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Résumé

L6®t ude dersaddafofneutcd ®deles di sper s®s dans |
maj eur dont | 6un des enjeux est do®valuer | e
programme EnviiHorEc o de | 61 RSN a pour objectifs doé®y
et de mieuwxcomprendre les réponses biologiques induites suite a une bioaccumulation de ces
contaminants chez les organismes vivants. Une des approches proposées par ce programme
est de comparer |l es effets des radi o@®l ®ment
poll uants plus connus (en termes de sp®ci at
organismes) tels que les métaux (en particulier le cadmium). Une autre partie vise aussi a
discriminer la radiotoxicité de la chimiotoxicité de ces éléments radmaCette thése
s6inscrit directement dans ce projet.

Pour répondre a cette problématique, notre approche a visé dans un premier temps a
®t udi er |l es i mpacts du cadmium (Cd) sur di
Procambarus clarkjiretenuecmme esp ce mod | e. En effet, n a
ce métal sur les mitochondries, le fonctionnement a@hddnerespiratoire et sur les réponses
face a un stress oxydant (expressions transcriptionnelles et activités enzymatiques). Durant
cette étide, les génemit et atp6 codant respectivement pour la metallothionéine (une protéine
de stress) et | 6ATP synt has esdans GenBabk®ousléson ®s ,
num®r os dbébaccessions respectifs GUS20d¥68. 1 ¢
les impacts au niveau histologique. Nous avons tenté de lier ces effets entre eux et a la
bi oaccumul ation du Cd dans | es branchies et
Dans un second temps, nous avons étudié les mémes paranoddgigues aprés exposition
a différentes durées (4, 10, 30 et 60 jours) et concentrationsd(@®1 OM) de | 6ur ani
appliqué la méme démarche. De plus, nous avons essayé de différencier la ehikaio
radiotoxicité de ce radionucléide enexposhds | ot s dO6®crevi sses soi
233U (pr®sentant une activit® sp®cifiqgue pl
Enfin nous avons compar® | es eié@®euMiOjrddet Cd et
chronique (QL uM-60 jrs).

Nous avons démontré que le génigitait toujours surexprimé en présence du Cd dans
nos conditionetdageaxXpdsisteimbn e °tre un bon bi
P. clarkii. Nous avons mis en ®vi dentachonddges gracd abl U e t
Ssui vi des niveaux dobexpr eEs atpbnes coxl etqjuelgs nes n

m®cani sSsmes ddacti on de ces deux m®t au Xx ne S



avons aussi prouv® que | 6dde Gd@nace a & cgmpamasond e s
des niveaux dobébexpression de godiVMa)etm)etidescoden
réponses enzymatiques de la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et la
glutathion S transférase. Toutefois, $ggnptdmes des atteintes higtathologiques semblent

étre les mémes pour les deux métaux. En comparant les effets des métaux sur la survie des

®crevisses, nous avons conclu que | e Cd ®t ai
nous avons démontrgue | es effets toxiques de | 6U, a
l 6envir,cgomeé mpntus | i ®s ~ |l a chimiotoxicit® qi
avons d®montr® que |l es r®ponses mol ®cdul aires
stress chimiqgue i mpos® aux organi smes. Nous

| 6ensemble des g nes ®tudi ®s en tant gue bi

activités enzymatiques. Ce travail de thése @repe surtout d ass mo d ¢
transcriptionel s, r es p o nana.l lleconfirdeela néeeésitée t st

doapprofondir | 6® ude du profil ®cotoxique d
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Chapitre | -A

Contexte et objectifs
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Les écosystemes aquatiquesnt depuis longtemps menacés par les activités
anthropiques génératrices de pollutions (actielles ou chroniques)Avec l'urbanisation
croissanteet le fort développement économique de certains pays, lesdeggislluants sont
de plus en plugsnportants au niveau mondidejetés directement dans les eaux de sesfac
émis dans l'atmosphéeréyacués dans les eaux usées ou répasutules sols, la plupart des
polluants finissent par rejoindre les milieux aquatiqiRes. conséquentplaccr oi ssement
activités humaines constitue un risque potentiel pour la biocénose. La prise de conscience de
l a n®cessit® de prot®ger | denvironnement pou
rapide des milieux naturels est grandissante. Cette préoccupation de la société et de la
communauté scientifigue a ainsi fait émerger certaines questions, nataroelles du
devenir des polluants dans | 6environnement &
La préoccupation européenne pour la préservation des ressources aquapiques é&te nt r ®e
sur le marché de substances chimiques potentiellementgdaxe s a f ai t | 6obj e
projets.Récemment, 6 Eur ope a adopt® en 2000 | a Direct
atteindre un bon état chimique et écologique des eaux enR@tbetrois substances ont été
ainsi qualifiées de substances ptaires et dangereuses prioritair&e plus, le réglement
européen REACH (Registration, Evaluation, Autorisation, and Restriction of Chemicals)
entré en vigueur en 2007, a pour objectif principal de protéger la santé humedtie e¢
| 6 envi r out enanaietenant lé¢ deéveloppement des activités industrielles. Pour cela, il
vise a améliorer la connaissance des usages et propriétés des substances chimiques fabriquées
ou i mport®es dansa dsshrernla matrisee des dsgue® les a leurs
utilisations etarestreindre ou interdire leur emploi en cas de be&anni les contaminants
maj eurs de | 6envi r oitehlecadmuthposentals sérm@tp@hiemest r a ¢ ¢
écologiques surtout par leur rémanence et leur toxicité élevée® readr c he do6®v al ua
ri sque des substances chimiques a ®t ® ®prouv
gue scientifiques. Actuellement, les 33 substances prioritaires et dangereuses prioritaires ont
fait | 6obj et d 6 ®tswpdRecs f Mgqo e e xiqudl ogo mdikeiss ent
Normes européennes de Qualité Environnementale (NQE). Parmi ces éléments métalliques,
certains présentent aussi des caractéristiques radioadtives | 8- wui mduisantndes

risques pour les écosystésne et | 6 homme par | a -et mdidokict@ i son ¢

Yeurani um, contrairement au cadmium ndappart i Eapendaptdldaitpadic gr oupes
des substances pertinentes de la classification de la DCE.
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Par aill eur s, |l e d®vel oppement de m®t hodes
aux rejets ou ° |l a pr®sence de radionucl ®i d
programmes de recherche européens, le projet ERICA (Environmental Risk for lonising
Contaminants Assessment and Management) et le FASSET (Framework for Assessment of
Environmental Impact). Ces programmes ont mis en évidence les lacunes de connaissances
concernat les expositions chroniques des radionucléides a faibles doge®t ude des e
des radionucl ®i des diestgeyense@s thedha mageuol néte nl véi urno ndn
enj eux est do®valuer l e risqueCe®@aodnaui que |
| ancement du programme ENVI RHOM (Radioprotec
| Iastitut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire en ZQ@knierLaplace et Paquet,

