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RESUME : 

Les nanoparticules d'oxyde Zinc (ZnO-NPs) sont des nanoparticules communes et 

largement utilisées dans de nombreux domaines tels que les produits de protection 

solaire, les cosmétiques, les pigments, les revêtements industriels, les additifs de matière 

plastique, les semi-conducteurs, les textiles et les agents antibactériens. 

Dans notre travail, nous avons évalué l’effet des ZnO-NPs sur un modèle alternatif, 

la levure Saccharomyces cerevisiae, largement utilisée en biologie cellulaire et 

moléculaire. 

Le métabolisme, le stress oxydant et la génotoxicité ont été évalué par le suivi de la 

croissance, la respiration, les différents métabolites et les biomarqueurs du stress 

oxydatif.  L’impact génotoxique du ZnO a été évalué par la méthode qPCR.  

De plus, une étude comparative des effets oxydatifs du ZnO a été effectuée entre 

Saccharomyces cerevisiae et Paramecium sp.  

Les résultats obtenus montrent que le ZnO induit une inhibition de la croissance et 

de la respiration cellulaires ainsi qu’une augmentation du taux de protéines et de lipides 

et une diminution du taux de glucides. Concernant le stress oxydatif généré par le ZnO, 

nous avons mis en évidence une diminution du taux de GSH et une augmentation du 

taux de MDA. Les enzymes de détoxification comme la GST, CAT, APX, GPX, SOD 

ont également vu leur activité augmentée. Nos résultats indiquent clairement le 

déclenchement d’un stress oxydatif. 

Les essais génotoxiques, évalués par la méthode qPCR, ont mis en évidence un effet 

génotoxique des NPs de ZnO sur 5 gènes étudiés. En effet, après 1 heure de traitement 

les NPs induisent une augmentation du nombre de sites d’hybridation particulièrement 

sur les gènes responsables de la respiration et du Glutathion. Ce résultat traduit soit 

l’apparition de mutations soit de modifications au niveau de l'ADN. 

L’étude comparative entre les deux modèles biologiques montre que la paramécie 

subit un stress oxydatif identique à celui observé chez la levure mais avec un degré de 

réponse plus accentué chez la paramécie comparativement à la levure, ce qui pourrait 

être du à l’absence de paroi rigide chez la paramécie. 

Mots-clés : NPs ZnO – saccharomyces cerevisiae – Paramecium sp – stress 

oxydatif – Génotoxixité - qPCR. 
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ABSTRACT : 

Zinc oxide nanoparticles (ZnO-NPs) are common nanoparticles and widely used in 

many fields such as sunscreens, cosmetics, pigments, industrial coatings, plastic 

additives, semiconductor, textiles and antibacterial agents. 

 

In our work, we evaluated the effect of ZnO-NPs on an alternative model, 

Saccharomyces cerevisiae yeast, widely used in cellular and molecular biology. 

Metabolism, oxidative stress and genotoxicity were evaluated by monitoring the 

growth, respiration, the various metabolites and biomarkers of oxidative stress. The 

genotoxic impact of ZnO was evaluated by qPCR method. 

 

In addition, a comparative study of oxidative effects of ZnO was conducted between 

Saccharomyces cerevisiae and Paramecium sp. 

 

Obtained results showed that ZnO induced cell growth, cell respiration inhibition and 

increased protein and lipid levels and decreased carbohydrate content. Regarding 

oxidative stress generated by ZnO, results showed a decrease in GSH levels and 

stimulation of detoxifying enzymes such as GST, CAT, APX, GPX, SOD. Our results 

clearly indicated the onset of oxidative stress. 

 

Genotoxic tests, evaluated by qPCR method, showed an effect of ZnO-NPs on 5 genes 

studied. Indeed, after 1 hour of treatment NPs induced an increase of the number of 

hybridization sites particularly genes responsible for the breathing and Glutathione. It 

reflects the occurrence of mutations or modifications in the DNA level. 

 

The comparative study between the two biological models (yeast and Paramecium) 

showed that, firstly, paramecium undergoes oxidative stress similar to that observed in 

yeast, and secondly, the degree of response was higher in Paramecium compared with 

yeast response, which could be due to the absence of rigid wall in Paramecium. 

Key-words: NPs ZnO – saccharomyces cerevisiae – paramecium sp – oxydative 

stress – genotoxicity- qPCR. 
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 ملخص:

 

 هي الجسيمات النانوية المشتركة، واستخدمت على نطاق واسع في العديد من  لنانوية أكسيد الزنكا

المجالات مثل واقيات الشمس، ومستحضرات التجميل والأصباغ والطلاءات الصناعية والمضافات البلاستيكية، 

 وأشباه الموصلات، المنسوجات وكلاء المضادة للبكتيريا.

 

تستخدم على نطاق واسع في علم  الذي على نموذج بديل، خميرة الخبز، و كمنا بتقييم تأثير أكسيد الزنفي عملنا، ق

 الأحياء الخلوي والجزيئي.

 

عملية تقييم الاكسدة والسمية الوراثية من خلال رصد النمو، والتنفس، ومختلف الأيض والمؤشرات الحيوية من 

 .QPCRالاكسدة. تم تقييم تأثير السمية من أكسيد الزنك عن طريق أسلوب 

 

 بالإضافة إلى ذلك، تم إجراء دراسة مقارنة لآثار المؤكسدة من أكسيد الزنك بين خميرة الخبز والمتناعلة.

 

أظهرت النتائج أن أكسيد الزنك يؤدي الى تثبيط نمو الخلايا، والتنفس الخلوي وزيادة في مستويات البروتين 

الاكسدة التي تم إنشاؤها بواسطة أكسيد الزنك، ومستويات الدهون وانخفاض محتوى الكربوهيدرات. وفيما يتعلق 

وتحفيز إزالة السموم الإنزيمات مثل ضريبة السلع والخدمات،  GSHونحن قد أظهرت انخفاضا في مستويات 

CAT، APX، GPX.نتائجنا تشير بوضوح إلى ظهور الاكسدة ، 

 

مية من أكسيد الزنك مصادر القدرة ، أظهروا له تأثير السQPCRمتى السمية الوراثية تقييمها من قبل طريقة 

ساعة من مصادر القدرة النووية علاج لحث على زيادة عدد  1الجينات المدروسة. في الواقع، بعد  5النووية من 

المواقع التهجين ولا سيما الجينات المسؤولة عن التنفس والجلوتاثيون. وهذا يعكس إما حدوث الطفرات أو تعديلات 

 .DNAفي مستوى 

 

الدراسة المقارنة بين النماذج البيولوجية اثنين من ذلك، أولا، متناعلة يخضع الاكسدة مماثلة لتلك التي  وتبين

لوحظت في الخميرة، وثانيا، درجة استجابة أعلى بالمقارنة مع الخميرة، التي يمكن أن تكون بسبب غياب جدار 

 صلب في المتناعلة.
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Introduction générale: 

L’utilisation de nanoparticules (NPs) a extrêmement augmenté dans les 

procédés domestiques et industriels au cours de ces dernières années. Ces NPs 

présentent des caractéristiques physiques et chimiques uniques en raison de leur grand 

rapport surface sur volume, de leur taille extrêmement réduite, et de leurs propriétés 

optiques (Xiao et al., 2008).  

Les nanoparticules métalliques (MNP) possèdent des propriétés catalytiques 

particulières (Migowski et Dupont 2007) et au cours de la dernière décennie, le domaine 

de la nanocatalyse a énormément progressé (Narayanan et El-Sayed 2005).  

Les applications utilisant des MNP sont nombreuses et touchent les domaines 

de la biotechnologie (Sönnichsen et al., 2005), la bio détection (Wang et al, 2001;. 

Kwon et Bard 2012), le diagnostic clinique et la thérapie (Jain et al. 2012; Cheng et al. 

2014), la sécurité alimentaire (Ricke et Hanning 2013), l'eau et le traitement des eaux 

usées (Patil et Parikh 2014). De ce fait, un investissement énorme s’est développé pour 

la recherche en nanotechnologie.  

Cependant, les chercheurs ont soulevé leurs préoccupations à propos de 

l'impact environnemental et la toxicité des NPs. Actuellement, les études sont 

croissantes et de nombreux chercheurs sont d'avis que la toxicité et le devenir des 

nanomatériaux doivent être étudiés avant de trop développer leurs applications. Il y a un 

sérieux manque d’information concernant la santé humaine et les implications 

environnementales des nanoparticules (Sajid et al., 2015). 

Les nanoparticules d'oxyde de Zinc (ZnO-NPs) sont des nanoparticules 

communes et largement utilisées dans de nombreux domaines tels que les produits de 

protection solaire, les cosmétiques, les pigments, les revêtements industriels, les additifs 

de matière plastique, semi-conducteurs, les textiles et les agents antibactériens (Li et al., 

2012).  

La production mondiale de nanoparticules à destination des produits de 

protection solaire, par exemple, a été estimée à environ 1000 tonnes au cours des années 

2003/3004, principalement constituées de ZnO et de TiO2 (Borm et al., 2006). 

 La production et l'utilisation généralisée des ZnO-NPs augmente le risque de 

contamination de l’environnement, bien qu’en 2007, les concentrations de ZnO dans 

l'environnement aient été estimées à moins de 100 pg/L dans l'eau et à quelques mg/kg 
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dans le sol (Boxall et al., 2007). Cependant, les niveaux de ZnO tendent à augmenter de 

plus en plus compte tenu des nombreuses applications utilisées actuellement. Toutefois, 

les informations sur les effets écotoxicologiques des ZnO-NPs sont encore limitées. 

La plupart des travaux ont porté sur l'activité antimicrobienne des ZnO-NPs, 

principalement sur des cultures pures (Shen et al., 2015).  

De nombreuses espèces y compris les espèces de bactéries pathogènes (telles 

que Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus et 

Campylobacter jejuni) (Applerot et al., 2009 ; Jin et al., 2009 ; Liu et al., 2009 et Xi et 

al., 2011) et les espèces écologiques (telles que Bacillus subtilis, Pseudomonas putida et 

shewanella oneidensis) (Adams et al., 2006 ; Gajjar et al., 2009 ; Jones et al., 2008 et 

Wu et al., 2010) ont été testées et les résultats ont montré des degrés de toxicité 

variables.  

Ces résultats ont surtout mis en évidence la sélectivité de la nature toxique des 

ZnO-NPs sur les systèmes bactériens et l'incidence de la taille des particules sur la 

toxicité. Les mécanismes proposés incluent la dissolution des ZnO-NPs en des ions zinc 

(Zn2+), la génération d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et l’interaction directe avec 

les cibles biologiques (Ma et Diamond, 2013). De plus, ces mécanismes sont influencés 

par les conditions environnementales (Li et Lin, 2011). 

La levure Saccharomyces cerevisiae est largement utilisée en alimentation 

(fabrication de pain, de la bière et du vin…). On désigne sous le nom de levures les 

champignons eucaryotes immobiles, microscopiques et unicellulaires ou qui 

représentent, au cours de leur développement, une phase unicellulaire (Leyral et 

Vierling, 2007).  

Les levures sont de plus en plus considérées comme modèle alternatif de par 

leur faible coût et leur facilité de culture. Ce sont des organismes unicellulaires 

eucaryotes dont le caractère diploïde (cas des levures Saccharomyces cerevisiae) les 

rapproche plus des espèces supérieures que les bactéries. Plusieurs types de réponse 

après exposition des levures à des polluants peuvent être détectés (Fujita et al., 1998 ; 

Haubenstricker et al, 1990 ; Iwahashi et al, 2000 ; Tomaska, 2000). 

S. cerevisiae a particulièrement été utilisée pour l'étude du stress oxydatif et du 

vieillissement (Unlu et Koc, 2007), mais également dans l'évaluation toxicologique des 

produits chimiques tels que les métaux lourds (Kungolos et al., 1999; De Freitas et al., 

2003; Schmitt et al., 2004), les médicaments anticancéreux (Buschini et al., 2003), les 
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herbicides (Cabral et al., 2003) et les conservateurs alimentaires tels que les acides 

monocarboxyliques (Kasemets et al., 2006).  

Par contre, très peu de données existent sur la toxicité des nanoparticules vis-à-

vis de S. cerevisiae (Kasemets et al., 2009). 

En effet, la majorité des travaux consultés portent sur des organismes 

unicellulaires et des cultures de cellules eucaryotes. Les données toxicologiques des 

effets des nanoparticules métalliques portent sur des lignées cellulaires de mammifères 

(Brunner et al., 2006; Limbach et al., 2007;.Karlsson et al., 2008), de bactéries (Adams 

et al., 2006; Zhang et al., 2007;. Heinlaan et al., 2008; Mortimer et al., 2008) et 

d’algues (Hund-Rinke et Simon, 2006; Franklin et al., 2007; Aruoja et al., 2009).  

Kahru et al., (2008) ont souligné que dans le cas des nanoparticules 

métalliques, comme le ZnO, la libération d'ions métalliques peut expliquer leur 

écotoxicité.  

En effet, la toxicité des nanoparticules de ZnO sur les bactéries Vibrio fischeri 

est causée par la libération d’ions Zn2+ dissous (Heinlaan et al., 2008). Allant dans le 

même sens, Brunner et al., (2006) ont montré que la cytotoxicité de nanoparticules 

d'oxyde de métal (ZnO, CeO2, ZrO2, SiO2, Fe2O3) sur des cultures in vitro de cellules de 

mammifères est due à la solubilité de ces nanoparticules.  

Ce mécanisme d’action s’applique parfaitement aux bactéries et aux algues 

unicellulaires ; par contre, la cytotoxicité vis-à-vis des levures ne pourrait s’expliquer 

uniquement par ce mécanisme du fait de la présence d’une paroi rigide qui devrait 

empêcher l'absorption directe des ions dissous et de la forte tolérance des levures vis-à-

vis des ions Zn (Kasemets et al., 2009).  

Selon Ma et Diamond (2013), la génération d'espèces réactives de l'oxygène 

(ROS) et l’interaction directe avec les cibles biologiques pourraient également expliquer 

la cytotoxicité des NPs envers S. cerevisiae. 

La génération d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) est l’un des mécanismes 

les plus cités pour expliquer le stress oxydatif des xénobiotiques (Kasemets et al., 

2009 ; Sharifi et al., 2012 ; Ma et Diamond (2013).  Actuellement, le meilleur moyen de 

mettre en évidence un stress oxydatif est d’évaluer l’activité de biomarqueurs 

cellulaires. 
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Les biomarqueurs sont des outils mis en œuvre pour établir un diagnostic de 

risque environnemental en général, et plus particulièrement, pour aider au diagnostic de 

contamination et à la gestion du risque toxique (Galloway et al., 2006 ; Hagger et al., 

2008). Leurs usages et leur intérêt, notamment dans la détermination du risque de 

pollution, sont devenus incontournables.  

Le terme biomarqueurs se réfère à tous les paramètres biochimiques, 

cellulaires, physiologiques ou comportementaux qui peuvent être mesurés dans les 

tissus ou les fluides d’un organisme ou sur l’organisme entier, pour mettre en évidence 

l’exposition à, ou les effets, d’un ou plusieurs contaminants (Depledge, 1994). 

 En réponse à une exposition à des polluants, l’organisme peut être 

directement perturbé ou va tenter de s’adapter par une série de mécanismes biologiques.  

Ainsi, le biomarqueur mesuré sur un organisme (au niveau infra-cellulaire, 

cellulaire ou tissulaire) peut être interprété comme une réponse adaptative à un stress, 

telle qu’une pression toxique, ou encore comme un signal d’alerte d’apparition 

ultérieure de perturbations du fonctionnement de l’organisme, voire de sa population 

(Garric et al., 2010). 

Certains biomarqueurs peuvent contribuer à caractériser le type de 

contamination chimique.  

Ils sont généralement classés en biomarqueurs d’exposition (Glutathion S-

transférase, Acétylcholine estérase, Glutathion réduit, Protéines, activité EROD…), 

lorsqu’ils signent l’activation de mécanismes de régulation intrinsèques au métabolisme 

de l’organisme (qui jouent alors un rôle de système d’adaptation et de défense), ou en 

biomarqueurs d’effet (Peroxydation lipidique, enzymes antioxydantes comme la 

catalase, la superoxyde dismutase, les peroxydases…), qui diagnostiquent un 

dépassement, éventuellement transitoire des capacités de régulation de l’organisme avec 

des conséquences sur la viabilité (cellule, tissu, individu) (Hagger et al., 2008). 

Actuellement, les chercheurs s’intéressent de plus en plus aux dommages que 

pourraient causer les NPs à l’ADN. Mesurer la génotoxicité au niveau de l'ADN 

présente plusieurs avantages (sensibilité et temps de réponse courts).  

Les récents développements dans la technologie de marqueurs moléculaires ont 

fourni de nouveaux outils pour la topographie de l'ADN génomique afin de mettre en 
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évidence divers types de dommages et de mutations de l’ADN des bactéries, des 

plantes, des animaux et des cellules (Atienzar et al., 1999).  

