquatique et terrestre végétales et animales afin d’estimer leur impact sur une large
gamme d’organismes vivants.

La modélisation des résultats afin de prédire les effets de ces molécules a long terme.

Le développement d’une stratégie de bio-remédiation afin d’atténuer les impacts des métaux
sur les écosystemes.

Concernant les paramécies en particulier, il serait judicieux d’étudier I’impact des métaux sur la
structure des cils contractiles, ces derniers sont les premiers responsables a la maotilité et la
capture alimentaire de ces protistes.

Il serait également important d’étudier les atteintes morphologiques des levures a 1’aide de la

microscopie électronique par exemple.
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