2001)Ce programme a pour objectifs dde®neaxl uer I

comprendre les réponses biologiques suite a une bioaccumulation de ces contaminants chez

les organismes vivantRe pui s de nombreuses ann®es, | a r a
transferts des radioélements dans les différents compartimehteadebi osph re. A |
plus particuli rement au LRE, |l a d®marche d
concepts gue ceux d®vel opp®s pour | 6 ®c ot ox
Léapproche retenue di toes entra lesRfgcte®sede cofitamindtiore | e
(analyse fine de | 06exposition au travers d
(anal yse des effets). Lébanal yse des effets
| 6identi fication dédomafrfgaute u ( i drbexpuwesunts) e
di ff® entes ®chelles dbéorganisation biologig
toxicit®. Ce programme se consacre en part.i ¢
expositininum. IPdwrsa eurs th ses ont ®t ® cons
donn®es do®cot oxicol ogi e sur di ff®rent s mo
principal ement | a caract®risation de | 6expos
| Gaunri um associ ®e ~ | 6®valuation de | a biodis
®valuer |l es effets de UnéUdes appreches propeséeglgap c e
programmeENVIRHOM e s t de comparer |l es ef hief)aux des r

effets chimietoxiques de polluants plus connus (en termes de spéciation biologique et
do®t udes des effets sur | es organismes) tel:
autre partie vise aussi a discriminer la ratioicité de la chino-toxicité de ces éléments
radioactifs. Cette th se sNotrertravailr devrain dirner ect e n
permettre doéidentifier doébune part des mar que
du risque envir onleeméeanismed dewiictéd 6autre par
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Dans ce contexte, nous nous sommes consacrés a cing objectifs majeurs au cours des
travaux de cette thése Un des but s a ®t® (i) do®t udi e
(bi oaccumul ati on, di strgiamutsimen ede s aRIs®herst 4 i
(U) et du cadmi unProcambarus dahkigerenue co@roerespece sialéle
Ensuite, |l e second objectif a ®t® (ii) doéo®va
de | 6organius;atalolnamti odegli @®t ude doi mpact au
mitochondriaux et des génes marqueurs de stress oxydant, des activités des enzymes de stress
oxydant , des impacts histologiques, jusquo-
concerné (iii) la mise en évidence du lien entre les effets des différents parametres biologiques
®t udi ®s entre eux, de | es corr ®| er ) l a b
doidentifier des biomar (‘i”ﬁa&mdesechpceh&im@m?.ts atet
(i v) ®valuer |l a part relative des effets «cf
Enfin, |l e dernier objectif(v) a vis® ~ ®val.

afin de classifier la toxicité de ce radioékmh

Afin de pr®senter | 6®t ude men®e en ce sSe

majeurs.

Le premier chapitre vise a introduire les objectifs des travaux de theése. En effet, le
présent sous chapitre décrit le contexte et les objectifs de nos.ébasessun second sous
chapitre, une description du modele biologique, une synthése bibliographique sur les
propriétés physice hi mi ques du Cd et de | 6U, l eur s r ®j
gue leurs mécanismes de contamination et leurs effégts & f ®r ent s ni veaux d:¢
bi ol ogique doéint®r°ts sont d®vel opp®s. De pl
les biomarqueurs et les bioindicateurs des polluants sera présenté. Dans un troisieme sous

chapitre, nous avons présenté unéfjaation de la stratégie expérimentale.

Le chapitre Il concerne la description du matériel et des méthodes, en présentant plus
particulierement les différentes techniques analytiqgues utilisées. Un point particulier est

consacré au clonage de deux geriesch t ®r ° t .

Le <chapitre I 11 est consacr® ° | approc

impacts du Cd sur les différents parameétres biologiques retenus aprés exposition aiglie et

pour plus de détails voire chapitre | -C.
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chroni que delarkiioCetteragproche se présentée sous lame doéun art

(soumis).

Le quatri me chapitre aborde |l es exp®rien
de | 6U sur |l es diff®rents niveaux doint®gr at
(chapitre IMA) sera dédié a la présentatiaes réponses génétiques, les structures
histologiques et la survie des écrevisses apres une exposition de courte durée (4 et 10 jours) a

différentes concentrations (0,1 uM a 40 uM). Dans un second sous chapitre (chajiddre IV

nous présenteronslesimpact de | 6 U au ni veau mol ®cul aire (
une | ongue dur ®e dbéexposition (60 jours) ~ u
troisieme sous chapitre (chapitre-/) , sera consacr® ° pr ®sent e
discrimirer la radio de lachimib oxi ci t ® de | 0U. Ces ®tudes se

trois articles dont les deux premiers sont publiés (Ecotoxicology and Environmental Safety) et

le dernier soumis (Ecotoxicology and Environmental Safety).

Dans le cinquie chapitrenous avons comparé les effets du €d de | 66U ap
exposition aiga (40 uM10 jrs) et chronique (0.1 pMO jrs). Cette approche est aussi

présentée sodsor me doédun article en cours de pr ®par a

Enfin, la partie finaldchapitre VI)du domiment présente une synthése générale et les

perspectives de recherches issues de ce travail.
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Chapitre |-B

Etude bibliographigue
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1. Le modele biologiqueProcambarus clarkii

1.1. Systématique, origine et distribution

Avec plus de 640 especes différentes, legwsses forment un groupe de crustacés

décapods tres diversifié (Crandall eBuhay, 2008). Il existe deux supmilles
d 6 ®c r e v iAstaceidea(héntisprere nord) et |eRBarastacoideahémisphére sud). La
premiere est formée deux familles, l&ambaidae et les Astacidae alors que les
Parastacoideas o n t compos ®s d o uRPamstacsidaa(Crandalf eaBuhay, | e , I
2008). La division entre les supmilles (astacoidae et parastacoidea) des hémispheres nord
et sud est door iuwnmomsedu piasiqug @&BMrbe nd d tl dgptdesa d 6 a n |
fossiles do®crevisses et des traces de terri
265 millions doéann®es sont | a prPeocamearusd e c et
clarkii, appartienta la famille desCambaridae(Crandall, 2010) Tableau 1). Originaire du
Nord de | 6Am®ri que et de | 6Est de | 6Asi e ((
répandue sur le territoire francais au détriment des especes endémiques principalement

rattachés a la famille deAstacidae

Tableau 1 : Position systématique dd’rocambarus clarkii(Systema Naturae, 2011).

Classification
Domaine Eukaryota
Regne Animalia
Sousregne Bilateria
Division Protostomia
Infra-regne Ecdysozoa
Superembranchement| Panarthropoda
Embranchement Arthropoda
Sousembranchement Mandibulata
Infra-embranchement | Crustaceomorpha
Superclasse Crustacea
Classe Malacostraca
Sousclasse Eumalacostraca
Superordre Eucarida
Ordre Decapoda
Sousordre Pleocyemata
Infra-ordre Astacidea
Superfamille Astacoidea
Famille Cambaridae
Genre Procambarus
Espece clarkii
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http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Arthropoda_Phylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Mandibulata_Subphylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Crustaceomorpha_Infraphylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Crustacea_Superclass.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Malacostraca_Class.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Eumalacostraca_Subclass.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Eucarida_Superorder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Decapoda_Order.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Pleocyemata_Suborder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Astacidea_Infraorder.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Astacoidea_Superfamily.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Cambaridae_Family.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Procambarus_Genus.asp

L6®crevi sseP.daki,estii soame, son nom | di ndi gl
Louisiane. Elle est native du NeEbt du Mexique et d$ud destEtatsUnis (Henttonen et
Huner , 1999, Boets et al ., 2 dans [ mabdeerdiér etu n e e
surpresqueous les continents (FAO; ISSG; NatureServe, 2003; Crandall, 26itr¢ 1).