La technique de la RAPD est une réaction PCR plus simple et plus rapide que 

les outils classiques de l'analyse génotoxique, car elle est capable de détecter non 

seulement des mutations ponctuelles, mais aussi des modifications temporaires dans 

l'ADN (Labra et al., 2003; Wolf et al., 2004).  

La plupart des travaux a porté sur la génotoxicité des NPs sur les plantes 

(Singh et al 2009; López Moreno et al., 2010; Sarkar et al., 2010; Atha et al., 2012; Lee 

et al., 2013) et, à notre connaissance, peu d’études se sont penchées sur les effets 

génotoxiques des NPs et plus particulièrement des ZnO-NP sur les bactéries et les 

levures. 

Ainsi, l’objectif de ce travail est d’évaluer non seulement le stress oxydatif 

induit par le ZnO-NP chez la levure S. cerevisiae, mais également les effets 

génotoxiques éventuels pouvant apparaitre sur l’ADN des levures. Notre étude 

comporte quatre principales parties : 

1. Les effets du ZnO (à différentes concentrations) seront d’abord évalués sur la 

cinétique de croissance des levures, le métabolisme respiratoire (par la mesure 

de la consommation d’O2), le pourcentage de réponse des cellules au traitement 

et l’impact du traitement sur le métabolisme (par la quantification des 

concentrations en protéines, lipides et glucides des levures). 

2. Une étude toxicologique sera ensuite menée pour évaluer les capacités de 

défense des levures suite au traitement. Divers biomarqueurs seront évalués 

(Taux de Glutathion réduit, et de Malondialdéhyde, ainsi que plusieurs activités 

enzymatiques de défense contre le stress oxydatif (la Catalase, la Glutathion S-

transférase, les Peroxydases et la Superoxyde dismutase). 

3. Cette 3ème partie portera sur l’effet génotoxique du ZnO sur les levures en 

utilisant la qPCR qui nous permet de mettre en évidence les dommages causés à 

l’ADN (mutations et modifications temporaires). 

4. Nous achèverons ce travail par une étude comparative entre la levure et une 

bactérie ciliée (la paramécie) traitées à différentes concentrations de ZnO, en 

évaluant certains paramètres physiologiques (courbe de croissance, 

consommation d’O2, pourcentage de réponse) et toxicologiques (Glutathion 

réduit, Malondialdéhyde et activité de la Glutathion S-transférase) afin de 
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mesurer et de comparer le degré de sensibilité de ces deux organismes 

unicellulaires aux ZnO-NPs. 
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Généralités et aperçu bibliographique 

 

1. Les nanoparticules (NPs) : 

 

Les nanoparticules sont des éléments dont la taille est comprise 

approximativement entre 1 et 100 nanomètres, 1 nanomètre étant 1 milliard de fois plus 

petit qu'un mètre.  

A titre de comparaison, il existe le même rapport de taille entre une orange et la 

Terre qu’entre une nanoparticule et une orange. Cette caractéristique dimensionnelle 

confère à ces matériaux des comportements particuliers et des propriétés très 

intéressantes. Les nanotubes de carbone par exemple, sont 100 fois plus résistants que 

l’acier. 

Le terme de nanoparticules fait référence à différentes familles de particules 

(Sajid et al., 2015, pour revue) telles que : 

 Les oxydes de métaux (titane, cuivre, zinc, aluminium, silicium), 

 Les nanotubes de carbones, qui forment des fibres solides aux propriétés 

électriques particulières, 

 Les fullérènes [C60, C70], utilisées pour améliorer les propriétés électriques et 

optiques de polymères ou pour des applications pharmaceutiques, 

 Les nanopoudres d’argent, dont les propriétés antibactériennes sont mises à 

profit notamment dans le textile.  

La présence des NPs peut affecter négativement l'environnement et entrainer des 

effets toxiques sur les organismes vivant dans les sols ou l'eau (Waalewijn-Kool et al., 

2013).  

Les données écotoxicologiques sont nécessaires pour établir une évaluation des 

risques pour cette classe de substances. L'utilisation des NPs manufacturées est un 

domaine relativement nouveau de la science et la technologie et les principaux travaux 

portant sur les NPs et l'écotoxicité datent de 2006 (Kahru et Dubourguier, 2010).  
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Pour rappeler le potentiel de contamination des NPs, il est important de savoir 

que 2g de NPs de 100 nm de diamètre sont suffisants pour entrainer l'exposition de 

chaque être humain sur terre avec 300000 particules (Hardman 2006). 

1.1.  Domaines d’utilisation : 

L’industrie de la nanotechnologie est en constante évolution et la 

nanotechnologie est présente de plus en plus dans les produits de consommation. 

 Cosmétiques, emballages, automobiles, textiles, les nanoparticules ont envahi 

notre quotidien (Sajid et al., 2015) . Les industriels y voient la solution à de nombreux 

problèmes car ces toutes petites particules possèdent des propriétés physico-chimiques 

que n’ont pas les particules plus grosses.  

Ainsi, l’exposition de l'environnement par les nanoparticules (NPs) est une 

conséquence inévitable. Il est prouvé que plus de 500 produits de consommation sur le 

marché sont liés à la nanotechnologie (Jones et Grainger 2009). 

1.2. Les nanoparticules - l’environnement - l’homme : 

On sait que les nanoparticules ont des niveaux d’interaction et de pénétration 

plus importants que leurs homologues macros (Sajid et al., 2015 ).  

Le danger potentiel provient de leur petite taille, qui facilite leur passage à 

travers les cellules de l’organisme puis vers la circulation sanguine et les organes 

internes. Etant 50 000 fois plus petites qu’un cheveu, leurs dimensions sont inférieures à 

celles des particules atmosphériques ultrafines, reconnues comme cancérigènes par 

l’OMS en juin 2012 !  

Par ailleurs, les nanoparticules présentent une surface spécifique (rapport 

surface/masse) énorme, ce qui augmente leur capacité d’interactions avec les 

organismes vivants.  

Le phénomène est identique avec un carré de chocolat et du chocolat en poudre : 

plongés dans un bol de lait chaud, le carré de chocolat ne va pas fondre totalement 

tandis que le chocolat en poudre, va se dissoudre immédiatement. 

Les nanoparticules pourraient également servir de « cheval de Troie » pour les 

autres polluants présents dans l’environnement. Certaines nanoparticules ont, en effet, la 

propriété d’adsorber à leur surface des molécules qui peuvent être toxiques.  
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Dans ces conditions, la toxicité ne relève pas de la nanoparticule elle-même mais 

des substances véhiculées à sa surface et qui peuvent ainsi pénétrer parfois plus 

facilement dans l’appareil respiratoire. 

1.3. Les nanoparticules d’Oxyde de Zinc ZnO: 

Selon différentes sources, la production mondiale annuelle de ZnO-NPs est 

estimée entre 550 (Piccinno et al., 2012) et 33.400 tonnes (Research and Markets, 

2012).  

Ainsi, parmi les NPs contenant des métaux, le ZnO est le troisième plus haut 

volume global de la production après les nanoparticules de SiO2 et TiO2 (5.500 et 3.000 

tonnes par an, respectivement) (Piccinno et al., 2012).  

Les ZnO-NPs sont essentiellement utilisés comme un additif de dispersion de la 

lumière UV dans le domaine cosmétique, tels que les filtres solaires, les dentifrices et 

les produits de beauté (Serpone et al., 2007).  

Ils sont également largement utilisés dans la fabrication du caoutchouc, la 

production de cellules solaires et LCD, de pigments (comme agent de blanchiment), de 

fibres textiles (Dastjerdi et Montazer 2010; Song et al., 2010).  

En outre, le ZnO est un ingrédient essentiel dans presque tous les types de 

peintures antisalissure et récemment les ions ZnO ont été de plus en plus remplacés par 

les ZnO-NPs en raison de leurs propriétés antibactériennes (Padmavathy et 

Vijayaraghavan 2008). 

 

2. Saccharomyces cerevisiae: 

La levure est une cellule eucaryote avec une paroi cellulaire rigide entourant une 

membrane plasmique, un noyau limité par une membrane nucléaire, un cytoplasme 

contenant divers organites dont les mitochondries et une grande vacuole (Thuriaux, 

2004).  

C’est un matériel de choix qui a fait l’objet de plusieurs travaux (Pineau., 2008 ; 

Grioras, 2005 ; Jawich, 2005 ; Todorova, 2007 ; Tijana, 2015 ; Neheme, 2008 et 

Fréchin, 2010) et qui est utilisé depuis des millénaires par l’homme aussi bien en 

industrie agroalimentaire (fabrication de nombreux aliments et boissons), qu’en 
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industrie pharmaco chimique (Van Maris et al 2006 ; Vargas et al., 2010 ; Kocharin, 

2013 ; Accituno, 2013). Les levures sont de plus en plus utilisées en écotoxicologie 

comme modèle alternatif de par leur faible coût et leur facilité de culture. Plusieurs 

types de réponse après exposition des levures à des polluants peuvent être détectés 

(Fujita et al., 1998 ; Haubenstricker et al, 1990 ; Iwahashi et al, 2000 ; Tomaska, 2000). 

Ce sont aussi des organismes unicellulaires eucaryotes dont le caractère diploïde 

(cas des levures Saccharomyces cerevisiae) les rapproche plus des espèces supérieures 

que les bactéries. Le génome complet de Saccharomyces cerevisiae est disponible 

depuis 1996.  

Génétiquement et physiologiquement, Saccharomyces cerevisiae est l’espèce la 

plus caractéristique, elle montre une complexité génétique intermédiaire entre les 

organismes eucaryotes et procaryotes.  

L’origine du terme levure provient du mot latin <levare> qui veut dire <lever> 

(Oteng et Gyang, 1984) mais n’est pas forcement synonyme de fermentation qui 

n’existe que chez certaines espèces à l’instar de la plus connue, la levure de bière 

Saccharomyces cerevisiae (fig.1) dont le nom fait référence au fait que c’est un 

champignon <myces> qui se nourrit de saccharose <saccharo> et y est utilisé dans la 

fabrication de la bière et du vin (cerevisiae pour cervoise nom qu’on donnait autrefois à 

la bière). 

 

Figure 1: Saccharomyces cerevisiae en milieu liquide 

(Konig, 2009). 
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On désigne sous le nom de levures les champignons eucaryotes immobiles, 

microscopiques et unicellulaires ou qui représentent, au cours de leur développement, 

une phase unicellulaire (Leyral et Vierling, 2007).  

Elles furent reconnues comme des champignons par De Bary en 1866 lorsqu’il 

détecta des ascospores chez les levures de bières. Elles sont très répandues, on peut 

même les trouver dans différent milieux sucrés (fruits, nectar de fleurs…) mais aussi en 

sel (salaisons), à la surface ou à l’intérieur d’autres êtres vivants (dans le tube digestif 

des animaux et des insectes), elles peuvent persister libres dans les sols, les eaux et 

l’atmosphère (Scriban, 1993 et Bacha, 2008).  

Cette large abondance dans l’environnement est due à une grande capacité 

d’adaptation métabolique et à des sources nutritives très variées due en majeure partie à 

une large gamme d’enzymes extra et intracellulaires. 

Les levures possèdent une grande tolérance, ainsi elles survivent à des 

températures allant à de 0° à 55°C, là ou leur température optimale de croissance se 

situe entre 25°- 30°C. Elles préfèrent les milieux acides mais s’adaptent aussi à tous les 

pH de l’ordre de 2,8 à 8, excepté les extrêmes (Leyral et Vieling, 2007). Elles ont une 

tolérance presque complète vis-à-vis de la dessiccation (déshydratation des levures) et 

peuvent résister à une pression osmotique de l’ordre de 3M, en plus d’une forte 

tolérance alcoolique jusqu'à 20%. ( Jackson, 1994 ; Panon, 1997 et Van Maris et al., 

2006). 

 

2.1. Physiologie des levures 

Plusieurs caractéristiques physiologiques des levures contribuent à leur succès 

en tant que microorganismes industriels. 

2.2. Besoins nutritifs : 

Pour leur vie, pour leur développement et pour l’expression de leurs propriétés, 

les microorganismes ont besoin d’énergie et d’élément nutritifs. Leur croissance est 

considérée comme une série d’interaction entre la cellule et l’environnement, celui-ci 

devant fournir les éléments nécessaires à la nutrition et, de plus, sous la forme utilisable 

par ces microorganismes. 
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2.3. Nutrition carbonée 

Le carbone est le composé majeur de la cellule, il constitue environ 50% du 

poids sec (Bocquet, 1993). Les composés carbonés sont utilisés à la fois comme source 

d’énergie, fournie par leur oxydation, et de carbone exigé pour la biosynthèse des 

constituants cellulaires (Arnaud et Guiraud, 1993). 

Les glucides sont les plus utilisés : glucose, fructose et mannose sont 

consommés par plus de 400 espèces décrites (Botton, 1991) ; Saccharomyces cerevisiae 

est incapable d’utiliser les pentoses alors que certaines espèces de Metschnikowia 

peuvent convertir le D- Xylose en éthanol (Bouix et Leveau, 1993 ). 

La voie de dégradation des glucides est la glycolyse qui convertit les sucres en 

pyruvate, la destinée de celui-ci dépend surtout du type de levure considéré.  

Pour les aérobies strictes, le pyruvate est complètement oxydé par le cycle de 

Krebs couplé avec la chaîne respiratoire ; tandis que chez les anaérobies facultatives, la 

respiration et la fermentation contribuent ensemble à la dégradation du glucose. Selon la 

prédominance de l’un ou l’autre des deux métabolismes on peut distinguer le type 

oxydatif et le type fermentaire (Botton, 1991 ; Freire-Picos et al., 1995). Pour ce 

dernier, les glucides sont surtout transformés en éthanol, une petite proportion va former 

du glycérol (Martinez et al., 1998). 

2.4. Nutrition azotée 

L’azote est quantitativement le substrat de deuxième importance pour la levure 

(Bocquet, 1993), son rôle est capital car il est constitutif des molécules simples et des 

macromolécules essentielles au fonctionnement cellulaire (Bouix et Leveau, 1993). La 

plupart des levures sont capables d’utiliser les sources azotées minérales simples, mais 

aussi des composés organiques divers tels que les acides aminés et les peptides (Botton, 

1991). 

Saccharomyces cerevisiae est incapable d’utiliser les nitrates (Bouix et Leveau, 

1993) et les nitrites sont toxiques pour beaucoup d’espèces (Botton, 1991). 

2.5. Nutriments spécifiques 

Certaines substances sont nécessaires à des concentrations assez faibles. 
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Les minéraux et oligo-éléments (sodium, fer, calcium, chlore, magnésium et 

autres) sont souvent fournis par les impuretés des autres ingrédients. La majorité 

représente des constituants essentiels des systèmes enzymatiques (Bocquet, 1993). 

Les facteurs de croissance agissent sur la multiplication et l’activité cellulaire, 

leur carence perturbe le métabolisme (Bocquet, 1993).  

La thiamine joue un rôle dans le métabolisme respiratoire, le métabolisme des 

lipides, la glycolyse et la fermentation alcoolique (Bouix et Leveau, 1993), et les 

déficiences en pyridoxine et acide pantothénique (incorporé dans les coenzymes A) 

peuvent altérer le métabolisme de la levure (Jackson, 1994). 

2.6. Conditions physico-chimiques 

Outre les exigences nutritives, le développement microbien est sous la 

dépendance de paramètres environnementaux créés autour de lui par son milieu. Les 

levures tolèrent de larges gammes de pH (de 3 à 8), et la température optimale de leur 

culture se situe entre 25 et 30°C. 

2.7.  Oxygène  

Le développement de la levure et la fermentation ne sont pas possibles en 

l’absence complète d’oxygène ; il n’y a pas de levures anaérobies strictes (Bouix et 

Leveau, 1993). 

Une anaérobiose partielle augmente l’utilisation du glucose par la levure et 

améliore sa production de biomasse et sa capacité fermentaire, en permettant la 

biosynthèse des stérols et des acides gras insaturés à longues chaînes constitutifs des 

membranes (Charpentier, 1993). 

2.8. Ethanol 

Selon les souches et l’état physiologique de la culture, l’éthanol est toxique pour 

des concentrations de 8 à 18 % en volume et peut entraîner la mort des cellules 

(Charpentier, 1993).  

Les molécules d’éthanol vont se substituer aux molécules d’eau à l’intérieur de 

la membrane plasmique, réduisant ainsi sa fluidité et sa perméabilité et entraînant une 

inhibition du transport de substrat Strephaiano et Delia-Dupuy, 1996).  
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Toutefois, les levures ont la possibilité de corriger l’action de l’éthanol en 

augmentant la proportion d’acides gras insaturés à longue chaîne et des stérols 

membranaires (Charpentier, 1993). 

3. Généralités sur les Biomarqueurs : 

Selon Lagadic et al. (1997), les biomarqueurs sont "des changements 

observables et/ou mesurables au niveau moléculaire,  biochimique, cellulaire,  

physiologique ou comportemental, qui révèlent l'exposition présente ou passée d'un 

individu à au moins une substance chimique à caractère polluant". 

Certains pesticides peuvent pénétrer dans les organismes. Ils se répartissent alors 

au sein des tissus où ils interagissent avec diverses molécules biologiques. Les 

interactions moléculaires se traduisent par une (ou des) variation(s)  de paramètres 

biochimiques, lesquels peuvent alors être utilisés comme biomarqueurs de l'exposition 

de l'organisme aux  toxiques. 

Certains changements biochimiques peuvent avoir des effets physiologiques sur 

les individus. Lorsqu’un grand  nombre d'individus est affecté, les effets des toxiques 

sont  décelables au sein des  populations  dont  les performances écologiques  (taux de 

croissance, expansion, efficacité d'utilisation  des ressources, adaptabilité...) peuvent 

être perturbées.  

A terme, les déséquilibres causés par la disparition ou, au contraire, l'expansion 

excessive de quelques populations (bioindicateurs) peuvent se répercuter sur l'ensemble 

des communautés, modifiant ainsi le fonctionnement de l'écosystème dans son ensemble 

(Vasseur et Cossu-Leguille, 2003). 

Il est fréquent que les biomarqueurs soient répartis en trois catégories : les 

biomarqueurs d’exposition à un xénobiotique, les biomarqueurs d’effets de l’exposition 

et les biomarqueurs de sensibilité aux effets provoqués par l’exposition (Setac, 1992).  

Les biomarqueurs d’exposition indiquent que le polluant a pénétré dans 

l’organisme. Ils correspondent fréquemment au résultat de l’interaction du polluant avec 

des molécules biologiques présentes dans l'organisme intoxiqué : métabolites 

spécifiques de la conjugaison au glutathion ou à d'autres substrats endogènes (Lagadic 

et al., 1997 ; 1998).  

Les biomarqueurs d’effet permettent de montrer que le polluant a pénétré dans 

l'organisme, qu'il s'est éventuellement réparti entre les différents tissus et qu'il a interagit 

avec une ou des cibles biologiques (Garric et al., 2010). 
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De nombreux paramètres utilisés comme biomarqueurs joueraient un rôle 

fonctionnel dans l'organisme, y compris parfois en l'absence de contaminants 

(Depledge, 1994).  

Pour des faibles concentrations individuelles de toxique et/ou si l'exposition est 

brève (paramètres variables selon l'espèce, l'âge, le stade de développement, etc.), les 

biomarqueurs contribuent essentiellement au maintien de l’homéostasie de l’organisme. 

Lorsque la concentration et/ou la durée d’exposition augmentent, certains 

biomarqueurs interviennent pour compenser l’action des contaminants, notamment en 

limitant leur toxicité (biomarqueurs de compensation: EROD, métallothionéines par 

exemple) (Depledge, 1994).  

D’autres biomarqueurs, au contraire, reflètent l'action toxique des contaminants 

(biomarqueurs de non-compensation : inhibition de l'AChE, formation d’adduits aux 

macromolécules par exemple).  

Pour des concentrations plus élevées et/ou des durées d’exposition plus 

importantes, les biomarqueurs de compensation ne suffisent plus à limiter l’action des 

polluants toxiques, et l’état de santé des individus se dégrade de façon fréquemment 

irréversible ; l’issue est alors fréquemment fatale, même lorsque l’exposition a cessé 

(Depledge, 1994).  
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Le tableau suivant montre les biomarqueurs biochimiques et moléculaires 

courants pour une recherche d’exposition et/ou d’effet (Vasseur et Cossu-Leguille, 

2003). 

Tableau 1 : biomarqueurs biochimique et moléculaire (Vasseur et Cossu-

Leguille, 2003). 

 

 

 

4. Généralités sur la paramécie : 

La paramécie est une espèce eucaryote unicellulaire facile à cultiver, sa taille 

permet de suivre à faible grossissement le cycle cellulaire, la conjugaison, le 
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comportement, la sécrétion, la morphogenèse, et les mutations touchant une gamme de 

fonctions cellulaires. Plusieurs particularités biologiques en font d’une part, un modèle 

de choix et d’autre part, le processus d’autogamie, qui produit des clones 100% 

homozygotes, simplifie l’analyse toxicologique. 

C’est l’un des premiers organismes unicellulaires à avoir été observé au  

microscope. Depuis lors, sa facilité de culture, sa grande taille (120 μm de longueur en 

moyenne et 48 μm de largeur environ), la facilité d’observation de ses fonctions 

cellulaires variées en ont fait un modèle d’étude privilégié.  

C’est une cellule allongée à la forme d’une pantoufle, dont l’extrémité antérieure 

est arrondie et l’extrémité postérieure effilée. Cette cellule de grande taille (à peu près 

130μm) a une polarité dorso-ventrale, la face ventrale étant reconnaissable par la 

présence d’une grande invagination correspondant à l’appareil oral. Sur la face dorsale 

se trouvent deux vacuoles pulsatiles (fig.2) (Gogendeau, 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure2 : Présentation de la paramécie 

Vue d’une paramécie en microscopie électronique à balayage : la ciliature d’une paramécie 

vue en immunofluorescence (anticorps anti-tubuline) et vue en contraste de phase 

(Gogendeau, 2005). 

 

La paramécie, polarisée et asymétrique, présente de nombreux organites 

différenciés ayant  des fonctions très spécialisées : le goulet de phagocytose permet 

l’ingestion des bactéries, le cytoprocte (ou anus cellulaire) est nécessaire à l’expulsion 

des déchets, et les vacuoles pulsatiles servent à réguler l’osmolarité.  
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Une des plus grandes caractéristiques de la paramécie est la présence de milliers 

de cils vibratoires sur sa surface, permettant la locomotion et la nutrition (Fig. 3). La 

paramécie possède également une voie de sécrétion régulée, la voie d’exocytose, des 

trichocystes, moyen de défense contre ses prédateurs, ainsi qu’un cortex complexe  

(Sonneborn, 1974). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3  Structure d’une paramécie 

(Bricheux et Brugerolle, 1986). 

 

Locomotion respiration et nutrition de la paramécie : 

Les cils sont le mode de locomotion des paramécies. Ces dernières peuvent 

diriger les battements de leurs cils pour se déplacer en avant ou en arrière dans un 

mouvement spiralé, une paramécie peut effectuer un brusque retrait au contact d’un 

obstacle (Cohen, 2007). 

Les paramécies sont avides d’oxygène, leur respiration se fait par des échanges 

gazeux avec l’environnement exclusivement par la surface corporelle car présentant un 

rapport surface / volume donc surface / masse corporelle élevé (Wehner et Gehring, 

1995). 

La paramécie porte sur sa face ventrale une vaste dépression ciliée, qui s’élargit 

en un vestibule donnant accès au péristome (cavité buccale).  
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Le cytostome s’ouvre au fond de celui-ci et débouche sur le cytopharynx. Les 

particules alimentaires y sont englobées au sein de vacuoles digestives qui migrent 

ensuite dans le cytoplasme. Durant ce transit, les aliments sont digérés.  

Les déchets non assimilables sont déversés dans le milieu extérieur au niveau du 

cytoprocte (Bricheux et Brugerolle, 1986). 
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Chapitre 1 : Stress oxydatif du ZnO sur les 

levures 

Les levures S. cerevisiae sont d’excellents modèles  alternatifs particulièrement 

adaptés aux études toxicologiques des produits chimiques tels que les métaux lourds 

(Kungolos et al., 1999. Ce sont des organismes unicellulaires eucaryotes dont le 

caractère diploïde (cas des levures Saccharomyces cerevisiae) les rapproche plus des 

espèces supérieures que les bactéries. 

4.1. Matériel biologique : 

 

Le matériel biologique utilisé dans cette étude est un champignon eucaryote 

unicellulaire, la levure de boulanger (Saccharomyces cerevisiae), de forme variée, 

caractéristique du genre car la forme peut varier assez largement selon les étapes du 

cycle biologique et les conditions du milieu (Bocquet, 1993).  

La classification systématique de la levure est la suivante : 

Domaine : Eucaryotes 

Règne : Fungi 

Embranchement : Mycétes 

Division : Ascomycota 

Sous-division : Saccharomycotina 

Classe : Saccharomycetes 

Ordre : Saccharomycétale 

Famille : Saccharomycetaceae 

Genre : Saccharomyces 

Espèce : Saccharomyces cerivisiae. 
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4.2. Matériel chimique : 

Le xénobiotique utilisé est l’oxyde de zinc (ZnO) (diamètre 25nm) préparé et 

fourni par le Pr. A. DJEKOUN du Laboratoire de Magnétisme et de Spectroscopie des 

Solides de l’Université Badji Mokhtar, Annaba.  

4.2.1. Préparation des nanoparticules de ZnO : 

L’oxyde de zinc est un composé chimique de formule « ZnO » qui se présente 

généralement sous la forme d'une poudre blanche communément appelée « zinc blanc » 

ou « blanc de zinc » non soluble dans l'eau. Ce solide est utilisé dans de nombreuses 

applications, telle que la fabrication de verres, de céramiques, dans la formation 

d'eugénate, dans la composition d'aliments et de crèmes solaires.  

La poudre de ZnO élémentaire (pureté 99,99%) est utilisée comme matière de 

départ. Le processus d'alliage mécanique est effectué dans une haute énergie broyeuse 

planétaire (Fritsch Pulverisette 7) à température ambiante dans une atmosphère d'air.  

La poudre mélangée est scellée dans des flacons cylindriques à billes en acier 

inoxydable. Le poids total des poudres est de 2 g, le rapport bille à poudre poids est de 

20: 1. La vitesse de rotation du flacon est de 500 trs /min.  

La poudre est broyée pendant 3 heures par périodes successives de 30 min avec 

une pause de 10 min entre chaque période afin d'éviter un chauffage excessif au cours 

du broyage et de limiter l'adhérence des poudres sur les parois des flacons.  

4.2.2. Concentrations de ZnO utilisées : 

Une solution mère concentrée (1mg de ZnO/ml) est préparée dans de l’eau 

déminéralisée, agitée aux ultra sons pendant 30 min (100W, 40KHz) et conservée à 

l’obscurité à 4°C.  

Après plusieurs essais, différentes dilutions sont effectuées afin d’obtenir les 

concentrations de traitement suivantes : 0, 5, 10, 20, 50 et 100 µg/ml. Le traitement se 

fait après les deux heures d’agitation, et les dosages se font après 1heure de traitement. 

4.2.3. Lavage des levures : 

Un lavage est préconisé avant tout essai expérimental afin d’éliminer toute trace 

de substrat dans le milieu (Pol, 1997). Le protocole de lavage s’effectue comme suit : 
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- Préparer une suspension de levure dans du NaCl à 9g/l et agiter au vortex. 

- Centrifuger la suspension à 3000 tours / minute pendant 5 min et éliminer le 

surnageant. 

- Recommencer l’opération deux à trois fois. 

4.2.4. Milieu de culture et culture des levures : 

Le milieu de culture utilisé est un milieu sélectif pour la respiration composé de 

10g d’extrait de levure, 0,25g de glucose, 25ml de glycérol, QSP 1000 ml avec un 

tampon phosphate pH 6,2. Mettre les levures en suspension dans le milieu de culture à 

raison de 1g/100ml sous agitation douce et oxygénation pendant 2h à 27°C. 

4.3. Etude physiologique et polarographique des levures : 

4.3.1. Cinétique de croissance des levures : 

La cinétique de croissance est réalisée sur des levures témoins et traitées à 

différentes concentrations de ZnO selon la méthode de Pol (1997) qui repose sur la 

mesure de la densité optique DO en fonction du temps, à une longueur d’onde de 

620nm. Chaque aliquote est observé au microscope photonique (Leica DL.1000) aux 

grossissements 40 et 100. 

4.3.2. Pourcentage de réponse : 

Le pourcentage de réponse est obtenu selon la méthode de Wong et al., (1999) 

grâce à la formule suivante : 

%𝑅 = 100 ∗
𝑁𝑡 − 𝑁𝑝𝑐

𝑁𝑡
 

Nt : DO des cellules témoins 

 Npc : DO des cellules traitées par le ZnO à la concentration c.  

Les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance, tandis que les 

valeurs positives traduisent une inhibition de la prolifération. 
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4.3.3. Etude polarographique : 

L’activité respiratoire des levures est mesurée à l’aide d’une électrode à 

oxygène, plus communément appelé électrode de Clark selon la méthode de (Djebar et 

Djebar, 2000). 

 L’oxygraphe Hansatech est constitué d’une cellule de réaction cylindrique à 

volume réglable (0,2 ml à 2,5 ml), baignant dans un bain marie avec un système de 

circulation d’eau, permettant une bonne visibilité de l’échantillon et un contrôle 

excellent de la température (ajustée à 25°C). La cellule de réaction renferme un 

agitateur magnétique assurant une homogénéité adéquate du milieu réactionnel (Fig.4) 

(Hansatech Instrument Ltd, 2002). 

 

   

Figure 4: Oxygraphe Hansatech  

(Laboratoire de Toxicologie Cellulaire Annaba) 

Le système est composé d’une cathode en platine et d’une anode en argent. Ces 

deux électrodes sont reliées par une solution saturée de KCl servant d’électrolyte. Elles 

sont séparées par une membrane semi-perméable (imperméable à l’eau et aux ions mais 

perméable à l’oxygène dissous dans le milieu). La concentration initiale de l’oxygène 

qui est en équilibre avec l’atmosphère est estimée à 240 nmoles/ml. La consommation 

d’oxygène est évaluée à partir de la concentration d’O2 mesurée dans le milieu. 

4.4. Dosages biochimiques : 

4.4.1. Extraction des métabolites : 

L’extraction des glucides, lipides et protéines des levures a été réalisée selon le 

procédé de Shibko et al ,.(1966) selon la figure suivante : 
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Protéines Totales 
Bradford, 1976 

 

Agitation 

1 ml de NaOH (0,1 N) 

Culot II Surnageant II 

Lipides totaux 
Goldsworthy et al., 1972 

Centrifugation (5000 tours/min. pendant 10 min.) 

Surnageant I 

Glucides totaux 
Duchateau et Florkin, 1959 

 

Centrifugation (5000 tours/min. pendant 10 min.) 

Broyage (Ultra-sons) 

1 ml (TCA 20%) 

1 ml éther / chloroforme (V/V) 

Culot I 

Levures Témoin et traitées 

Figure 5: Extraction des glucides, lipides et protéines des levures  

témoins et traitées au ZnO selon Shibko et al., 1966. 
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4.4.2. Dosage des protéines totales : 

La concentration des protéines est estimée par colorimétrie selon la méthode de 

Bradford (1976)  en utilisant le bleu brillant de Coomassie comme réactif.  

Le principe de la méthode est basé sur la fixation d’un colorant acide (bleu de 

Comassie) sur les protéines au niveau des résidus basiques et aromatiques ce qui 

provoque une coloration bleue qui est mesurée à 595nm en utilisant une solution 

d’Albumine Bovine (1 g/l) comme standard. 

4.4.3. Dosage des glucides : 

Le dosage des glucides est réalisé selon la méthode de Duchateau et Florkin, 

1959. La coloration obtenue par le réactif à l’anthrone est quantifiée à 620 nm en 

utilisant une solution de glucose (10 mg/ml) comme standard. 

4.4.4. Dosage des lipides : 

Le taux de lipides est déterminé selon la méthode de Goldsworthy et al., (1972) 

qui utilise la vanilline comme réactif et une solution mère de lipides à 2,5 mg/ml 

comme standard.  

Le dosage est réalisé sur des prises aliquotes de 100µl d’extraits lipidiques de 

levures témoins et traitées ou de la gamme étalon auxquels on ajoute 1ml d’acide 

sulfurique. Après agitation et chauffage à sec à 100°C pendant 10 min, les tubes sont 

refroidis et 200µl sont repris dans 2,5ml du réactif à la vanilline. Les tubes sont agités et 

mis à l’obscurité pendant 30 min pendant lesquels une coloration rose se développe. 

L’intensité de la coloration est ensuite lue à une longueur d’onde de 530nm. 

4.5. Etude biochimique et enzymatique : 

Les différents dosages se font à partir d’un extrait de levures témoins et traitées 

au ZnO.  

Les levures sont homogénéisées aux ultra sons dans du tampon phosphate pH 

6,8. L’homogénat est ensuite centrifugé à 4°C pendant 30min à 9000 g et le surnageant 

obtenu est utilisé pour le suivi des activités enzymatiques de la Glutathion S-transférase 

(GST), de la Catalase (CAT), de la SOD totale et de la peroxydase ainsi que pour le 

dosage de la concentration du glutathion réduit (GSH) et de la production du 

malondialdéhyde (MDA).  
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4.5.1. Suivi  de l’activité catalase : 

Les catalases sont des enzymes qui interviennent dans la défense de la cellule 

contre le stress oxydatif en éliminant les espèces oxygénées réactives et en accélérant la 

réaction spontanée de dismutation du peroxyde d’hydrogène (H2O2), toxique pour la 

cellule, en eau et en oxygène moléculaire. 