South Africa

Figure 1 : Distribution mondiale deP. clarkii (Adapté deHoldich, 2002;FAO; ISSG;
NatureServe, 2003Crandall, 2010).

En effet, P. clarkii colonise les milieux avec succes grace a sa forte compétitivité
fécondité élevée (200 0 0 1 u f s strategyRe (ISIS@) et sa maturité sexlgeprécoce.
Une enquéte réalisée en France en 2006 confirme la progression constante de cette espece qui
est d®sormais recens®e dans 61 d®partements.
plus de la moitié du territoire national, confirmant pamiéme son extraordinaire capacité
déoexpansi on. La carte de Figume®)yindigieide fortesd e | 06 ¢
densités sur toute la facade atlantique, de la tditel ant i qu e, jusqubau
Landes, mais aussi sur la facade méditerranéenne (Hérault, Gard, Bdudkiedne). Une
explosion des densités de populations en Gironde, Chaviamitme, LoireAtlantique et
dans les DewSevres a été observée ces derniéres années. Cette espéce exnitearellel
qui présente le spectre écologique le plus largiie est capable de coloniser des milieux
variés allant des zones a truites aux étangs cotiers en passant par les marais. Elle peut

supporter des mises 7 s e cnconbeRegatemausns dedainp | usi e
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milieux temporaires (Loire Atlantique) et dans des milieux soumis aux marées (Pyrénées

atlantiques) (Collas et al., 2007).

Enquéte 2006

nombre de stes

W 50-500
H10- %
1- 10

B Trés fréquente

Nsp © ne se prononce pas

Figure 2 : Evolution de la répartition de Procambarus clarkii Pour les artes des années

1977 ° 2001, l e signal ement de | 6esp ce es
| 6intensit® du gris refl te | 6abondance de
(Collas et al., 2007).
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12.Bi ol ogi e de | 6®crevi sse

1.2.1. Morphologie

Comne toutes les écrevisseB, clarkii posséde une carapa¢Eigures 3 et 4
composée essentiellement de chitine et de carbonate de calcium. Leurs corps sont segmentés
comme tous | es arthropodes. Le corps est di
c®phal othorax, | 6autre post®rieure qui est |
est fusionnée au thorax. Cet organe est terminé en avant par un éperon, le rostre, dont la
pointe est | 6apex. De par t eurpédodchlésulh téte podeu r 0 s
les antennules, les antennes (organes sensoriels), les mandibules, maxilles et maxillules
(appendices dévolus a la fonction de nutrition). Le sillon cervical sépare la partie céphalique
du c®phal ot hor ax ddéeuunxe ari®gei so nb rcaonnetphrieanlaenst de |
cardiaque. Sur cette région thoracique se trouvent trois paires de maxillipedes (ou pattes
machoires) impliquées également dans la fonction de nutrition, et cing paires de périopodes
(ou pattes locomatres), la premiére paire se terminant par de grandes pinces. Les deux paires
qui suivent se terminent par de petites pinces et les deux derniéres paires se terminent par des
griffes. Léabdomen est segment @léopodds &Beu e s e

termine par |l e telson qui porte | 6anus.

-y “?‘. " p" : - ‘-V pr 4 b .' - 4; - ¢
Figure3: Aspect d 6Puonambafs tarki(Lukhau, 2005.
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Figure4: Mor phol ogi eext e mMp:enaxdlipedey Ma: iaadibele; Mxs s e .
maxille (Arrignon, 1991).

La taille des écrevisses varie entre les espéces, allant de 2 cm chez les écrevisses

naines adultes du gen@ambarellusa 40 cm (et plusde5kg) chez | 6esp ce | :
par mi | es i nv e rAstaRdpsis@eukhduklemeanten dhmgear ¢Horwitz, 1994).
Dans des conditions favorables ° |l a croiss

population faible),P. clarkii peut atteindre 14 cm pour un poids de 76 a 8dHugner et

Romaire, 1979; DOorr et al., 2006). Les us des écrevisses sont aussi variéeage (chez

P. clarkii), bleue, orange, verte, marron et méme sans pigment (blanche). La diversité
mor phol ogique se traduit aussi par | 6exi st ¢
déoautres de?2096).nR ¢latki apréseatdé |des aspects morphologiques
spécifiques qui aident a la détermination de cette esfiégere 5). Son céphalotorax

pr ®sente une s®rie do6®pines Dbien visibles
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postorbitale est simel on ne voi-t gudune ®pine. Le rc
régulierement pour se terminer par un triangle. La créte médiane dorsale est peu marquée et
non denticulée. Les pinces possédent des protubérances alternées sur leur tranchant ainsi que
des émes et un ergot bien visible. Adulte, cette espece est de couleur rougeatre. Dorr et al.
(2006) ont montré une corrélation entre les stades de croissance (maturité sexuelle) de
clarkiet | a coul eur de | 6®cr evi s pasatteiit la matwithb | e q
sexuell e pr®sentent un ggrisatkipamnlds plus¢unesgusqua ur a

atteindre un marremerdatre.

Figure 5: Critéres de détermination de P. clarkii (Roqueplo, 1992). (1) Le céphalotorax

de cette esp ce, pr ®s ente une s®rie do®pi nes
La créte médiane dorsale est peu marquée et non denticulée. (3, 4) Les pinces possedent

des protubérances altenées sur leur tranchant ainsi que (5) des épines et un ergot bien

visible.

Une différenciation bien apparente permedétermination aisée des sexEgj(re 6).
1 La morphologie des pinces, plus développées chez le méle que chez la femelle.
1 Lalargeurdé 6 abdomen, sup®rieure chez | a femel]

1 Et surtout par la morphologie des deux premieres paires de pléopodes

U Léexamen de | a face ventrale pechemet de
MmOl e | es deux paires ant ®r diggées ensavadtd ap p e

et transform®es en stylets copul ateurs

O Chez | a femell e, toutes |l es pattes abdo

premiere qui est atrophiée. Les orifices génitaux sont placés au niveau de la

23



troisieme paire de pattes locomotrices chez la femelle et de la cinquieme paire chez
le male.
LO®crevi sse e sgonochaniquer dassge sens oudes sexes spnt séparés

etq u 6 effedtue une fécondation externe (Parnes et al., 2003).

Figure 6: Di f f ®r ence dbéaspect entre une ®crevi
(A) Stylets copulateurs. (B) Les orifices génitaugSource: Shiwei Zhao/ NIGP:
http://www.mutagenes.net/yixiarformation/yanbin-shen.html).