La technique utilisée est décrite par Claiborne (1985) qui consiste à suivre la 

disparition du peroxyde d’hydrogène par action de la catalase selon la réaction 

suivante : 

2H2O2  2H2O + O2 

Le protocole de dosage s’effectue de la manière suivante :  

Pour 780 µl de tampon phosphate de sodium (Na2HPO4 100 mM, pH 7,5, 1mM 

EDTA, 1mM PMSF) on ajoute 200 µl de peroxyde d’hydrogène (H2O2 à 0,5 mM) et 20 

µl de l’extrait de levures témoin et traitées au ZnO préalablement préparé.  

Parallèlement, un blanc est utilisé contenant les mêmes composés mis à part 

l’extrait de levures qui est remplacé par 20 µl de tampon phosphate. Après 15 secondes, 

l’estimation de l’activité de la catalase s’effectue dans une cuve en quartz à 240 nm en 

mesurant l’absorbance toutes les 30 secondes à 5 secondes d’intervalle. 

Les résultats de l’activité catalase sont exprimés en µmoles de H2O2 

consommées/min/mg de protéines selon la formule suivante : 

Activité (µmoles/min/mg de protéines)  =
∆𝐷𝑂∗10

ɛ∗𝐿∗𝑋∗𝐹𝑑
 

∆DO : Pente de la droite de régression obtenue après hydrolyse du substrat en fonction 

du temps  

Fd : Facteur de dilution (égal à1) 

L : Longueur du trajet optique : 1 cm 

X : mg de protéines par ml de la fraction à doser 

ɛ : coefficient d’extinction molaire de la catalase (0,04 mmol/cm) 
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4.5.2. Suivi de  l’activité superoxyde dismutase (SOD) : 

La SOD est une métalloprotéine de détoxification qui a un rôle dans les 

mécanismes de défense contre les radicaux libres ; elle est responsable de la dismutation 

de l’anion superoxyde O2
.-

  en dioxygène O2 et peroxyde d’hydrogène H2O2. 

Le principe du dosage (Servais, 2004 et Barillet, 2007) repose sur la mesure de 

l’activité de la SOD en utilisant l’auto-oxydation du β-mercaptoéthanol en présence 

d’EDTA/MnCl2 comme générateur des anions superoxydes (O2
.-

) lors de la réaction.  

Ces anions vont provoquer l’oxydation du NADH. La SOD entre alors en 

compétition pour l’utilisation du O2
.-

qui tend à diminuer dans le milieu provoquant 

ainsi l’inhibition de l’oxydation du NADH. On estime alors que 50% d’inhibition 

correspondent à une unité d’enzyme.  

0,1ml de l’extrait enzymatique sont ajoutés à 1,3ml d’une solution composée de 

0,8ml de NADH (7,5mM), 0,5ml d’un mélange (V/V) EDTA (200mM)/MnCl2 

(100mM) et 16 ml de tampon phosphate pH 7,4.  

La réaction est déclenchée par l’ajout de 0,1 ml de β-mercaptoéthanol (10mM). 

L’absorbance est mesurée pendant 5 min après 0 et 20 min d’incubation à 340 nm (SOD 

totale). L’activité est exprimée en Unité/mg de protéines.  

4.5.3. Suivi de l’activité enzymatique Glutathion S-transferase (GST) : 

La mesure de l’activité enzymatique GST est déterminée selon la méthode de 

Habig et al., (1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST et un 

substrat, le CDNB (1-chloro 2, 4-dinitrobenzène) en présence d’un cofacteur le 

glutathion réduit (GSH). 

Le principe du dosage consiste à faire réagir 200 µl de l’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 à 340 nm dans un spectrophotomètre 

Jenway 3600 contre un blanc où l’extrait enzymatique est remplacé par 200 µl de 

tampon phosphate ou d’eau distillée.   

L’activité est déterminée selon la formule suivante : 
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Activité GST (µmoles/min/mg de protéine) =
∆𝐷𝑂/𝑚𝑛

ɛ∗𝑉∗𝑃
 

∆DO : Pente de la droite de régression obtenue après hydrolyse du substrat en fonction 

du temps 

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

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

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

 

4.5.4. Dosage du glutathion (GSH) : 

Le taux de glutathion réduit (GSH) est quantifié selon la méthode de 

Weckberker & Cory (1988), dont le principe repose sur la mesure colorimétrique de 

l’acide 2-nitro 5-mercaptique, résultant de la réduction de l’acide 5-5’-dithio-bis-2-

nitrobénzoique (DTNB) par les groupements thiol (-SH) du glutathion mesuré à 412 

nm. 

Le dosage s’effectue après homogénéisation des échantillons dans 1ml d’une 

solution d’éthyléne diamine tétra-acétique (EDTA). Afin de protéger les groupements 

thiols du glutathion, 0,8 ml d’homogénat subissent une déprotéinisation par addition de 

0,2 ml d’acide sulfosalycilique (ASS) à 25%.  

Le mélange, après agitation, est plongé dans un bain de glace pendant 15 min, 

puis centrifugé à 1000 tours/min pendant 5 minutes. 500 µl de surnageant sont 

récupérés auxquels on ajoute 1ml de tampon Tris/EDTA (0,02M, pH 9,6) et 0,025 ml de 

DTNB (0,01M). Après 5 minutes de repos nécessaire au développement et à la 

stabilisation de la coloration, la lecture des DO est effectuée à 412 nm et la quantité de 

GSH est calculée selon la formule :  

Taux de GSH (µmoles/mg de protéines) = 
∆𝐷𝑂

13,1
 * 

Vd

𝑉ℎ
 * 

𝑉𝑡

𝑉𝑠
 / mg de protéines 

∆ 𝐷𝑜: Différence de la densité optique obtenue après hydrolyse du substrat. 

13,1 : coefficient de la densité optique obtenue après hydrolyse du substrat. 
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Vd : volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation : 1ml (0,2ml ASS + 

0,8ml homogénat. 

Vt : volume total dans la cuve : 1,525ml (0,25ml surnageant + 1ml Tris/EDTA + 

0,025ml DTNB 

Vs : volume du surnageant dans la cuve (0,5ml) 

4.5.5. Mesure du taux de malondialdéhyde (MDA) : 

Le MDA est dosé selon la méthode colorimétrique de Draper et Hadley (1990) 

basée sur la réaction entre l’acide thiobarbiturique (TBA) et le MDA donnant un produit 

rouge brun dont l’intensité de la coloration est mesurée à 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 à 10000 tours/min. 500 µl du 

surnageant sont additionnés de 2,5 ml d’acide trichloroacétique à 20% (TCA) puis 

chauffés au bain marie à 100°C pendant 15 min.  

Après refroidissement dans un bain de glace, une centrifugation est effectuée à 

10000 tours/min pendant 10 min, puis 2 ml du surnageant sont alors prélevés auxquels 

on ajoute 1 ml de TBA.  

Un second chauffage à 100°C pendant 15 min est effectué et après 

refroidissement, 1,5 ml de butanol sont rajoutés. Après agitation, une dernière 

centrifugation (10000 tours/min pendant 10 minutes) est réalisée et 1 ml de surnageant 

butanolique renfermant les complexes TBA/MDA est récupéré.  

La lecture des absorbances est effectuée à 532 nm contre un blanc (1 ml de 

tampon Tris-HCl à la place de l’extrait butanolique). 

Le taux de MDA est déterminé selon la formule suivante : 

Taux (µmoles/mg de protéines) = 
∆𝐷𝑂

156
 * 

𝑉𝑡

𝑉𝑠
 / mg de protéines 

∆𝐷𝑂 : Différence de la densité optique obtenue après hydrolyse du substrat. 

156 : Coefficient d’extinction molaire du TBA 

Vt : Volume total dans la cuve : 1ml (butanol renfermant TBA/MDA) 
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Vs : Volume du surnageant utilisé dans le dosage : 0,5ml. 

4.5.6. Suivi de l’activité Peroxydase : 

Les peroxydases sont des enzymes de détoxication qui catalysent la 

transformation du peroxyde d’hydrogène en molécule d’eau et en oxygène en présence 

d’un substrat déterminé.  

Pour évaluer l’activité Peroxydase, nous avons préparé un mélange contenant 50 

mmol/l de tampon phosphate (pH 7,5), 20 mmol/l d’un substrat déterminé comme 

donneur d’électron, le guaïacol et l’ascorbate, afin de doser respectivement l’activité  

Gaïacol peroxydase (GPx) et Ascorbate peroxydase (APx) en présence de 0,1 ml 

d’extrait enzymatique.  

La réaction est initiée par l’addition de 40 mmoles/l de H2O2 et le changement 

d’absorbance est suivi à 470 nm pour le GPx et 290 nm pour l’APx. Les activités 

enzymatiques sont exprimées en Unités/mg de protéines.  

4.6. Analyses statistiques : 

L'analyse de la variance à deux facteurs contrôlés est utilisée pour estimer les 

différences signalées entre les paramètres étudiés.  

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins la déviation 

standard (m ± s). Les différences sont considérées comme significatives (P≤0,05); très 

significatives (P≤0,01) et hautement significatives (P≤0,001). 

Ce test est effectué en utilisant le logiciel d'analyse de traitement statistique des 

données: R i386. La différence entre les groupes témoins et traités est analysée en 

utilisant le test « t » de Student après contrôle de la normalité de la distribution des 

résultats.  
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5. Résultats 

5.1. Cinétique de croissance et consommation d’oxygène : 

5.1.1. Cinétique de croissance des levures : 

La figure (6) montre la croissance des cellules témoins et traitées par les différentes 

concentrations de ZnO. Nous remarquons que dès la 60ème minute, le nombre de cellules 

témoins augmente de manière exponentielle et atteint un plateau entre les 90ème et 

120ème minutes pour atteindre environ (30*106 cellules) avec une DO égale à environ 1 

puis décroit au delà de ce temps. La même évolution est observée chez les cellules 

traitées au ZnO mais une inhibition dose dépendante significative (P≤0,05) de la 

croissance cellulaire est observée. En effet le nombre de cellules lors de la phase 

exponentielle de croissance ne dépasse pas (20*106 cellules) pour les traités par 5 µg/ml 

de ZnO et est totalement inhibée pour la plus  forte concentration (100µg/ml). 

 

 

 

Figure 6. Effet des concentrations croissantes de ZnO sur la cinétique de croissance de 

Saccharomyces cerevisiae. 
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5.1.2. Pourcentage de réponse : 

La figure (7)  représente le pourcentage de réponse des cellules traitées au ZnO par 

rapport aux cellules témoins. Les résultats montrent une inhibition dose dépendante de 

la prolifération cellulaire significative (p≤0.05) dès la 1ère concentration puisque les 

pourcentages de réponse sont tous positifs chez les cellules traitées. 

 

 

 

Figure 7: Pourcentage de réponse des levures traitées à différentes concentrations de ZnO 

(m±s ; n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.1.3. Métabolisme respiratoire : 

La figure (8) représente les concentrations d’O2 dans le milieu de culture des 

levures traitées et témoins. Ainsi, toute diminution du taux d’O2 du milieu en fonction 

du temps indique en fait une consommation d’O2 par les levures. 

 Nos résultats montrent une augmentation de la consommation d’O2 chez les 

cellules traitées avec les  faibles concentrations (5 et 10 µg/ml)  de ZnO par rapport aux 

cellules témoins, alors qu’avec les fortes concentrations cette consommation diminue 

d’une manière dose dépendante jusqu'à s’annuler pour la concentration de 100 µg de 

ZnO/ml traduisant une mort cellulaire. 

 

  

Figure 8. Consommation d’oxygène (nmoles d’O2/ml de milieu de culture) chez 

Saccharomyces Cerevisiae témoin et traitées au ZnO. 
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5.2. Etude biochimique : 

5.2.1. Teneur en protéines totales : 

Le traitement des levures avec des concentrations croissantes de ZnO induit une 

augmentation significative (p≤0.05) du taux de protéines totales (atteignant plus de huit 

fois celle des cellules témoins pour les traitées avec les concentrations 50 et 100 µg/ml 

de ZnO (Figure 9). En effet, le taux de protéines des témoins ne dépasse pas 0,5 µg/ml 

alors qu’il atteint environ 4,5 µg/ml chez les traitées par 100 µg de ZnO suggérant 

probablement une augmentation de la synthèse des systèmes de détoxification. 

 

 

Figure 9: Concentration en protéines totales (µg/ml) des levures témoins et traitées au ZnO 

(m±s ; n= 3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.2.2. Teneur en glucides : 

La concentration en glucides des cellules traitées au ZnO (Figure 10) diminue 

significativement (P≤0,05) d’une manière dose dépendante et ce dès la concentration 20 

µg/ml. Pour la plus forte concentration de ZnO (100 µg/ml), le taux de glucides diminue 

d’environ 50% par rapport aux témoins. 

 

 

 

Figure 10: Concentration en glucides (µg/ml) des levures témoins et traitées au ZnO (m±s ; 

n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.2.3. Teneur en lipides : 

Le traitement des levures avec des concentrations croissantes de ZnO entraine 

une diminution des lipides dès la concentration de 10 µg/ml (Figure 11). Cette 

diminution est très significative (P≤0,01) car le taux de lipides diminue de 3 fois 

chez les traités par les plus fortes concentrations de ZnO (50 et 100 µg de ZnO/ml) 

par rapport aux témoins.  

 

 

 

Figure 11: Concentration en lipides (µg/ml) des levures témoins et traitées au ZnO (m±s ; 

n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.3. Etude biochimique et enzymatique : 

5.3.1. Evolution du taux de Glutathion réduit (GSH) : 

Le GSH réduit est un cofacteur des réactions de défense contre un stress 

polluant. Son utilisation accrue peut être la conséquence de l’action d’un xénobiotique. 

La figure (12) montre les concentrations en GSH chez les levures témoins et traitées 

avec des concentrations croissantes de ZnO. Nos résultats indiquent une diminution 

dose dépendante significative (P≤0,05) du taux de GSH comparativement aux taux 

enregistrés chez des cellules témoins. Ainsi, le taux de GSH est d’environ 6 µM/mg de 

protéines chez les témoins et il n’est que de 1µM/mg de protéines chez les traités par la 

plus forte concentration de ZnO (100µg/ml). 

 

Figure 12 : Concentration en GSH (µmoles/mg de protéines) chez S. cerevisiae témoins et 

traitées au ZnO (m±s ; n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.3.1. Evolution du taux de Malonedialdéhyde (MDA) : 

Le MDA est un produit issu de la peroxydation lipidique induite par l’action 

d’un xénobiotique sur les membranes. Contrairement au GSH, son augmentation traduit 

un effet toxique du ZnO sur les membranes. La figure (13) met en évidence l’effet du 

ZnO sur les concentrations de MDA chez les levures traitées comparativement à des 

levures témoins. Nos résultats mettent en évidence une augmentation significative 

(P≤0,05) dose dépendante du taux de MDA chez les traités et ce dès la concentration de 

10 µg de ZnO/ml et atteint plus de 20 fois celui des témoins pour la plus forte 

concentration (100 µg/ml). 

 

 

Figure 13 : Concentration en MDA (µmol/mg de protéines) chez S. cerevisiae témoins et 

traitées au ZnO (m±s ; n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.3.2. Suivi de l’activité  catalase (CAT) : 

La  Figure (14), met en évidence les variations de l’activité catalase chez les 

levures traitées aux ZnO. Nous constatons une induction de cette activité enzymatique à 

partir de la concentration de 20 µg/ml, cette induction se poursuit de manière 

progressive et dose-dépendante pour atteindre son maximum à la concentration 

100µg/ml (16 µM/min/mg protéines) alors que chez les témoins cette activité ne 

dépasse pas 5,8 µM/min/mg protéines.  

 

 

Figure 14: Activité de la catalase (µmol/min/mg de protéines) chez les levures témoins et 

traitées au ZnO (m±s ; n=3). 

 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.3.3. Suivi de l’activité Glutathion S-Transférase (GST) : 

 

La figure (15) illustre l’effet des ZnO-NPs sur l’évolution de l’activité GST. 

Ainsi, nous constatons que le traitement par les nanoparticules de ZnO induit une 

augmentation de l’activité GST d’une manière dose-dépendante et cela dès la 

concentration 10 µg/ml de ZnO-NPs. En effet cette activité enzymatique est 

d’environ 9nM/min/mg de protéines chez les traités par la plus forte concentration 

de ZnO-NPs (100 µg/ml) alors qu’elle ne dépasse pas environ 2 nM/min/mg de 

protéines chez les témoins. 

 

 

 

Figure 15: Activité de la Glutathion S-transférase (nmoles/min/mg de protéines) chez les 

levures témoins et traitées au ZnO (m±s ; n=3). 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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5.3.4. Suivi de l’activité Peroxydases (GPx et APx) : 

L’évolution des activités Gaïacol et Ascorbate peroxydases (GPx et APx) est 

illustrée dans la figure (16A et B). Nos résultats montrent que ces activités 

enzymatiques augmentent significativement (P≤0,05) chez les levures traitées dès la 

concentration 10 µg/ml comparativement à l’activité GPx et APx des cellules témoins 

qui ne dépasse pas respectivement 6,8 et 4,2 µM/min/mg de protéines. Cependant chez 

les traités avec la plus forte concentration de ZnO-NPs, l’activité GPx est multipliée par 

3, elle est de l’ordre de 22 µM/min/mg de protéines et l’activité APx est de 16 

µM/min/mg de protéines (6 fois plus importante).  

 

 

Figure 16: Activité de la peroxydase (A : GPx  et B : APx ; µmol/min/mg de protéines) chez les 

levures témoins et traitées au ZnO (m±s ; n=3) 
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5.3.5. Suivi de l’activité Super Oxyde Dismutase (SOD totale) : 

La figure (17)  met en évidence l’évolution de l’activité SOD chez les levures 

témoins et traitées avec des concentrations croissantes de ZnO. Nous remarquons que 

cette activité enzymatique  augmente de manière  significative (P≤0.05) et dose 

dépendante  chez les levures traitées et ce dès la concentration 20 µg/ml 

comparativement à l’activité SOD des cellules témoins. Cette augmentation est plus 

importante chez les cellules traitées avec la plus forte concentration de ZnO-NPs (100 

µg/ml) où cette activité enzymatique est de l’ordre de 42 Unités/mg de protéines alors 

que chez les témoins elle ne dépasse pas 5,2 Unités/mg. 

 

 

 

Figure 17: Activité de la Super Oxyde Dismutase (Unités/mg de protéines) chez les levures 

témoins et traitées au ZnO (m±s ; n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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6. Discussion  

L’étude des réponses biologiques des organismes soumis à différentes conditions 

environnementales est considérée comme une approche efficace d’évaluation de l’état 

du stress auquel sont soumis ces organismes. 

La cytotoxicité du ZnO sur différents types cellulaires a fait l’objet de divers 

travaux. En effet, les effets toxiques de divers NPs, dont le ZnO, ont été évalués, in 

vitro, sur différents modèles biologiques (algues,  crustacés,  poissons,  bactéries,  

levures,  nématodes,  protozoaires et  mammifère (Bondarenko et al., 2013, pour revue). 

Plus récemment, la phytotoxicité des NPs a également été démontrée (Peralta-Videa et 

al.; 2014; Rao et Shekhawat 2014; Yoon et al. 2014). 

Notre travail a pour but l’évaluation du stress oxydatif induit par les 

nanoparticules d’oxyde de zinc (ZnO-NPs) sur un modèle unicellulaire, la levure 

Saccharomyces cerevisiae.   

Pour cela, nous avons d’abord évalué la cinétique de croissance, le pourcentage 

de réponse et le métabolisme respiratoire ensuite nous aborderons les paramètres 

d’évaluation du stress oxydatif par la mesure de divers biomarqueurs.  

Effet du ZnO sur la croissance de S. cerevisiae: 

Le suivi de la cinétique de croissance est un excellent bioindicateur de la 

toxicité. Ainsi, Kasemets et al. (2009) ont mis en évidence  une inhibition de l’ordre de 

80% chez S. cerevisiae traité par 250 µg de ZnO. Une toxicité comparable a été 

démontrée également chez d’autres espèces traitées par le ZnO telle que, l’algue 

unicellulaire P. subcapitata et la bactérie V. fischeri (Heinlaan et al., 2008; Aruoja et 

al., 2009).  

Par ailleurs, Adams et al., (2006) ont observé une inhibition de 90% de la 

croissance de B. subtilis (bactérie Gram-positive) dès la concentration de 10 µg de ZnO 

alors qu’avec E. coli, il faut une concentration de 1000 µg/ml pour observer une 

inhibition de seulement 48%. Ces différences entre ces modèles cellulaires seraient 

dues, selon Kasemets et al., (2009) surtout à la nature de la paroi cellulaire et à la 

capacité des ions Zn2+ à pénétrer dans la cellule.  Bouaricha et al., (2012), ont 

également démontré une inhibition de la croissance des paramécies après traitement 

avec un insecticide -le Proclaim-  il en est de même concernant les travaux de  Saib et 

al., (2014), qui ont également mis en évidence l’effet inhibiteur de 3 

amidophosphonates de synthèse chez la paramécie et chez plusieurs autres espèces 

comme les algues (Franklin et al., 2007 ; Aruova et al., 2009 ; Ji et al., 2011 et 

Mingsheng et al., 2013), les crustacés (Blinova et al., 2009 et Mingsheng et al., 2013), 

les bactéries (Li et al., 2013) et les poissons (Zhu et al., 2008 ; Hao et Chen, 2012).  
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Nos travaux confirment cet effet inhibiteur du ZnO sur la croissance de la levure 

S. cerevisiae. Ce résultat est d’ailleurs conforté par le calcul du pourcentage de réponse, 

qui dans notre cas, met en évidence l’effet inhibiteur des ZnO-NPs sur la croissance des 

levures, puisque toutes les valeurs évaluées sont positives.  

Effet des ZnO-NPs sur le métabolisme respiratoire: 

Une des conséquences majeures de la toxicité  cellulaire, est l’altération des 

fonctions mitochondriales. Aussi, l’étude polarographique par la mesure de l’oxygène 

dissous dans le milieu, constitue ainsi un excellent indicateur d’un éventuel 

disfonctionnement du système respiratoire mitochondrial et un bon outil d’évaluation de 

la cytotoxicité (Haubenstricker et al., 1990). 

Plusieurs travaux ont mis en évidence une perturbation de la consommation d’O2 

induite par des xénobiotiques chez des cellules en culture tels que la levure S. cerevisiae 

(Djekoun, 2012) ou la paramécie ( Amamra et al., 2015). Ces auteurs stipulent que cette 

perturbation de la fonction respiratoire pourrait être liée à la fois à un effet toxique 

direct sur la mitochondrie mais également à l’induction des systèmes de défenses de 

l’organisme. Dans notre travail,  nous avons noté une inhibition de la consommation 

d’oxygène chez  Saccharomyces cerevisiae traitées par les plus fortes  concentrations de 

NPsZnO, ce qui pourrait s’expliquer par un effet toxique du xénobiotique testé et par la 

déplétion des multiples systèmes de défense cellulaire ,alors que pour les plus faibles 

concentrations de NPsZnO, la balance toxique/ système de défense est encore en faveur 

de ce dernier (Djekoun, 2012). 

Effet des ZnO-NPs sur le metabolisme des macromolécules : 

Après avoir évalué les effets des ZnO-NPs sur la cinétique de croissance et le 

métabolisme respiratoire des levures, nous nous sommes intéressées aux perturbations 

éventuelles du métabolisme de certaines macromolécules cellulaires( les protéines, les 

lipides, et  les glucides,) dont la perturbation est considérée comme un excellent 

indicateur d’une perturbation  métabolique chez les cellules (Mohammadkhani et 

Heidari, 2008 ; Djekoun, 2012).  

Les protéines sont les constituants majeurs de la cellule et toute fluctuation de 

leur taux peut être considérée comme une réaction au xénobiotique. Quand aux lipides, 

ils peuvent être oxydés par les radicaux libres pour produire des produits intermédiaires, 

tels que le MDA, qui pourrait à son tour réagir avec l'ADN (Marnett 2000 ; Downs et al 

2002).  

Ainsi, l’augmentation des teneurs en protéines cellulaires chez les levures 

traitées témoigne de l’induction des systèmes enzymatiques en vue de neutraliser la 

production des ROS alors que la diminution des lipides indiquerait une peroxydation 
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lipidique qui est confortée par l’augmentation de la teneur en MDA Le 

Malonyldialdéhyde (MDA) est le produit final de la peroxydation lipidique; par 

conséquent, la formation de MDA est considérée comme un indicateur général de la 

peroxydation lipidique (Downs et al. 2002). En accord avec les travaux de Saib et al, 

(2014). Cette diminution des lipides est également observée par Cheraiet (2014) qui 

indique que la diminution  du taux de  lipides serait due à la peroxydation des lipides 

membranaires. Les ROS peuvent interagir avec les protéines, les lipides, les glucides et 

l'ADN et causer des dommages (Livingstone, 2003 ; Marnett 2000). Par ailleurs, 

plusieurs  travaux  suggèrent une surproduction d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) 

qui semble être le mécanisme majeur de la toxicité des NPs (Sharifi et al., 2012). Ceci 

est d’ailleurs conforté par les travaux de Cheraiet (2014) qui met également en evidence 

une augmentation des  TBARS. 

La diminution de la concentration en glucides (nutriment énergétique et de 

réserve de la levure) dans les cellules traitées montre bien que le ZnO touche les 

principaux métabolismes dont le métabolisme énergétique. En effet la diminution de ces 

molécules proviendrait d’une activation de leur dégradation par la glycolyse en vue 

d’une libération d’ATP nécessaire au métabolisme de détoxification cellulaire, que les 

mitochondries ne peuvent plus approvisionner suite à l’atteinte de la chaine respiratoire 

(Djekoun 2012). 

Evaluation du stress oxydatif généré par les ZnO-NPs : 

 

Dans cette partie du travail, nous avons évalué l’activité des systèmes de défense 

de la cellule par le suivi de divers biomarqueurs cellulaires. Certains xénobiotiques 

peuvent pénétrer dans les cellules et interagissent avec diverses molécules biologiques. 

Les interactions moléculaires se traduisent par une (ou des) variation(s) de paramètres 

biochimiques, lesquels peuvent alors être utilisés comme biomarqueurs de l'exposition 

de la cellule aux toxiques (Cossu et al., 1997 ; Lagadic et al., 1998 ; Song et al., 2008). 

Les espèces réactives de l'oxygène (ROS) et le stress oxydatif qui en résulte sont 

responsables de graves perturbations cellulaires  ciblant particulièrement les 

macromolécules telles que l'ADN, les protéines, (Livingstone, 2001) et pouvant aller 

jusqu’à la mort cellulaire par apopotose.  

Les systèmes antioxydants sont en mesure d'éliminer les ROS induits par les 

polluants pour maintenir l’homéostasie cellulaire. Ils comprennent des systèmes 

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, comme par exemple, la superoxyde 

dismutase (SOD), la catalase (CAT), la glutathion S-transférase (GST), et le glutathion 

réduit (GSH) (Liu et al. 2010; McFarland et al. 1999; Zhang et al. 1990; Zhou et al. 

2004).  
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Les biomarqueurs qui ont été évalués dans cette étude sont impliqués dans les 

systèmes de métabolisation et de détoxification et sont fréquemment utilisés dans 

l’évaluation du stress oxydatif (Zheng et al., 2013).  

La concentration de Glutathion réduit (GSH) et de Malondialdéhyde (MDA) 

ainsi que l’activité enzymatique de la Glutathion S-Transférase (GST), de la Catalase 

(CAT), de la Superoxydedismutase (SOD) et des peroxydases (GPx et APx) ont ainsi 

été évaluées chez des levures témoins et traitées à des concentrations croissantes de 

ZnO-NPs. 

Le GSH, un tripeptide antioxydant, représente 90% des thiols non protéiques 

intracellulaires (Sen et al., 1992; Kidd 1997) et neutralise l’H2O2 cellulaire, l’O2
.-

, et les 

hydroperoxydes lipidiques par son groupement fonctionnel -SH (Reed et Beatty 1980). 

Les GST sont une famille d’enzymes de la phase II de biotransformation qui 

détoxifient les substrats xénobiotiques par voie de conjugaison avec le GSH pour 

produire des composés solubles moins toxiques (Wu et al., 2006), et ils jouent un rôle 

vital dans la protection contre le stress oxydatif (Zheng et al., 2013). 

La superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), et la peroxydase (APx et 

GPx) sont des enzymes qui permettent de contrôler les niveaux cellulaires des ROS 

(Weckx et Clijsters 1996). La peroxydase joue un rôle essentiel dans la neutralisation 

des ROS, alors que la SOD et la CAT agissent ensemble pour convertir l’O2
.-

  et H2O2 

en H2O et O2, ce qui entraine la diminution du contenu en radicaux libres de la cellule. 

Plus précisément, la SOD catalyse la réaction de dismutation du radical anion 

superoxyde, l’O2
.-

, pour former de l'oxygène moléculaire moins réactif, et la CAT 

convertit H2O2 en H2O et O2 pour empêcher le stress oxydatif et maintenir l'homéostasie 

de la cellule (Zheng et al., 2013). Ainsi, les activités accrues de SOD et CAT indiquent 

que l’O2
.-

 et l’H2O2 ont été formés au cours de l'exposition des levures au ZnO. 

La concentration en GSH cellulaire diminue d’une manière dose dépendante 

chez les levures traitées indiquant ainsi l’implication du GSH dans les mécanismes de 

détoxification enclenchés par la cellule. Ceci est d’ailleurs confirmé par la mesure de 

l’activité GST qui augmente considérablement dans les cellules traitées. Wang et al., 

(2009) ont également montré une augmentation de l’activité enzymatique GST sur des 

cellules de l’intestin grêle de porcelet traitées au ZnO et une diminution simultanée du 

taux de GSH, qui est également un cofacteur pour le système enzymatique à glutathion 

confirmant ainsi son importance dans la défense cellulaire contre le stress oxydatif.  

Plus récemment, Fernández (2013) a démontré que le ZnO induisait une toxicité 

sur des lignées cellulaires de poisson par la mesure de la fonction mitochondriale, de la 

croissance cellulaire, du stress cellulaire (test à la β-galactosidase), des espèces réactives 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0048969713002647
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de l'oxygène (ROS), du contenu en glutathion cellulaire total et de l’activité de la GST 

et Mwaanga (2014) a mis en évidence une augmentation de l’activité GST chez 

Daphnia magna traitée au ZnO. 

La catalase (CAT) est une enzyme de détoxification présente dans toutes les 

cellules aérobies. Son principal rôle est d’agir contre les concentrations élevées de 

peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui est généré soit par l’acétyle-CoA oxydase au cours 

de la béta-oxydation soit par la présence d’un stress oxydatif du à un xénobiotique. Le 

peroxyde d’hydrogène est ainsi dégradé en eau et en oxygène (Hiltuten et al., 2003). 

Nos résultats montrent que l’activité de la CAT augmente d’une manière dose 

dépendante chez les levures traitées. Ce résultat est conforté par les travaux de Daoud 

(2012) qui a montré une augmentation concomitante du niveau de malondialdéhyde 

(MDA) et de l’activité de la catalase dans la glande digestive de L. luteola traitée au 

ZnO.  

Cette augmentation du MDA est d’ailleurs retrouvée dans notre travail chez les 

levures traitées à toutes les concentrations de ZnO et ce d’une manière dose dépendante. 

Cette augmentation traduit une peroxydation lipidique par une atteinte de l’intégrité des 

membranes par les ZnO-NPs. 

L’évaluation des activités SOD et peroxydases (APx et GPx) montre des 

résultats qui vont dans le même sens que celles de la GST et de la CAT, c'est-à-dire, une 

augmentation dose dépendante de ces activités enzymatiques indiquant la production de 

peroxyde d’hydrogène ainsi que la mise en place des mécanismes de défense contre le 

stress oxydatif (Mouithys-Mickalad et al., 2004).  

Nos résultats  montrent clairement que le traitement de S. cerevisiae   par des  

nanoparticules de ZnO induit un stress oxydatif. 

Cette toxicité ainsi mise en évidence, nous a incité à nous pencher sur ses 

conséquences sur le génome et ce à travers l’évaluation de la génotoxicité du ZnO sur la 

levure S. cerevisiae. 
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Chapitre 2 : Etude génotoxique : Effet du 

ZnO sur l’ADN des levures 

1. Introduction : 

 

Mesurer la génotoxicité au niveau de l'ADN présente plusieurs avantages 

(sensibilité et temps de réponse courts). Les récents développements dans la technologie 

de marqueurs moléculaires ont fourni de nouveaux outils pour la topographie de l'ADN 

génomique afin de mettre en évidence divers types de dommages et de mutations de 

l’ADN des bactéries, des plantes, des animaux et des cellules humaines en culture 

(Atienzar et al., 1999).  

 

La technique de la RAPD est une réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) 

plus simple et plus rapide que les outils classiques de l'analyse génotoxique, car elle est 

capable de détecter non seulement des mutations ponctuelles, mais aussi des 

modifications temporaires dans l'ADN (Labra et al., 2003; Wolf et al., 2004).  