1.2.2. Anatomie et physiologie

Le tube digestiffigure7)d es d®capodes est caract®ri s®
estomac volumineux aux parois chitineuses, un intestin moyen ou mésenténoimtestin
postérieur ou proctodeur8.e u | |l 6intestin moyen, déori gine
fonctionnel en termed e di gesti on et déoabsorption. Les
déori gi ne ,présentent anrreuétament chitineux renaul ® ° chaque mue
donc qubéun rtle m®canique dans | a digestion
entour® par | a masse muscul aire @éardrositlonnal e .
médian et transverseune région antérieureuccardiaque et une région postérieure nommeée
chambre pyloriqueEn fonction du stade de mue, partie antérieure peut contenir une paire
de pi ces calcaires, di scopdes, |l es gastroldi
de la carapace nouvel Cet appareil est doté de 3 dents chitineuses ou calcaires qui
constituent un véritable broyeur gastrique, appeldoulin gastrique>. Les glandes
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antennaires (vertes) sont des organes excréteurs situés dans la région ventrale de la téte prés
de la bog h e . Ell es sont accompagn®es doéun canal
digestive (ou hépatopancréas) @storgane plurilobé qui occupe la qutstialité de la cavité

du a&phalothoraxElle est impliquéd ans | 6absorpti on estChhgee st oc k
|l obe est constitu® de tubules ferm®s ~ une ¢
débouche au niveau de la chambre pylorigue | 6 e lse$ glandes antennaires (ou

glandes vertes) sont des organes excréteurs situées dans lovedgriale de la téte prés de la
bouche. Elles sont constitu®es doéun canal e X
se situent pres de la glande digestives testicules des males sont blanchatres et lisses, et les

ovaires des femelles sontdeoul eur j aune orang®e et d' aspec

des crustacés ede typelacunaire | 6h®mol ymphe (sang incolore]
dans des art res puis des capillaires qui S
avoiri rri gu® | es diff®rents organes, | 6 h®mo !l ym
ram ne finalement aux branchies, lieu de 1| 6h

au péricarde. Les branchies, véritable appareil respirag@raituent dns deux chambres
latéralesindépendantea la périphérie de la carapat@& convection ventilatoire est assurée

par les battements de deux appendices dérivant des deuxiemes maxilles, les scaphognathites
leurs mouvements de pompage créent une dépredaimnles cavités branchiales qui entraine

|l e passage de | 6 digwe 78)uDbDes thénwréceptearsn pehiphéeiqgies (
sensibles & & €& auCO, sont localisés dans les cavités branchiales, ils sont responsables du
réflexe de ventilation et jouenin role fondamental dans le maintien du métabolisme aérobie
(Massabuau et al1,980; Massabuau dburtin, 1984) Ainsi, |6 ®cr evi sse est capée
sa respiration et garde son i nde@lieeshcheablee e |
déaccroitre son taux dedmingenLesi organes respiratas s q U ¢
jouent également un rdle dans les échanges ionidtreseffet, & milieu intérieur des
®crevisses est plus concentr® en ions que | e
se fait grace a de nombreux transporteurs membranaires au nivdaardgsesLe systéme
nerveux de | 6®crevisse est essentiell ement ¢

situe dorsalement pr s de | 61Tsophage (Arrign
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Branchies
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encéphale estomac coeur gonade extenseur
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x //
mandibule -

oesophage maxillipéde chaine gangliondela glande muscle anus
nerveuse chaine nerveusedigestive fléchisseur
wwLinfFovisual.inFo ventrale ventrale

Figure 7: Anatomie interne d'une écrevisse.(A) Branchies: Les fleches indiquent le sens
do®coul ement de | 6 e a u(dagprasrivVessdbeau, G884 (B)eestbdesa nc hi a
organes.

1.2.3. Croissance et mue

En moyenne, les écrevissBs clarkii peuvent vivre jusqu'a trois ans (Dorr et al.,
2006) . Frutiger et al., (1999) ont trestuv® qu
possible de d®terminer | 6 ©ge dlengueuRdurc@psi s s e s
( g mi e tKazgpwasz,e2006). La croissance des crustaces se fait grace a desQOmsies.
changements p®riodiques de | 6exosquel ette do
sont précédés et suivis par une série de modifications tissulaires et comporteremtates
la formation etlac al ci fi cati on de | GAdelumg fOUlygHigare 8.e ~ ch
Les jeunes écrevisses muent un grand nombre de fois (Arrignon, 1991). Par exemple, dans
une eau de 18 a 20°C, les juvénikestacus leptodactylumuent tous les 17 a 20 jours
pendant les premiers mois (Lassalle, 1985). Gheelarkii, les adultes males et femelles (~
759. 6 cm) mu e nt surtout en avril guand | a t
femelles muent une seconde fois entre juin et juillet. Puis une autbel@oéle mue pour les

deux sexes peut survenir vers novembre (11.2°C) (Dorr et al., 2006). Le phénomene de mue
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semble °tre |i® ®t roitement aux changements
cycle de reproduction (mue avant et aprés la périodea€Dorr et al., 2006).
On distingue principalement quatre étapes

a. Léinter mealysiosu i nter

Ce stade est do®fini comme ®tant | a p®riode d

b. La prémue ou Proecdysis

Avant la mue, les réserves de calcium ne sont pas unigqieroetenues dans la carapace.

Elles sont principalement constituées par les gastrolithes (60%), par le calcium contenu dans

| 6h®patopancr®as (0.6 °~ 1% et dans | 6h®mol vy
les gastrolithes vont se constituer eiSsir.

c. La mue ou ecdysisu exuviation:

Cbest | e moment o0% sbébeffectue | e changement
relie Il darri re du c®phalothorax au premier
saillie, couvert de sa nouvellercapace mol | e. Pendant ce temp

défense et ne se nourrit pas. Il ne peut se déplacer que faiblement.

d. La postmue ou posicdysis:

Au cours de |l a postmue, | 6exosquel ette se

contribuent etde ce fait, diminuent rapidement. Au début de la postmue, la quantité de

calcium de | 6ani mal mou est de 10 -~ 14 foi
gastrolithes ne peuverdonc suffire. De plus,l 6 ani mal , faute doun arfr
solid f i ®, ne peut trouver | e compl ®menaorsde c al
au niveau de | @ aafificationeld ld nodvellecaraphade ast conditionnée par

|l a teneur de | 6eau ambi ant e eecrossaricedcaglérée Si mtu
des tissus, - partir du esicméndi Di2®) 6hppahais

s 6 a c (Arrignan, 1991)

27



Exosquelette
complérement
calcifié

\\\
~
~
~
~

-~
&
Céphalothorax 7L\
entiérement /

rigide

-

Aire cardiaque
rigide

e ;
~ Appendices
7 rigides

INTERMUE

Période de stabilité

/ Eau exuviale
(liquide sous la
carapace )

\ PREMUE

Figure 8 : Cycle de la mue des écrevisses (Arrignon, 1992)

1.3. Ecologie et comportemen

Procambarus clarkiiest adaptée pour vivre dans une grande variété de milieux

aquatiques, comme les rivieres, les étangs, les ruisseaux, les canaux, les marais et les

marécageslternativement dans des zones inondées et exe(fle&® ; ISSG ; NatureSerye

2003). De plus, elle habite freguemment les environnements perturbés comme les champs de
cam etdes barrages (Oliveira Badino, 1998). Cette espéce tolere une

ri z, | es

grande variation des facteurs abiotiquesle supporte des nivealbas en oxygene, des

températures extrémes22 °C a 30 °C ou plushne salinité modérée et la pollution (FAO;
NatureServe, 2003; Gherardi et Vadim, 2006; CruRetelo, 2007)P. clarkii peut tolérer
s ¢ h e enttaes etHuadr, [1999).tOn jroune desl 6

des p®riodes de

plus fortes densitéd 6 ®cr evi sses

profondeur Les

Son

f onds

dans |

es

es plus

pl ans dbéeau

propices so

comport e me n tpagheode lasenstruation dedtarrters.oG@s organismes

sont omnivores (Rodriguez et al., 2005). Les écrevisses sont des animaux nocturnes-(Miranda

Anaya, 2004), elles sortent de leur passivité et de leur cachette (herbier, racines, pierres,

galeries) le sojrpériode au cours de laquelle elles se déplacent et cherchent leur nourriture.