 

Malheureusement cette technique est impossible à réaliser pour la levure 

Saccharomyces cerevisiae car son génome est trop court. Mais on peut sélectionner des 

gènes de réponse au stress oxydant qui sont d'excellents biomarqueurs, et donc on peut 

vérifier si les NPs génèrent un stress oxydant.  

Pour cela, nous utilisons des couples d’amorces bien spécifiques à des gènes 

précis par la PCR quantitative (qPCR ou PCR en temps réel) qui est une méthode 

particulière de réaction en chaîne par polymérase permettant de mesurer la quantité 

initiale d'ADN.  

En réalité, la PCR quantitative mesure le nombre d'amplicon (portion d'ADN 

définie par un couple d'amorces) (Poitras et Houde 2002). 

 

  

https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_en_cha%C3%AEne_par_polym%C3%A9rase
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amplicon
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2. Matériels et méthodes : 

2.1. Traitement et préparation des levures pour la qPCR : 

Les mêmes concentrations de ZnO-NPs sont utilisées pour l’étude génotoxique 

de la levure à savoir 5, 10, 20, 50 et 100 µg/ml plus un témoin positif qui est le chlorure 

de cadmium, CdCl2 à 1 mM (112,4 mg/L) car sa toxicité élevée a été démontrée au sein 

même du Laboratoire de Biologie Moléculaire de l’Université de Bordeaux où nous 

avons effectué cette analyse génotoxique (Achard-Joris, 2005). 

Les tubes de levures témoin, témoin positif et traités sont directement 

centrifugés à 3000 tours/min pendant 5 min. Le surnageant est éliminé et les culots sont 

immédiatement stockés à -80°C (fragilité des ARN) en vue de l’extraction  des ARN. 

 

2.2. Choix des couples d’amorces : 

En 1996, Saccharomyces cerevisiae a été le premier eucaryote dont le génome a 

été séquencé. Entreprise considérable pour l'époque, le séquençage du génome de la 

levure nécessita la collaboration de 641 scientifiques répartis dans 96 laboratoires dans 

le monde. 

Leur travail fut coordonné par seize généticiens sous la supervision d’André 

Goffeau, alors Professeur à la Faculté d’ingénierie biologique, agronomique et 

environnementale de l'université Catholique de Louvain.  

Son génome de 16 chromosomes est composé de 13 millions de paires de bases 

et de 6 275 gènes. L'ensemble des données génomiques concernant Saccharomyces 

cerevisiae est donc connu (Goffeau et al., 1996). 

Nous avons sélectionné 6 gènes (couples d’amorces) pour cette étude:  

- 18S : gène référence : responsable du contrôle du message génétique en 

protéine.  

F-1422 : ATAACAGGTCTGTGATGC 

R-1631 : TACAAAGGGCAGGGACG 

Remarque : Un gène de référence (ou « standard ») est un gène dont l’expression ne 

varie pas quel que soit le stade de développement ou le traitement réalisé sur le tissu 

https://fr.wikipedia.org/wiki/1996
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eucaryote
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Universit%C3%A9_catholique_de_Louvain_%281834-1968%29
https://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome
https://fr.wikipedia.org/wiki/Paire_de_bases
https://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
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étudié. Il permet de normaliser les éventuels biais pouvant provenir des variations dans 

les erreurs de pipetage et des variations d’efficacité lors de la transcription inverse. On 

choisit généralement des gènes codant des protéines ayant des fonctions 

indispensables au bon fonctionnement cellulaire (structure du cytosquelette, protéine 

de la sous-unité ribosomale, protéine du métabolisme...) 

 

- RNR : gène responsable de la production et réparation des 

désoxyribonucléotides. 

ATATGGCTGCTGATCG : 2090-2105 

TCGGTAAGCGCAGATG : 2390-2375 

- ACT : gène responsable de l’actine. 

ACTATGTTACGTCGCCT : 645-661 

CAAAGCGGTGATTTCCT : 960-944 

- PRX : gène de la respiration. 

TTGCCACAGCACCTAT : 92-107 

CGTGGGACTCAACATCT : 249-267 

- KAR : gène caryogamie entre en jeu dans la reproduction. 

CAGCCAAATGTCCACC : 960-975 

CTGCACCGTATGCAAC : 1255-1240 

- GSH : gène responsable du glutathion.  

CGCCACTGGACTATGA : 1199-1214 

GAATACGCAGCGTTCT : 1460-1445 
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Figure 18 : différents couples d’amorces utilisés. 

Test d’efficacité des amorces : 

Les différents couples d’amorces utilisés sont testés en qPCR afin de vérifier leur 

efficacité. 

La vérification de l’efficacité des couples d’amorces est un test indispensable à 

réaliser en qPCR car sa connaissance est essentielle pour une interprétation exacte des 

données. La vérification se fait à chaque réception de nouveaux couples d’amorces. 

Idéalement, l'efficacité de l'essai doit être de 100%. Cela signifie que pendant la 

phase logarithmique de la réaction, le produit issu de la PCR est doublé à chaque cycle.  

Cependant, il arrive que le rendement soit inférieur à 100% et parfois même on 

observe des lectures de l'efficacité PCR au dessus de 100. 

L’efficacité des amorces est démontrée par un changement de 3,32 cycles entre 

10 dilutions de modèle (Kennedy 2010). 

La courbe standard modèle doit être quantifiée et ensuite diluée en série. Il est 

recommandé d’effectuer au moins 6 dilutions et des dilutions au 1:10 (en double ou 
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mieux en triple répétition) pour une plus large gamme de linéarité et pour une plus 

grande confiance dans les données, surtout si un point de données retombe pour une 

raison inconnue.(Tableau 1) 

  

Tableau 1: Exemple d’une micro plaque qPCR pour le test d’efficacité des amorces. 

 18S GSH RNR PRX ACT KAR H2O      

10-1 * * * * * * *      

10-2 * * * * * * *      

10-3 * * * * * * *      

10-4 * * * * * * *      

10-5 * * * * * * *      

10-6 * * * * * * *      

10-7 * * * * * * *      

10-8 * * * * * * *      
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Figure 19 : micro plaque pour qPCR  

Les résultats sont obtenus sous forme de Ct et une droite est tracée pour 

déterminer leur  efficacité.  

On détermine l’efficacité E à partir de la droite de régression qui est du type : 

Y= aX + b 

E = 101/a 

 

2.3. Extraction de l’ARN : 

La pureté et l'intégrité de l'ARN isolé à partir de cellules de tissus ou de culture 

est essentielle pour une utilisation efficace dans des applications telles que la 

transcription inverse et la qPCR quantitative. 

Comme ces dernières années l'utilisation de l'amplification en tant qu'outil de 

recherche a augmenté, le besoin de méthodes permettant d'isoler rapidement l'ARN de 

haute qualité, sensiblement exempt de contamination d'ADN génomique, à partir de 

petites quantités de matériau (tissus et cellules en culture) de départ, a également 

fortement augmenté. 

Le Système Promega d'isolation de l'ARN a été conçu pour répondre à ces 

besoins avec une technique rapide et simple pour la préparation de l'ARN total purifié et 
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intact à partir de tissus, cellules cultivées, en moins d’une heure, en fonction du nombre 

des échantillons à traiter (Van Keulen et al., 2004). 

2.3.1. Préparation des solutions du kit : 

 -50ml tampon de lyse + 1ml β-mercapto-éthanol (4°C) 

 -58,8ml RNA lavage solution + 100ml Ethanol 95% (RT) 

 -5,3ml DNAse Stop solution + 8ml Ethanol 95% (RT) 

 - DNAse Lyophilisé avec H2O exempte de nucléase ; préparer des aliquotes de 

DNAse à raison de 5x50µl à conserver à -20°C. 

-préparer Ethanol 75%, RNase free dans de l’éthanol absolu et H2O, exemple: 

(50ml Ethanol 75% +35,7ml Ethanol absolu + 12,5 H2O)  

2.3.2. Protocole expérimental: 

Notre échantillon doit correspondre à une DO=1 pour 1ml. 

On additionne 175µl de phényl-chloroforme (conservation à -80°C pour une 

courte durée) avec 175µl de tampon de Lyse ainsi que 100µl bille en verre de 0.5mm, 

puis passer au vortex pour un broyage complet 5x30s. 

Remarque : cette opération doit se faire sous une hotte aspirante car le phényl-

chloroforme est très dangereux et libère une très forte odeur même en toute petite 

quantité. 

Une centrifugation à 13500 tours/min pendant 5min (RT) est effectuée puis le 

surnageant est récupéré dans un tube de 1,5 ml. Le surnageant est additionné de 450µl 

d’éthanol à 75% puis agité au vortex. 

Préparer les tubes + colonnes spécifiques au kit Proméga et verser le contenu du 

tube dans le nouveau tube + colonne Promega pour être centrifugé pendant 1min. 

Un lavage est nécessaire avec 600 µl de solution de lavage (pour éliminer la 

guanidine contenue dans le tube de lyse). 

Une première centrifugation est effectuée pendant 1 min puis une deuxième 

pendant 2 min (pour séchage des colonnes). 
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Rajouter 50 µl du mix précédemment préparé et mettre en incubation à 37°C 

pendant 15 min puis ajouter rapidement 200 µl DNAse Stope solution. 

NB : à cette étape, les tubes peuvent être laissés à 4°C pendant maximum 1 heure.  

Effectuer un lavage en rajoutant 600 µl RNA lavage solution puis centrifuger 

pendant 1 min, éliminer tout le contenu du tube, refaire un second lavage en rajoutant 

250 µl de RNA lavage  solution et centrifuger pendant 2 min. 

Placer les colonnes dans de nouveaux tubes de 1,5 ml stériles du kit Promega et 

rajouter 50 µl nucléase free water et centrifuger pendant 1 min. 

Jeter la colonne, les tubes contenant l’ARN pur sont stockés à -80°C. 

2.3.3. Vérification de l’ARN : 

L'électrophorèse à travers des gels d'agarose ou de polyacrylamide est la 

méthode standard pour séparer, purifier et identifier les fragments d'acide nucléique.  

L'emplacement de l'acide nucléique à l'intérieur dans le gel peut être déterminé 

en utilisant le colorant fluorescent intercalant bromure d'éthidium. 

 

 

Figure 20: Matériel pour l’Electrophorèse sur gel d’agarose  
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Les gels d'agarose ont une puissance et une plus grande gamme de séparation, de 

200 pb à > 50 kb, en utilisant des gels et équipements standard d'électrophorèse. Les 

ARN peuvent être séparés dans des gels d'agarose par électrophorèse en champ pulsé. 

Remarque : L’agarose est un polysaccharide obtenu à partir d'algues qui sont 

souvent contaminées par d'autres polysaccharides, des sels et des protéines, ainsi, 

différents fabricants peuvent modifier le niveau de contaminants et donc différents lots 

peuvent présenter des performances de l'agarose différentes. L'agarose peut être 

modifié chimiquement pour faire fondre le gel à faible température par addition de 

groupes hydroxyéthyle dans la chaîne du polysaccharide. 

Des gels d'agarose sont coulés en faisant fondre complètement l'agarose dans le 

tampon désiré, puis coulés dans un moule pour durcir. L'ARN est chargé négativement à 

un pH neutre et lorsqu’un champ électrique est appliqué, il migre vers l'anode. 

L’ARN conserve beaucoup de sa structure secondaire pendant l'électrophorèse 

que s’il est d'abord dénaturé. L'ajout de formaldéhyde pour le gel d'agarose maintient 

l'ARN dans sa forme linéaire (dénaturé). 

Le taux de migration est déterminé par la taille moléculaire de l'ARN. L’ARN 

linéaire devient orienté dans un champ électrique dans une position "en bout" et migre à 

travers la matrice du gel à une vitesse qui est inversement proportionnelle au log 

décimal du nombre de paires de bases.  

Les grandes molécules migrent plus lentement en raison d'une plus grande 

friction quand ils essayent de passer à travers la matrice du gel (Sambrook et al., 1989). 

 



Etude génotoxique 
 

70 
 

 

Figure 21 : migration des ARN par électrophorèse  

 

La vérification se fait via un lecteur spécifique BioRAD (Fig. 22) 

 

Figure 22 : Vérification sur le lecteur BioRad  
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2.3.3.1. Préparation du gel d’agarose à 1,5% : 

0,75g d’agarose sont mélangés avec 50 ml T.A.E puis chauffés jusqu'à 

ébullition. Ajouter 2,5 µl de Bromure d’éthyle et mélanger. 

Poser un barrage sur le socle de l’électrophorèse à l’aide d’un ruban adhésif, 

verser le gel, placer le peigne et laisser refroidir quelque instant à 4°C puis couvrir.  

2.3.3.2. Echantillon : 

 Mettre dans des micros tubes 5 µl d’ARN extrait et rajouter 3 µl EAU DEPC 

ainsi que 2µl de tampon de charge. 

2.3.3.3. Application : 

 10 µl de l’échantillon sont mis dans chaque puits sans oublier de mettre 5 µl de 

marqueur ou traceur dans le premier puits. 

 Electrophorèse : 80V pendant 40min  

 Lecture : BioRad UV à 80V pendant 40/min en Trans UV 

 

2.4. Transcription inverse de l’ARN vers L’ADNc : 

Cette étape permet d’obtenir des ADN complémentaires à partir des ARN. 

Le système de transcription inverse est un procédé qui comprend une 

transcriptase inverse et un ensemble optimisé de réactifs conçus pour une synthèse 

efficace d'ADNc en vue d'une amplification par PCR en utilisant un appareil spécifique 

eppendorf flexlid. (Fig. 23) 
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Figure 23 : Amplificateur PCR « eppendorf flexlid »  

 

Les composants du système de transcription inverse peuvent être utilisés pour la 

transcription inverse de l'ARN à partir des modèles de l'ARN total, la poly (A) + ARNm 

ou ARN transcrit synthétique synthétise de l'ADNc complet pour l'analyse reproductible 

de rare ou longue messages (Myers and Gelfand, 1991).  

Ces conditions ont été développées pour la synthèse d'ADNc ou pour la 

transition facile à spécifique du gène cible d'amplification. Jusqu'à 5 µl de la réaction de 

transcription inverse peut être directement amplifié en utilisant l'ADN polymérase 

(Bustin, 2000). 

2.4.1. Protocole expérimental: 

Préparation de micro tube de 100µl : 

Additionner 1µl digodt avec 1µl RP Et rajouter 10µl RNA purifié. 

Thermocycler : 

 -5’ à 70°C 

 -5’ à 4°C 

Placer les tubes dans de la glace 
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Préparation du mix : (sample+1) 

4 µl Grb sont additionnés de 1,5 µl MgCl2 25mM, 1 µl PCR Nucleotide Mix, 0,5 µl 

recombinant et 1µl Grt. 

Rajouter 8 µl du mix dans les micros tubes de 100 µl (Total volume 20 µl) 

Bien mélanger et placer dans le thermocycler. 

Thermocycler : 

 -5’ à 25°C 

 -1h à 42°C 

Les micros tubes contenant notre cDNA sont stockés à -20°C. 

2.4.2. qPCR: (Polymerase Chain Reaction) quantitative  

2.4.2.1. Principe : 

La PCR quantitative a été utilisée au cours de nos travaux pour évaluer l'effet 

d'une contamination aux nanoparticules de ZnO sur le niveau d'expression de certains 

gènes, 

 

La qPCR en temps réel repose sur la possibilité de suivre au cours du temps (« n 

temps réel») le processus de PCR à l’aide de la fluorescence.  

Les données de fluorescence sont collectées à chaque cycle de la PCR et 

représentent la quantité de produits amplifiés à cet instant.  

Plus l’échantillon est concentré en molécules cibles à l’origine, moins il faudra 

de cycles pour atteindre un point pour lequel le signal fluorescent est significativement 

supérieur au bruit de fond. Ce point est défini comme le Ct et apparaît en début de phase 

exponentielle.  

Cette quantification n’étudie donc pas la fin de la PCR et n’est donc pas affectée 

par les éléments limitants identifiés lors de la phase du plateau. Ce concept de Ct est à la 

base de la précision et de la reproductibilité de la technique 

Si l’on suit la fluorescence au cours du temps d’une PCR en temps réel, on 

observe une augmentation de cette fluorescence et donc du nombre de fragments PCR 

en 3 phases distinctes :  
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- Phase de bruit de fond : La quantité de fragment amplifié est insuffisante pour générer 

un signal fluorescent supérieur au bruit de fond (et donc la fluorescence générée).  

- Phase exponentielle : La quantité de fragment amplifié génère un signal fluorescent 

supérieur au seuil de détection de l’appareil, puis le nombre de produits amplifié double 

à chaque cycle. En coordonnées logarithmiques, cette phase est représentée par une 

droite.  

- Phase de plateau (ou de saturation) : certains composants de la réaction (et en 

particulier le nombre de molécules de Taq disponibles) deviennent limitants. Le 

système ne permet plus une amplification exponentielle. 

L’appareillage utilisé pour cette expérience est le « stratagène Mx3000 professionnel » 

(Fig. 24). 

 

 

 

Figure 24 : Stratagene Mx 3000 pro  

2.4.2.2. Préparation des couples d’amorces : 

Les couples sont préalablement préparés avec 2µl forword et 2µl reverse amorces 

auxquels on rajoute 96µl H2O RNA libre. 
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2.4.2.3. Préparation du total reactive mix: 

On additionne 10µl de Tp2 avec 7µl H2O RNA libre. 

Récupérer le cDNA du stockage -20°C. 

Allumer le stratagene MxPro 20mn pour chauffage de la lampe. 

Dans chaque puit on rajoute 17µl du reactive mix, 2µl Primer mix (20µM) préparé 

préalablement et 1µl de notre cDNA. 

Une plaque de 96 puits est utilisée pour chaque gène à raison de 10 répétitions par 

analyse (pour la précision et la fiabilité de nos résultats) (tableau 2) 

 

Tableau 2: Exemple d’une micro plaque qPCR pour le test d’efficacité des amorces. 

 18S 18S 18S 18S 18S  18S 18S 18S 18S 18S  

T 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

T+ 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

5µg/ml 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

10µg/ml 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

20µg/ml 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

50µg/ml 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

100µg/ml 1 2 3 4 5 * 6 7 8 9 10 * 

 * * * * * * * * * * * H2O 

 

Bien mélanger (aller retour) et centrifuger la plaque à 3000 rpm pendant 10s 

Placer la plaque dans le MxPro et régler les paramètres : 

 -cyber green avec courbe. 
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 -importer ou créer un profil thermal. 

 -lancer. 

L’expression différentielle des gênes nous indique la différence qu’il ya entre les 

gènes témoin et traités en question de gain ou de perte de sites d’hybridation. 

 RP : Random Primer. 

 GRB : Goscript reaction buffer. 

 GRT : Goscript reverse transcription. 

 

2.5. Analyse statistique : 

 

La distribution des résultats n’adhérant pas à la loi de normalité, l'analyse 

statistique relative aux nombres de sites d'hybridations est réalisée en utilisant le test 

non paramétrique U Mann-Whitney (P≤0.05) qui repose sur la comparaison des 

médianes.  La comparaison statistique des proportions est effectuée en utilisant un test 

binomial (n = 10) avec le logiciel R (The R Project for Statistical Computing).  
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3. Résultats : 

3.1. Vérification des ARN : 

 

 

 

Figure 25: Vérification des ARN sur gel d’agarose 

La figure (25) correspond à la lecture du gel d’agarose par UV, l’intensité de la 

couleur des gênes est proportionnelle à leur abondance et le traceur est un marqueur 

spécifique de gènes qui nous indique les type de gènes.  
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3.2. Efficacité des couples d’amorces : 

L’efficacité des couples d’amorces est représentée sur les figures  (26 et 27) : 

 

       

       

        

Figure 26 : Courbes d’évaluation de l’efficacité des amorces. 

 

La figure (26) représente les droites de régression pour chaque gène ce qui nous 

permet de calculer l’équation de la droite de régression et ainsi pouvoir calculer 

l’efficacité E selon la formule : E = 101/a. 
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 Efficiency E=10^(1/a) R2 

18S 2,0 0,998 

ACT 1,9 0,998 

GSH 2,4 0,977 

KAR 2,1 0,935 

RNR 2,0 0,848 

PRX 1,8 0,997 
 

 

Figure 27 : Efficacité des couples d’amorces 

 

La figure (27) représente l’efficacité calculée pour chaque gène. Le gène de 

référence (18S) montre une efficacité de 2 équivalente à 100%. Lorsque l’efficacité des 

amorces n’est pas égale à 2, cela doit impérativement être pris en compte lors des 

calculs.
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Les résultats de la PCR quantitative sont représentés dans le tableau (3) :  

Tableau 3: Expression relative des gènes de Saccharomyces cerevisiae témoins et traités au ZnO-NPs (Le gène référence est le 18S ARN 

ribosomal).  

 ACT GSH KAR RNR PRX 

Témoin 7,62E-05 ± 3,40E-05  
 

4,23E-09 ±   2,33E-09 
 

0,89E-06          ± 0,43E-06 
 

2,54E-08        ± 1,31E-08 
 

0,93E-05        ± 0,42E-05 
 

Cd Cl2 6,56E-05 ± 2,87E-05 
 

33,70E-09 ± 1,40E-09 * 
 

1,93E-06          ± 0,62E-06 * 
 

10,60E-08        ± 3,89E-08 * 
 

3,33E-05           ± 0,83E-05 * 
 

5µg/ml 7,77E-05 ± 2,28E-05 
 

3,62E-09 ± 1,31E-09 
 

0,60E-06            ± 0,28E-06 
 

1,39E-08        ± 0,478E-08 
 

0,82E-05         ± 0,25E-05 
 

10µg/ml 8,59E-05 ± 4,77E-05 
 

4,75E-09 ± 3,75E-09 
 

0,71E-06       ± 0,47E-06 
 

2,00E-08       ± 2,09E-08 
 

1,24E-05           ± 0,69E-05 
 

20µg/ml 13,70E-05 ± 1,30E-05 * 
 

10,20E-09 ± 1,07E-09 * 
 

1,07E-06         ± 5,04E-06 
 

2,32E-08       ± 1,01E-08 
 

1,07E-05           ± 0,28E-05 * 
 

50µg/ml 22,20E-05 ± 7,07E-05 * 
 

7,98E-09 ± 4,16E-09 * 
 

1,30E-06         ± 0,55E-06 
 

2,09E-08       ± 0,46E-08 
 

2,16E-05       ±          0,37E-05 * 
 

100µg/ml 30,80E-05 ± 6,40E-05 * 
 

15,00E-09 ± 7,48E-09 * 
 

1,61E-06         ± 0,67E-06 * 
 

5,41E-08       ± 0,54E-08 * 
 

3,56E-05       ± 0,79E-05 * 
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Les résultats du tableau (3) représentent l’expression relative des différents gènes des 

levures témoins, témoin positif et levures traitées à différentes concentrations de ZnO-NPs. 

L’évaluation s’effectue par la comparaison du nombre de sites d’hybridation entre un gène 

provenant d’une cellule témoin et un gène issu d’une cellule traitée au ZnO. Les variations du 

nombre de sites d’hybridation (supérieur ou inférieur au témoin) indiquent des dommages 

causés à l’ADN comme des mutations ou des délétions ou même des recombinaisons. 

Ainsi, il apparait que les gènes GSH, ACT et PRX (glutathion, actine et respiration 

respectivement)  montrent pour la concentration de 100µg/ml de ZnO, les plus importants 

gains de sites d’hybridations (respectivement de 4, 4 et 3,5 fois plus que l’expression des 

témoins). 

Cependant, des différences non significatives avec le témoin ne signifient pas qu’il n’ya 

pas d’effets car il se pourrait que le nombre de gains et de pertes de sites d’hybridation soit le 

même.  
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4. Discussion  

Précédemment, nous avons montré que le ZnO-NPs induisait un stress oxydatif 

sur les levures grâce à l’évaluation de divers biomarqueurs cellulaires.  

Pour que ce travail soit aussi complet que possible, nous nous sommes intéressés 

dans cette partie aux éventuels dommages causés par le ZnO-NPs sur l’ADN des 

levures par une étude génotoxique.  

En effet, le ZnO est connu pour être génotoxique chez deux invertébrés marins 

endobenthiques, le bivalve Scrobicularia plana et le ver Hediste diversicolor (Buffet, 

2012) et sur les cellules humaines (Lu et al., 2004 ; Sharma et al., 2009 ; Baert et al., 

2013 ; Kozmus et Potočnik, 2015).  

Les travaux portant sur la toxicité des NPs ont montré que ceux-ci induisaient 

une modification du profil génétique, comme l’apparition de nouvelles bandes en PCR, 

qui seraient dues à des mutations, des délétions ou des recombinaisons au niveau de 

l’ADN (Conte et al. 1998; Atienzar et al. 1999; Gupta and Sarin 2009).  

Les polymorphismes ainsi générés pourraient être dus aux fortes concentrations 

de ZnO-NPs qui induiraient les effets génotoxiques observés.  

La qPCR à partir de gènes spécifiques pour la mesure des dommages de l'ADN 

en utilisant une amplification ciblée, est un test largement utilisé pour mesurer l'intégrité 

des deux génomes nucléaires (Santos et al., 2006). L’utilisation de cette technique s’est 

révélée efficace pour l’étude de la réponse à court terme des différentes souches de 

Saccharomyces cerevisiae au stress hyperosmotique causée par l'inoculation dans les 

moûts de raisins (Noti et al., 2015).  

Cette technique a également permis la sélection et la validation de gènes de 

référence au cours de la fermentation alcoolique de Saccharomyces cerevisiae pour une 

étude génotoxique des levures en présence de sulfites (Nadai et al., 2015).  

Plus récemment, le gène de référence pour le suivi des altérations au niveau de 

l’ADN dans les leucocytes de patients asthmatiques avant et après la prise de traitement 

anti-asthme a été identifié et validé grâce à la qPCR (Kozmus et Potočnik, 2015) par la 

comparaison du nombre de sites d’hybridation de plusieurs gênes.  

 

http://www.theses.fr/16889758X
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0378111915007076
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0378111915007076
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0378111915007076
http://www.sciencedirect.com.www.sndl1.arn.dz/science/article/pii/S0378111915007076
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Cette technique s’avère donc efficace dans la détection d’effets génotoxiques des 

xénobiotiques sur des organismes de tous types en allant de la levure S. cerevisiae 

jusqu’aux cellules humaines avec la possibilité de cibler des gènes précis pour bien 

comprendre leur rôle et les effets induits par les xenobiotiques. 

Dans notre travail, lors de l’exposition des levures au ZnO-NPs, nous avions le 

choix entre le gène 18S ainsi que le gène de l’actine ACT pour leur utilisation comme 

gènes de référence, car les deux gênes sont connus pour être très résistants notamment 

au CdCl2.  

Cependant, lors de nos essais avec le ZnO, nous avons enregistré des altérations 

sur le gène de l’actine (par gain de sites d’hybridation) contrairement à ce qui a été 

observé avec le CdCl2, alors que le gène 18S s’est montré résistant au ZnO-NPs 

(probablement grâce à l’abondance du gène 18S chez la levure).  

Les résultats que nous avons obtenus à partir de la comparaison entre la création 

ou la perte du nombre de sites d’hybridation ont montré qu’il existait des dommages 

causés par le ZnO-NPs sur l’ADN.  

Le gène le plus touché, après le gène ACT, est le gène PRX qui est responsable 

de la respiration, ce qui explique l’arrêt presque total de la respiration à la concentration 

de 100 µg de ZnO/ml. L’effet du ZnO a été plus important sur le gène PRX que celui du 

CdCl2 qui est pourtant connu pour son effet génotoxique (Achard-Joris, 2005).  

Concernant le gène KAR, nous n’avons pas noté de différence significative au 

niveau des gains et des pertes des sites d’hybridation. Cependant, ce résultat ne signifie 

pas l’absence de génotoxicité car il se pourrait que le nombre de sites d’hybridation 

perdus soit égal au nombre de sites d’hybridation réparés.  

En effet, pour le mécanisme de réparation de l’ADN, le traitement au ZnO-NPs 

n’a pas eu d’effet génotoxique sur le gène responsable qui est le RNR3 sauf pour la plus 

forte concentration (100µg/ml) qui, au même titre que le CdCl2, induit un nombre de 

sites d’hybridation significativement plus élevé, ce qui indique probablement une 

mutation au niveau de l’ADN par gain de sites d’hybridation au niveau de ce gène. 

Enfin, pour les gènes GSH, nous avons enregistré un gain de 66,66% du nombre 

de sites d’hybridation, ce qui confirme la toxicité du ZnO. Cet effet sur le gène GSH est 

d’ailleurs retrouvé dans les travaux de Daoud et al., (2012) suite au traitement des 

escargots d'eau douce Lymnaea luteola par les ZnO-NPs.  
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Ainsi, nos  résultats montrent qu’au niveau moléculaire, les ZnO-NPs induisent 

une modification significative sur 80% des gènes choisis, ce qui confirme son effet 

génotoxique sur la levure S. cerevisiae. 

La qPCR est effectivement un outil adéquat pour l’étude d’impacts génotoxiques 

(adduits à l’ADN, cassures de l’ADN et mutations) sur divers organismes (Savva, 1996) 

par sa capacité de déceler des modifications au niveau de l’ADN génomique. 
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Chapitre 3 : Effets du ZnO sur la paramécie 

Paramecium sp. 

(Etude comparative entre Saccharomyces cerevisiae et Paramecium sp)  

La paramécie  est l’un des premiers organismes unicellulaires à avoir été 

observé au microscope et qui présente plusieurs avantages à son utilisation comme 

modèle alternatif.  

En effet, sa facilité de culture et d’observation de ses fonctions cellulaires ainsi 

que sa grande taille font de cette espèce un modèle d’étude privilégié pour la biologie 

cellulaire.  

 

1. Matériel et méthodes : 

1.1. Matériel biologique : 

Le matériel biologique utilisé dans notre étude est une souche sauvage de 

Paramecium sp  

La Classification systématique de Paramecium sp  est la suivante : 

Domaine : Eucaryotes 

Règne : Protista 

Embranchement : Ciliophora 

Classe : Oligohymenophorea 

Ordre : Peniculida 

Famille : Pameciidae 

Genre : Paramecium 

Espèce : paramecium sp. 
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1.2. Culture des Paramécies : 

Pour suivre pendant plusieurs semaines la descendance d'une paramécie et 

réaliser sa courbe de croissance, il est nécessaire de réaliser des cultures pures et de 

procéder à des repiquages périodiques avec un milieu de culture optimisé pour la 

croissance  de Paramecium sp. (Azzouz et al., 2011).  

 

1.3. Traitement au ZnO :  

Afin de comparer les effets du ZnO sur les paramécies avec ceux obtenus sur 

les levures, nous utilisons les mêmes concentrations de ZnO-NPs (5, 10, 20, 50 et 100 

µg/ml). 

1.4. Cinétique de croissance cellulaire   

La technique retenue dans ce travail est une méthode de comptage des cellules 

vivantes présentes dans chaque échantillon sous microscope photonique (grossissement 

x4 et 10). 

Dès la mise en contact du ZnO aux différentes concentrations avec le milieu 

cellulaire, une cinétique de croissance est suivie en fonction du temps: (0, 1, 2, 3, 4, 5, 

6, 24, 48 et 72 heures). 

Pour cela, 10 µl de chaque échantillon (témoin et traités) sont disposés sur 

lame puis 2 µl de solution de Lugol sont additionnés pour l’observation microscopique 

(Leïca DL 1000) à l’aide d’un compteur manuel. Le nombre de cellules vivantes 

correspond à la moyenne obtenue sur trois répétitions. 

 

1.5. Pourcentage de réponse : 

C’est un calcul qui évalue le nombre de cellules non viables, il est basé sur 

l’équation suivante:  

% 𝑑𝑒 ré𝑝𝑜𝑛𝑠𝑒 = [(NC-NE)/ NC] × 100 

Où : 

NC: Nombre de cellules témoins 
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NE: Nombre de cellules traitées. 

Les valeurs positives de pourcentage de réponse indiquent une inhibition de la 

croissance tandis que les valeurs négatives indiquent une stimulation de la croissance 

(Wong et al., 1999) 

 

1.6. Etude polarographique : 

La consommation d’oxygène des paramécies est mesurée selon la méthode de 

(Djebar et Djebar, 2000) précédemment décrite dans la 1ère partie. 

1.7. Dosages biochimiques : 

*Les protéines totales sont dosées  selon la méthode de Bradford, (1976).  

*Les extraits enzymatiques sont préparés de la même manière que pour les 

levures.  

Ainsi, les paramécies sont homogénéisées aux ultra sons dans du tampon 

phosphate pH 6,8. L’homogénat est ensuite centrifugé à 4°C pendant 30 min à 9000 g et 

le surnageant obtenu est utilisé pour le dosage de l’activité enzymatique de la GST 

selon Habig et al., (1974), du Glutathion réduit selon Weckberker & Cory (1988) et du 

Malondialdéhyde (MDA) selon Draper et Hadley (1990). 

1.8. Analyses statistiques : 

L'analyse de la variance à deux facteurs contrôlés est utilisée pour estimer les 

différences signalées entre les paramètres étudiés.  

Les données sont représentées par la moyenne plus ou moins la déviation 

standard (m ± s). Les différences sont considérées comme significatives (P≤0,05); très 

significatives (P≤0,01) et hautement significatives (P≤0,001). 