Dans | es cour s

ddeau

forte

bi

omasse doi
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trophique supérieure et ont un taux de croissance plus élevé que les écrevisses aans |

débeau ° faible biomasse dobéinvert ®br ®&s (Ol ssc
les écrevisses (Holdich, 1993). Dans des situations extrémes, elles peuvent réduire ou éliminer
déautres ani maux ou pl ant.esCaddes tl 6uRCeo ssysUu r ane
pour les mammiferes et les oiseajouant un réle important entre les interactions trophiques
terrestres et aquatiques (Correia, 2001). Elles peuvent méme servir de nourriture pour les
insectes (Herberholz et al., 2004@¢s amphibiens (Hirai, 2d), les reptiles (Bondavalli et

Ul anowi cz, 1999) , |l es poi ssons (Garvey et
compétition existe aussi intgpécifiguement et ceci pour des raisons diverses comme pour

| 6espace rneyetd. daoB)r i ( Ga

1.4.Intérét économique

LO®crevisse est un ani mal fort ancien dont
constitu® ° | 6aurore de | a vie humaine, une
hordes dohommeq Ampirg®mo st orli9®ug s Léune des |
| 6®crevisse a ®t® faite par Aristote en 30
popul arit® a augment ® et édét®noosommass (Skurdalret | t ® ¢
Taugbol, 2001). Ceci continuesug u 6 ~ nos jour s, 0% au moi ns
mondiale des écrevisses est assuréePpalarkii (Kerby et al., 2005) en relation avec ses
capacit®s de croissance rapide ¢gHenttdnénaed apt at
Huner, 1999) Figure 9). Le commerce deé°. clarkipar t i ci pe débune fa-o

| 6®conomi e de certains pays (Ant-n et al ., 2

4007

(RN}
=
-

Tonnes (1000}
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=
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=
=
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Figure 9 : Production mondiale deProcambarus clarkii(FAO Fishery Statistic).
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En 2003, la production d@. clarkii aux EtatsUnis était évaluée a 48.6 millions de dollars
(~35.33 millions doéeur &iguje.9 de axettepaspeckupmotiento N mc
principalement de Louisianedto aut r es ®t a t-Wnis,dnais dissidde C@hens, duEt at s
Kenya et dOEspagne 0% cette esp ce a ® ® int
production significative de cette espece en Chine, s'élevant a plus086 &hnes, avec une
valeure x c ®d an't 303 millions doUSD. Le succ s ¢
surtout i ® - sa r®sistance ° coloniser | e
Aphanomyces astagaiqui les écrevisses indigesisont sensibles (Lindgvistiétiner, 1999).

La production d'écrevisse en France est faible. Il y a pourtant un marché de
consommateurs puisque la France importe environ 1 000 tonnes/an et ne produit qu'environ
10 tonnes. 98% des importations se font sous forme d'écrevisses surgelées isiviées
(majoritairement Procambarus clark)i, les 2% restant correspondent a des écrevisses
importées vivantes, essentiellement de Turquie et de Grece (magoréair Astacus
leptodactylus L'exploitation de la ressource sauvagePdecambarus clarkien France est
faible car elle conditionnée par deux points réglementaires:

1 le transport d'animaux vivants est interdit de facon a éviter sa propagation dans des

endroits ou I'espéce n'est pas présente ;

1 la vente d'animaux ne peut étre effectuée que demr pécheurs professionnels

(Miossec, 2004).
Tout au |l ong de notre ®tude, nous avons do
professionnel ( N. Gaut hier) et des autorisa

pour le transport de cette esp&oeante.

1.5.Intérét scientifique et écologique

En recherche, |l es ®crevisses servent dobéor g:
champs disciplinaires variés tels que la neurobiologie, la vision, la toxicologie,
| 6®cophysiologi e, l a biologie de revisseslenser v
mai nt i en eP.clarki gahsdes lalpmatoirdsesont relativement faciles a gérer. Il y a
d®) " 125 ans que Huxley (1880) a r®di g® des
ailleurs, du fait de son caractére invasif, cepece se trouve en abondance dans les milieux
naturels et son prélévement, en période favorable, est aisé.

Au Kenya, P. clarkii a été introduite comme moyen de lutte biologique contre les

parasites trématodeSchistosoma haematobiumvecteur de laschist@omiase car elle
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sbali mente de gast®ropodes dbéeau douce, htt
conditions, P. clarkii a significativement réduit la dispersion de dahistosomiase dans
certaines régions ddenya (Mkoiji et al., 1999; Lodge at., 2005; Foster éavid, 2007).

De méme,P. clarkii sont souvent utilisées comme indicateurs de pollution métallique
aguatique puisque ces crustacés tendent a accumuler les métaux dans leurs tissus (Anderson et
al., 1997; Sanchez Lépez et al., 2004;dklo et al., 2006; Suarezerrano et al., 2010).

2. Evaluation desrisques de contamination des milieux aquatiques

Dans un contexte de surveillance de | 6®t
aquatiques (Loi n°2006772 du 30 décembre 2006 sur I'edades milieux aquatiques), la
France sOéstcaemga ®P®eé s er sksoéRusyastémes®at a Isuwwvgilieg u e
do®vent uel s seshmdieug eesmasitres ded parametres physiques, chimiques et
bact ®r i ol ogi ques deualitéde cetie rasseurce €.i ef al.,e2010) maisi r |
| eur caract re ponctuel ne permettra pas de
dehors des périodes de mesui2® m° me , ces techniques ne ren

organismes aquatiques sur les conséquences écologiques engendrées par les changements

survenus dans <ces ®cosyst mes. Dans |l e <cas
concentrations des m®taux dans | e biotope (
pollution, maisn e me t pas en ®vi dence l e degr® do:
organi smes, ni l a toxicit® endhauretdl, 08).€nur | e s
conséquent, ces dernieres années études en écotoxicologie se sont développées afin de

metr e en place des outils permettant une bonr
Ces ®tudes passent not amment par | a recherc