Ce test est effectué en utilisant le logiciel d'analyse de traitement statistique des 

données: R i386. La différence entre les groupes témoins et traités est analysée en 

utilisant le test « t » de Student après contrôle de la normalité de la distribution des 

résultats.  
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2. Résultats : 

2.1. Cinétique de croissance des paramécies : 

La cinétique de croissance des paramécies est représentée sur la figure(28). 

Nous constatons une croissance normale avec une phase exponentielle et un plateau 

chez les paramécies témoins. Cependant le traitement par le ZnO-NPs induit une 

inhibition dose-dépendante de la croissance. Ainsi, au temps 6h le nombre de cellules 

est de l’ordre de 900 cellules /ml et il n’est que de 500 à la plus forte concentration 

(100µg/ml).    

 

 

  

 

Figure 28 : Cinétique de croissance de paramécies témoin et traitées au ZnO. 
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2.2. Pourcentage de réponse : 

La figure (29) met en évidence les valeurs du  pourcentage de réponse des 

paramécies  suite au traitement par des concentrations croissantes de ZnO-NPs. Nous 

constatons que les valeurs du pourcentage de réponse sont toutes positives avec un 

maximum pour les plus fortes concentrations du xénobiotique. Ainsi ce paramètre varie 

de 10% pour la plus faible concentration à environ 91%    pour la plus forte 

concentration de ZnO.  

 

 

Figure 29. Effet des concentrations croissantes de ZnO sur le pourcentage de réponse de 

Paramecium sp.(m±s, n=3) 

 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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2.3. Etude du métabolisme respiratoire :  

La figure (30)  représente les concentrations d’O2 consommé dans le milieu  par 

les paramécies. Ainsi, constatons  une augmentation de la consommation d’O2 chez les 

cellules traitées avec la plus faible concentration  de ZnO NPs (5 µg/ml) par rapport aux 

cellules témoins avec respectivement (70nmoles/ml et 85nmoles/ml) après 10mn. 

Parallèlement nous constatons une diminution dose-dépendante de la  consommation 

d’O2 chez les traités  dès la concentration  10µg/ml et à  la concentration de100 µg/ml 

de ZnO la consommation d’O2 est quasiment nulle.  

 

 

 

 

Figure 30 : Consommation d’oxygène (nmoles d’O2/ml) chez Paramecium sp. Témoin et 

traitées au ZnO. 
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2.4. Evolution du taux de Malondialdéhyde (MDA) : 

La  figure(31) illustre l’évolution du taux de MDA  chez les paramécies 

témoins et traitées aux ZnO-NPs. Nous constatons  une augmentation significative 

(P≤0.05) et dose dépendante du taux de MDA. En effet, nous notons une augmentation 

du taux de MDA 40 fois plus importante chez les traités par la plus forte  concentration 

ZnO (100 µg/ml) par rapport aux témoins avec respectivement (6,8 et 0,2 µmoles/mg 

protéines). 

 

 

Figure 31 : Concentration en MDA (µmol/mg de protéines) chez Paramecium sp. témoins et 

traitées au ZnO (m±s ; n=3) 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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2.5. Evolution du taux de Glutathion réduit (GSH) : 

La figure (32) montre l’évolution du taux de GSH chez les paramécies témoins 

et  traitées au ZnO.  Nous constatons une diminution significative (P≤0.05)  et dose-

dépendante de ce paramètre. Ainsi, pour la plus forte concentration de ZnO, le taux de 

GSH est de l’ordre de 0,2 µmoles/mg protéines alors qu’il est de 6,8  µmoles/mg 

protéines chez les témoins. 

 

 

Figure 32 : Concentration en GSH (µmol/mg de protéines) chez Paramecium sp. témoins et 

traitées au ZnO (m±s ; n=3) 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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2.6. Suivi de l’activité Glutathion S-Transférase (GST) : 

L’activité de la GST évaluée chez les paramécies témoin et traitées (figure 33). 

Nos résultats révèlent une induction significative (P≤0.05)  et dose-dépendante de 

l’activité GST chez les traités par des concentrations croissantes de ZnO et ce par 

rapport aux témoins. Ainsi l’activité GST est de l’ordre de 0,8 µmoles/min/mg protéines 

chez les témoins alors qu’elle atteint environ 6 µmoles/min/mg protéines pour la plus 

forte concentration de ZnO(100µg/ml).  

 

Figure 33 : Suivi de l’activité GST (µmol/min/mg de protéines) chez Paramecium sp. témoins 

et traitées au ZnO (m±s ; n=3). 

 

 

* : Significative (P≤0.05). 

** : Très significative (P≤0.01). 

*** : Hautement significative (P≤0.001). 
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3. Discussion : 

Les principaux mécanismes décrits dans la littérature à propos du mode 

d’action des NPs sont principalement la dissolution des ZnO-NPs en  ions zinc (Zn2+), 

la génération d'espèces réactives de l'oxygène (ROS) et l’interaction directe avec les 

cibles biologiques (Ma et Diamond, 2013).  

Les trois mécanismes peuvent agir simultanément à des degrés divers selon les 

caractéristiques des cellules ou des organismes stressés par les NPs. 

Dans cette partie de notre travail, nous avons évalué la toxicité des 

nanoparticules de zinc sur un modèle alternatif de choix, en l’occurrence la paramécie. 

Pour cela, les biomarqueurs évalués portent sur la concentration du GSH et du MDA 

ainsi que sur l’activité GST. Parallèlement, la cinétique de croissance, le pourcentage de 

réponse et la consommation d’O2 ont également été mesurés. 

Concernant les paramètres physiologiques (croissance, respiration), les 

résultats indiquent clairement que le traitement au ZnO-NPs a été particulièrement 

stressant chez la paramécie. Ce résultat est en accord avec les travaux de Saib et al., 

(2014) ou encore Benbouzid et al., (2012) qui ont mis en évidence une perturbation de 

la croissance de la paramécie traités par des xénobiotiques tels que les phosphoramidate. 

D’un autre côté, l’induction de l’activité GST vient conforter la toxicité des ZnO NPs , 

car la présence de ce xénobiotique dans le milieu intracellulaire enclenche chez la 

cellule un certain nombre de mécanismes de défense dont le plus important n’est autre 

que le système enzymatique GSH/GST Djekoun, M. (2015). 

Nous avons également mis en évidence une augmentation du taux de MDA 

révélant ainsi une toxicité des ZnO-NPs à travers l’installation d’un stress radicalaire 

ayant pour conséquence une peroxydation lipidique dont le biomarqueur principal n’est 

autre que MDA. Ce résultat est en parfait accord avec celui de Saib et al., (2014), qui a 

travaillé sur des paramécies traitées par 3 amidophosphonates de synthèse. 

L’un des  mécanismes proposés pour expliquer la toxicité des ZnO-NPs,  est la 

dissolution des ions Zn2+, qui selon Kahru et al., (2008), peut expliquer leur 

cytotoxicité. En effet, la toxicité des nanoparticules de ZnO sur les bactéries Vibrio 

fischeri est causée par la libération d’ions Zn2+ dissous (Heinlaan et al., 2008). Plus 

généralement, Brunner et al., (2006) ont montré que la cytotoxicité de nanoparticules 

d'oxyde de métal (ZnO, CeO2, ZrO2, SiO2, Fe2O3) sur des cultures in vitro de cellules de 

mammifères est due à la solubilité de ces nanoparticules. 
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Dans le but de vérifier le degré de sensibilité des levures et des paramécies au 

traitement par les ZnO-NPs, nous avons effectué une comparaison de quelques 

biomarqueurs chez ces deux espèces. 

Cependant, concernant les levures, qui possèdent une paroi rigide empêchant la 

pénétration massive des ions Zn2+, la dissolution des ions Zn++   n’est pas le plus 

important (Kasemets et al., 2009). Ce serait plutôt la génération des ROS qui serait le 

plus impliquée dans la toxicité (Ma et Diamond, 2013). 

Le métabolisme respiratoire des paramécies, a été inhibé dès la concentration 

de 10 µg/ml alors que celle des levures ne l’a été qu’à partir de 20 µg/ml de ZnO 

laissant ainsi apparaitre une plus grande sensibilité des paramécies. 

Les résultats obtenus avec les biomarqueurs sont plus révélateurs de la 

sensibilité de la paramécie par rapport à la levure.  

Ainsi, nous avons relevé que les modifications portant sur les taux de GSH sont 

plus accentuées chez la paramécie (diminution de 9 fois chez la paramécie contre 

seulement 6 fois chez la levure, à la concentration de 100 µg/ml) par rapport à leurs 

témoins respectifs.  

Le taux de MDA montre une différence encore plus marquée avec une 

augmentation de 40 fois chez la paramécie par rapport au témoin contre seulement 25 

fois chez la levure, toujours à la concentration de 100 µg/ml. 

L’évaluation de l’activité GST (biomarqueur d’exposition et d’effet) conforte 

ces résultats, car nous avons noté chez la paramécie une augmentation de 10 fois 

supérieure à celle du témoin contre seulement  4,5 fois chez S. cerevisiae. 

 Nos résultats montrent, d’une part, que la paramécie subit un stress oxydatif 

identique à celui observé chez la levure, et d’autre part que la toxicité est plus élevée 

chez la paramécie comparativement à la levure. 

 Il est évident que si l’on veut réellement démontrer la prédominance de l’un 

des mécanismes d’action sur l’autre, d’autres investigations plus approfondies sont 

nécessaires et seront proposées en perspectives de ce travail.  

Il reste, cependant, que les résultats obtenus dans cette étude comparative 

laissent à penser que la dissolution des ions Zn2+ a une action plus importante chez la 

paramécie qui ne possède pas de paroi rigide comme de nombreuses cellules étudiées 
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telles les cellules de mammifères notamment (Brunner et al., 2006; Limbach et al., 

2007;.Karlsson et al., 2008). 

D’ailleurs, Kasemets et al., (2009), ont montré que la levure S. cerevisiae est 

relativement résistante aux nanoparticules de CuO et de ZnO comme d'autres 

organismes unicellulaires (bactéries, algues), qui, à priori, ont la capacité de s’opposer à 

l’influx des particules par rapport aux organismes utilisés dans les tests 

écotoxicologiques (Daphnia magna et T. platyurus) qui ingèrent les nanoparticules.  

Ces auteurs concluent que c’est la présence de la paroi cellulaire rigide des 

levures qui permet d’éviter l'absorption directe des nanoparticules.  

Ainsi, l’absorption des nanoparticules dans des cellules de mammifère a été 

démontrée pour divers types de cellules avec différents processus, y compris la 

phagocytose et l’endocytose. Les nanoparticules d'oxyde de métal, par exemple, une 

fois dans la cellule, peuvent se dissoudre libérant des concentrations néfastes d’ions 

dans la cellule (Limbach et al., 2007).  

Néanmoins, même si les cellules ont une paroi cellulaire rigide, la rupture de 

cette paroi cellulaire et de la membrane par les ions dissous et / ou le stress oxydatif 

provoqué par les nanoparticules, peut modifier la perméabilité de la membrane et 

augmenter la probabilité d'entrée des nanoparticules dans la cellule comme cela a été 

montré sur les bactéries Streptococcus agalactiae et Staphylococcus aureus traitées aux 

ZnO-NPs (Huang et al., 2008). 

Toujours selon ces auteurs, l’utilisation combinée de capteurs microbiens 

spécifiques aux métaux et des tests de toxicité permettront de différencier le rôle 

toxique des ions métalliques par rapport aux effets toxiques liés au stress oxydatif.  
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Conclusion générale : 

 Ce travail porte sur l’évaluation des effets des nanoparticules d’Oxyde de Zinc 

sur la levure Saccharomyces cerevisiae et la paramécie Paramecium sp.  

Dans une première partie, nous avons étudié le stress oxydatif généré par des 

concentrations croissantes de ZnO chez S. cerevisiae.sur certains  paramètres 

physiologiques. 

Dans une seconde partie, nous avons évalué la génotoxicité du ZnO chez  la 

levure grâce à la technique de la PCR quantitative (qPCR). 

Enfin, dans une troisième partie, nous avons évalué le stress oxydatif chez la 

paramécie afin de  comparer le comportement de différents modèles cellulaires 

alternatifs visàvis du xénobiotique testé (ZnONPs). 

Les paramètres physiologiques étudiés portent sur la croissance, le pourcentage 

de réponse et le métabolisme respiratoire aussi bien chez la levure que chez la 

paramécie. 

Plusieurs biomarqueurs ont été évalués. Chez la levure, nous avons mesuré la 

concentration en glutathion réduit (GSH), en malondialdéhyde (MDA), en protéines, en 

glucides et en lipides, ainsi que les activités enzymatiques catalase (CAT), glutathion S-

transférase (GST), superoxyde dismutase (SOD) et peroxydases (APx et GPx). 

Chez la paramécie, en plus des paramètres physiologiques, nous nous sommes 

limités à trois biomarqueurs, à savoir les concentrations de GSH et de MDA ainsi que 

l’activité GST. 

La génotoxicité a été mise en évidence par l’évaluation du nombre de sites 

d’hybridation acquis ou perdus de l’ADN des levures traitées aux ZnO-NPs par la 

qPCR. 

Les principaux résultats obtenus montrent clairement une toxicité des ZnO-NPs 

aussi bien chez la levure que chez la paramécie ainsi qu’un effet génotoxique du ZnO 

sur les levures. 

Le ZnO a significativement affecté les paramètres physiologiques chez la levure 

et la paramécie : ainsi, la croissance et le pourcentage de réponse sont significativement 

inhibés par les nanoparticules et ce d’une manière dose dépendante. 
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La consommation d’O2 est inhibée dès la concentration de 10 µg/ml chez la 

paramécie alors que celle de la levure n’est inhibée qu’à partir de 20 µg/ml. De plus, 

aux fortes concentrations, la respiration est inhibée aussi bien chez la levure que chez la 

paramécie. Ce résultat montre la sensibilité des paramécies par rapport aux levures vis-

à-vis des nanoparticules de ZnO. 

Cette sensibilité se retrouve également lors de l’évaluation des biomarqueurs du 

stress oxydatif. En effet, tous les biomarqueurs mesurés sont affectés par le traitement 

au ZnO et ce d’une manière dose dépendante.  

Les principaux résultats obtenus chez la levure montrent :    

- Une diminution de la concentration du GSH et une augmentation de la 

production de MDA traduisant la mise en place des systèmes de défense de la 

cellule et une peroxydation lipidique. 

- Une augmentation dose dépendante des activités enzymatiques anti oxydantes 

GST, CAT, SOD et peroxydases (APx et GPx) confirmant ainsi l’effet oxydant 

du ZnO sur les levures. 

 

Les mêmes résultats sont obtenus chez les paramécies traitées aux ZnO-NPs, à 

savoir : 

- Une diminution de la concentration du GSH 

- Une augmentation de la concentration du MDA 

- Une augmentation de l’activité GST. 

Cependant, les effets observés chez la paramécie sont sensiblement plus 

importants que ceux observés chez la levure, ce qui dénote d’une  plus grande 

sensibilité de la paramécie vis-à-vis aux nanoparticules. 

Par ailleurs, après avoir mis en évidence un stress oxydatif chez les levures 

traitées au ZnO, nous nous sommes intéressés à un éventuel effet génotoxique en 

évaluant le nombre de sites d’hybridation au niveau de quelques gènes chez la levure 

par qPCR et  nos résultats révèlent des dommages causés au niveau de quatre gènes sur 

les cinq évalués. 

Les deux principaux gènes qui ont été le plus affectés sont le gène de la 

respiration et le gène du glutathion. Ces deux gènes ont subi une forte augmentation du 

nombre de sites d’hybridation ce qui est synonyme soit de mutations soit de dommages 

génétiques. 
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Au final, il ressort de notre travail que les nanoparticules de ZnO génèrent, d’une 

part, un stress oxydatif chez deux modèles cellulaires alternatifs différents(les levures et 

d’une manière plus prononcée les paramécies), et d’autre part, un effet génotoxique 

touchant particulièrement les gènes responsables de la respiration et de la production de 

GSH. 

 

En perspectives : 

Les perspectives qui ressortent suite à ce travail s’orientent principalement sur 

l’étude du mécanisme d’action des NPs en général et du ZnO en particulier. Il nous 

semble intéressant, en effet, d’explorer la piste de la dissolution des ZnO-NPs en ions 

Zn2+ et leurs effets sur d’autres modèles cellulaires (bactéries, cellules végétales) afin de 

confirmer le rôle « protecteur » de la paroi rigide. 

Pour cela, il nous semble que la même approche sera effectuée avec non pas des 

NPs mais avec des ions Zn2+ sur les mêmes paramètres.  

De plus, une observation de la membrane cellulaire en microscopie electronique 

pourrait également être fructueuse pour  comparer les effets du ZnO et des ions Zn2+. 

Enfin, l’aspect génotoxique pourrait être développé sur d’autres gènes, 

notamment les gènes responsables des enzymes anti oxydantes.   
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