servant de support pour la mesure de marqueurs biologiques (biomarqueurderes

refl teront | e degr® des atteintes de | 6envi

2.1.Bioindicateur et espece sentinelle
Un bioindicateure s t un organisme (ou partie dobéun
doéindividus) qgui renseigne sur | ngirongamant) i t ® d
(Li et al., 2010).Lorsque es derniers existted ans | 6 ® is®seny appelésmespéeces
sentinelles (surveillance passivells peuvent y étre introduits de fagon standardisée
(surveillance active) par cena. §1898)nee lragadic(et a gi n-
Caquet (1996), un bioindicateur peut aussi étre un organisme qui par sa disparition ou par sa

pr ®sence et/ ou son abondance, renseigne sur
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aussi: indicateurs biologiques). Noygmuvons ainsi distinguer des especgoiusensibles
(bioindicateurs négatifs) et des especegollurésistantes ou «pollutolérantes
(bioindicateurs positifs). Des outils tels que les indices biocénotiques reposent sur ce principe
et per medltweet Idd®tructure et | a sant® doun
le recensement des différentes espgmmgplant un écosysteme donné présente une tache
| ourde avec plusieurs | imites: I applmrte p
di sparition des esp ces (pr®dati on, facte
éventuellement responsables de la mortalité des individus, sur les mécanismes de toxicité
ayant conduit a leur mort.
Déapr s Zh o uunerganisme bioindi¢ae@ol @édsenter idéalement les
caractéristiques suivantes:
T °tre capable doéaccumul er | es uxohel uant s
conduisat a sa mortalité.
{1 avoir une mobilité réduite afin de refléter une contamination localisée du
milieu.
7 étre abondant et présenter une grande distribution pour un échantillonnage
répétitif.
7 avoir une durée de vie assez longue pour la comparaison des effets et des
niveaux de contamination entre les différents stades de développement.
1 fournir suffisamment de tissu bi ol ogi ques pour do®ve
déi mpacts sur des diff®rents niveaux b
1 étre faciles a pécher et a maintenir au laboratoire.
T vivre dans | 6eau.
1 occuper une position importante danshainetrophique.
1 Présenter des relations effiise.
P. clarkii remplit un certain nombre de criteres énumérés par Zhou €2@G0B) elle est
présente en abondance dans des milieux aquatiques etapést étre péchées aisément. Les
adultes peuvent fournir des quantités de tissus suffisantes pour effectuer diverses analyses
biologiques ou toxicologiques A cec i sbajoute |l e fait que |
benthiques en contact étroit avec les sédiments dans lesquels les polluants peuvent étre
stock®s et concentr ®s. Ce sont re®@gcagksesaraa t de
longues périodes dans le cadre de programmes de surveillance (Alcorlo et al., 2006). Enfin,

du fait qudelle occupe une place centrale da
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potentiel de contamination des niveaux trophigeapérieurs.P. clarkii peut étre donc

consi d®r ®e comme wune esp ce bioindicatrice
contribuée a des études de suivi de contaminations des écosystemes aquatiques par différents
meétaux et polluants organiques (eRC B , HCB DTT, C d (AndeZson et &.n Hg e
1997; Sanchez Lopez et al., 2004; Alcorlo et al., 2006; Faria et al., 2010; -Seérazo et

al., 2010).

2.2.Biomarqueurs

Les poll uants peuvent i mpacter di f f®r ent
(Figure 10). Les progrés de la biologie cellulaire ont permis une identification des
mécanismes moléculaires dmut action toxique. Ces événements peuvent aussi engendrer a
leur tour des altérations pathologiques a des niveaux biologiques plus élevés. Ces
connassances fondamentales ont ouvert la possibilité de forger de nouveaux outils
dé®val uati on fertdésdier sluesv ei ®pamsees bi ol ogi ques
déorgani smes ~ (Hgars 11x ®atioabdommé hajgsaece au concept de
biomarqueursen référence a des mesures de modifications des réponses biologiques suite a
une contaminatiorLa Figure 11prée nt e | a pl ace des bidodenffrgtuEur
dans | es di ff®rents champs dPlasiearyy dédiritiong at i o n
concernant les biomarqueurs ont été énoncées au cours de ces dernieres années (Schlenk,
1999). Nous retiendrons la suivante: «un biomarqueur est un changaeibsentable et/ou
mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental
r ev®l ant | 6exposition pr®sente ou pass®e dol
caractére polluant» (Amiard et al., 1998). Les biomamgueu s o n t mesur ®s au s
capabl es dobaccumul :eibindicatears) et wanttparmmettne denréakser fles x
®t udes do®cotoxicit® des substances chi mi gt
biomonitoring {n situ).De plus, cetteifure illustre la diversité des biomarqueurs pouvant étre

identifiés et utilisés en écotoxicologie.
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Ecosystéme

Population

Individus

Fonctions physiologiques (tissus, organes)

Niveau d’organisation biologique
Rapidité d’apparition de 1a réponse

Intérét mécanistique
Intérét écologique

Parameétres moléculaires et cellulaires
(transeriptomicue, protéomique)

v

Figure 10: repr®sentation des diff®rents niveaux
étre affectés par les polluants et dealrapidité de réponse. Ce schéma illustre aussi

l 6i nt ®r °t ®col ogique et m®cani stiqgue des di
déapr s Snape et al. (2004).

Biodisponibilité Facteurs modifiant la sensibilité

individuelle des populations ou
l | des communautés
Présence de Présence de Réponse précoce Réponses l ) Reponse des individus,
polluants polluants ala présence prédictives Réponse des populations
dans le milieu dans les organismes | de contaminants d ‘effets individuelle ou des comm‘unautes
toxiques aux contaminants

L] ]
Phases toxicologiques

Phase d'expositon Toxicocinétique 1 l Toxicodynamique
Biomarqueurs Biomarqueurs
d’exposition d 'effets

Meéthodologies d’évaluation des effets écotoxicologiques

< r< P > < >

Biochimie

| Disciplines correspondantes ]

Figure 11: Représentatonde s m®t hodol ogi es per mettan
ri sques ®cotoxicologiques modi fi ®e doba
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Léapprmichhrmarcqueur € peut °tre i1l lustr ®e pe:a
doun organi sme et sa r ®p oesdgde contamidaats darssonc e n t |
environnement. Un organisme est ebokne santé, dans un ®tat doéhom®c
de contaminati on. En pr®sence dbébune contamin

altérations fonctionnelles visibles pouvamitrainer sa mort a plus ou moins long terme.

Durant cette phase, | 6i ndi vi du peut compense
ce dernier d®pass® il sera incapable doeffec
de | denviirlonpneeumte nrtet rouver son ®tat nor mal (
guantit® de polluant est trop I mportante,

deviennent irréversibles entrainant inéluctablement sa rRigire 12).De plus, cette figure

illustre la diversité des biomarqueurs pouvant étre identifiés et utilisés en écotoxicologie.

Progression de la maladie, stress...

Non-compensation

y Homéostasie  Compensation Réversible Irréversible Mort
. s

biomartjueur 1

biomarqueur:

2 ™\._biomarqueur 3
// - .

T > Concentration en
Bonne santé Stressé Curable Incurable polluant

(8]

biomarqueur §

biomarqueur 4

Réponses des biomarqueurs

< Atteintes >
Figure 12 : Progression de | D®it it dud e” slame ®p 0kad U
augmentation de la concenr at i on doéun p 0 Mdore,a 2004). (edl | en
bi omarqueurs 1 ° 3 peuvent <correspondre aux

bi omarqueurs dbéeffets.

35



Les biomarqueurs o®té classifiésentrosat ®gor i e s : Les biomar q
doeff et et de susceptibilit® (Timbrel!]l et a
2003).

Les biomar queusamt desdragigafeors detla amtamination des systémes
biologiques par un (des¢nobiotique(s). lls sont en général impliqués dans les mécanismes

de défense cellulaire (exenzymes antioxydantes) et de détoxication des xénobiotiques. Leurs

variations nodéentrainent pas obligatoirement
doun contaminant dans | e milieu et par cons¢
Sui vi peut aussi consister en | a d®tection

métabolisation du xénobiotique ou de produits issus de son interantgm certaines

biomolécules ou cellules cibles.

Les bi omar q ucermespandent @ eds falgérations biologiques qui en fonction de
| 6i ntensit® des r®ponses peuvent °tre associ

du point de vue mécanigtie a une pathologie ou un état physiologique altéré.

Les biomarqueurs de susceptibilité/sensibiliténdiquent quant a eux la capacité inhérente

ou acquise dbébun organi sme ° r®pondre au str
Cette sensibiliténdividuelle peut résulter de polymorphismes des génes impliqués dans le
métabolisme des xénobiotiques ou dans la réparation des Iésions de I'ADN. Néanmoins,
mal gr® | 6int ®r °t croi ssant suscit® par l e p
réponsea la contamination par les polluants, les études incluant le suivi de biomarqueurs de
susceptibilité sont rares. Les facteurs impliqués sont en effet trés complexes tant au niveau de

la multiplicité des nuisances rencontrées en milieu environnementdedaemultiplicité des

voies métaboliques et des mécanismes de réponse.

Cette subdivision est quelque peu imprécise du fait que les réponses des biomarqueurs

peuvent étre interprétées comme étant des effets biologiques ou biochimiques induits suite a

| 6peoxsi ti on 7 | 6agent toxique,; ceci donnant
mettre en ®vidence ° |l a fois | 6exposition
confusi ons, | 6ensembl e des mar queur s bi ol

histologiques) mesurés au sein des organismes durant cette thasgseneé sous le terme

de fAbi omarqueur so.
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Différents biomarqueurs ont été proposés dans la littérature pour analyser les impacts
des agents toxiques (polluants métalliques et organigueses écrevisses et pour les utiliser
en biomonitoring. Citons entre autre le suivi des niveaux de composés protéiques (ex:
métallothionéine et vitellogénine) (Martiaz et al., 206) et non protéiques (exGSH,
glutathion total (tGSH), glutathionxgdé (GSSG)) (Kovae v i | ., 2008); dek atteintes
(induction/répression) enzymatiques (eestérases, topoisomérase,yt oc hr o me P45 (
(Escartin etPorte, 1996; Fernandes et al., 2002; Paolucci et al., 2004; Vigeaéandez et
al., 2007a; Viogud-ernadndez et al.,2007) ; des modi fi cations de 1|60
dans | es concentrations de sodi um, cal cium
2006); des symptémes histopathologiques (MaRiaz et al., 2006) des modifications des
systemes oxydants etgoxydants (Stolyar et al., 2006; Elia et al., 2007; Tan et al., 2007,

Dorr et al.,, 2008; Faria et al., 2010), des variations dans les réponses immunitaires (ex
lysozyme) et des niveaux des produits de peroxydations lipidiquede(@xalondialdéhyde
(MDA)) (Tan et al., 2007).

En ce qui concerne plus spécifiguement les biomarqueurs de contamination au Cd
chez les crustacés, nous retrouvons dans la littérature que la protéasiqueilisée
régulierementomme technique pour évaluer le stress engeradrégoxénobiotique. Le suivi
des niveaux doéinduction des m®tallothion®i n
littérature pour mettre en évidence ce stress (Pedetsah, 1998; Guan étVang, 2004;
Martin-Diaz et al., 2005; Wu &Chen, 2005; Anard et al., 2006; Martibiaz et al., 2006;
NunezNogueira et al., 2006; Liberge Barthélémy, 2007; Erk et aR008; Ma et al., 2008;

Wang etWang, 2009; WetHong et al., 2009; Geffard et al., 2010; Khan et al., 2010) suivi
par | 6®t ude esdnveaux\deala vitélogénme (dartiiaz et al., 2004; Martin

Diaz et al., 2005; MartiDiaz et al., 2006). Nous pouvons trouver aussi des études qui ont
utilisé les réponses histopathologiques (MaBinz et al., 2006; Lei et al., 2011), des
marqueurgde stress oxydants (8dstre et al., 2006; Liberge et Barthélémy, 2007; Wang et
Wang, 2009; WeiiHong et al., 2009; Lei et al., 2011) et pleroxydation lipidiqgue (Wang et
Wang, 2009) pour mettre en évidence le stress causé par le Cd.

Par contrce, jjowsgudé's ®tudes qui portent ¢
subcellulaires doéU sont rares chez |l es or g:e
crustaceskn effet, les étudedcotoxicologiques des effets de radionucléide concernent le
zoopbncton Ces ®tudes sont bas ®ewadestestsde hotdli®er vat
ou doéi mmobilisation (Barata et al ., 1999; Se
al., 2007a; Antunes et al., 2007b; Zeman et al., 2008; Khangebas,2 0 0 9 ) . Déautre
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évalué les impacts sur la reproduction (Semaan et al., 2001; Zeman et al., 2008; Massarin et

al ., 2010), sur | 6assimilation de | a nourrit

2008; Massarin et al., 2010; Massarin kt.a, 2011) et sur ddautres

(ex: consommation de | 6oxyg ne) (PDemamtedeakH.

aussifondées u r |l uti |l i sat i onfondienpelsp muwrni c ®y albue®d of D

écosystemes prés diées miniersLes auteur®nt eu recours au recensement des especes de

micro-crustacés (présence/ absenge)situ et ont évalué les impacts sur la diversité et

| 6abondance du zoopl a(fMelille, 1995). Mdssarirf eal.e(B0L1e s p ®|

on t aussi utilis® | 6histopathol ogi e cC omme

| 6®pi th®l ium intestinal des daphnies apr s e
Cooley et al (2000) ont utilisé les MT, MDA (produit de la peroxydation lipidique)

et | 6hi stopat malrgqgieair € ompmur d®t ecter Il 6i mp

Coregonus clupeaformis Labr ot et al ., (1996; 1999)

malondialdéhyde cheanio rerio, le mollusqueCorbicula sp et le versEisenia fetidgpour

mettre en évidence une éweelle peroxydation lipidique génééar| W& Dans plusieurs

®tudes dobéi mpacts de | 6U sur poi ssons, mo | |

| 6activit® de coataldsg glulath®n peraxydase, esigperdxyea dismutase) et

de niveau demolécules hydrosolubles (glutathion total) antioxydantes impdgwians la

défense contre le stress oxydant ont été utilisés comme biomarqueurs de contamination

(Labrot et al., 1996; Labrot et al., 1999; Barillet et al., 2007; Barillet et al., 201hjvéau

de | 6ac®tylcholinesterase a ®t® aussi d®t er

Danio rerio (Labrot et al.1996 Barillet et al. 2007, 2011) le mollusq@vorbicula sp et le

versEisenia fetidgLabrot et al. 1996). Simon et al. (2011apBaerillet et al. (2011) ont étudié

l a g®notoxicit® (test c onCorbialpfluminedetilé poissorp ar | ¢

zébre Danio rerio respectivement. De plus, Barillet et al. (2010) ont étudié les atteintes

structurales des cellules (histoliog ) de cette m°me esp ce de

toxicit® de | 0U. De m° me, Lerebours et al . (
et |l es r®ponses transcriptomiques comme bio
espece.
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3. Généralitéssur le Cadmium

3.1. Description

Quarante huitiéme élément de la table périodique, le Cd un métal trace non essentiel. A
| 6 ®t at pur il est mal | ®a b-drgent, Iégenemetitteute Somt d e
poids atomique est de 112.41 g/mol (Lide, 29989) et il posséde 8 isotopes naturels stables
et 14 isotopes r adi d%cdest fitissé corhndei traceur saopique a d i o
(Martin-Garin et al., 2004). La masse volumique du Cd & 20°C est égale a 8.6%gkan
température de fusion estgale a 321.07°C (Lide, 199899). Ce métal possede une
temp®rature de vaporisation basse de 767AC
(ex: cigarette) (Lide, 1998999; Pinot et al., 2000). En solution, il se trouve principalement

souslaformele cation, ~ | ' ®tat doéoxydation +11 (T

3.2. Origine et distribution

Le Cd est présetl ans | 6environnement (roches, s ®d
plantes et animaux, tableau). Il est naturellement présent dans la croute terfEsiugid et
les roches ou il est généralement associé au zinc (WHO, 1992; Pinot et al., 2000). Il est

présent dans des roches phosphatiques et les sols a des concentrations dlani e @ g/g

(Pinot et al., 2000) et de,D a 1 mg/g respectivement (Korte,9 8 3 ) . La pluie e
naturelle font en sorte que | e Cd rejoint I
(Tableau 2)( WHO, 1992). L'"activit® volcanique &est
de cadmium atmosphérique. Les volcans mari s on't aussi "’ l 6ori gi n:i
m®e®t al en mer , mai s | a quantification de | a

encore été reéalisée (WHO, 1992). Toutefois, le bruit de fond naturel diabteau 2 ne
semble pas avoir de conséquesigraves sur la survie et la santé des organismes vivants ni

sur | é6environnement (Pinot et al ., 2000) .
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Tableau?2: Bruit de fond du cadmi um detmals2000penvi r

Milieux Concentration du C
Crouteterrestre 0.11ug/g

Roches phosphatiques 0.1- 100 mg/g

Sols 0.1- 1 mg/g

Sols de surface 0.07-1.1 pg/g
Poussiere ménagere 0.42- 6.6 ug/g

Air de régions inhabitées <1ng/ m3

Eau non pollué (en général) <1 ug/L

Eau de mer 0.02- 0.1 pg/L
Eaux coieres et eaux douces |< 0.1 pg/L

Les activit®s anthropiques contribuent - I
dans | 6environnement . Durant |l a seconde moi
consommation du cadmium ont augmenté considémadaht dans la plupart des pays
industrialisés (Pinot et al.,, 2000). Les quantitts mondiales de Cd retrouvées dans
| 6environnement o0 nOD0 a®R3D @O0 rnésipan @ dontel®DO & £300Q 5
tonnes sont généee par les activités humaines tellgse les exploitations minieres et la
consommation des combustibles fossiles (Denmark, 2002). Jackson et Macgillivray, (1995)
ont reporté que le Cd total présent dans les effluents aquatiques provenant de toutes activités
et de toutes les régions du moradt supérieur a 1110 tonnes. Toutefois, Mahler et al. (2006)
rapportent que cette contamination doéori gi ne
certainement gr ©ce aux r ®gl ementations | i ®es
coursde ces dernieres décennies (WHO, 1992; Denmark, 2002).

Le Cd est principalement obtenu (comme spumsluit) a partir des extractions miniéres
de zincafin doé°tre utilis® dans | e secteur i
utilisé essemtllement dans les applications suivantes (Thornton, 1992):

1 Les batteries (nickecadmium)

T Pigments de peinture (plastique, verre et
7 Stabilisant dans le traitement des polymeres de PVC

T Dans | 6industrie de plastique

T Dans | a pr ®psspéaidux.on dbéal l i age
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Ces usages condui sent " r®pandre | e Cd dar
atmosphériques, des effluents liquides, des eaux usées, des déchets solides, de boues et de
vases. Lelableau3résume¢ s sources |l es plus i mportantes
en Europe report®es par Pinot et al . (2000)
contaminations importantes au Cd a cause des activités anthropogéniques comme par exemple

le Riou Mat, petit affluent du Latu les concentrations annuelles moyennes peuvent atteindre

22ug Cd/L (Morin et al., 2007). Les concentrations en Cd des eaux cotieres de Patras en
Grece peuvent atteindre la contration de 9 pg/L (Koliadima eKaraiskakis, 1990)Les
concentrations de Cd retrouv®es dans | e del't
5.22 Og Cd/L (Schuhmacher et al ., 1995) .
concentrations de Cd peuvent atteindre 200 a 1000 pg/L (Belabed et al., 1994).

Tableau3: Emi ssi ons de Cd en Europe (dbéapr
Cadmium
Emissions du cadmium en Europe (tonnes/an)
Dépobts de déchets solides 4425
Rejets issues des incinérations 29
Emissions des industries d'acides phosples 157
Déchets solides issues de la production du fer et de I 300
Combustion du pétrole 49
Fertilisants 374
Epandages et boues d'épuration 52
Activités industrielles 55
Cycle de l'eau 98

3.3. Spéciation du Cd

La spéciation chimique des espédessoutes en solution concerne la distribution d'un
elément selon différentes catégories d'especes clasiigans un systeme (Campbell et
Couillard, 2004). Pour un métal cationique, on peut considérer les formes suivagtes (
13):
-L6i on mlbtedek:ICi Yy u e
- Des complexes impliquant des anions inorganiques (phase dissoute < 10 nm) présents dans
les milieux naturels (HQF, CI, HCO;5, CO;*, SQ2, $0:7¢ ) .
- Des complexes impliquant des ligands organiques simples (acides aminésamjques,
pol ycarboxyliquesé) ou compl exes (aci des h
dissoute < 0.45 um).
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Le m®t al peut aussi sbdassocier 7  deé&rispdhases
végétaux, bactéries, zooplancton, phytoplanctong p ®p odi t es é) et i nor
Argil es, oxydes et hydroxydes de fer et de
espéce chimique va étre dépendante de plusieurs facteurs, et notamment de la composition
ionique de | 6eau, rptigues phygsicarhimigues telles qliedassalimitd r a c t ¢
(Figure 13) ou le pH (Figure 14), ainsi que la composition et la richesse en matiére
organique. Le Cd e s t | 6esp ce la plus pr GSgare 3y - f ali
exception faite des formes axlsées.

Les formes ioniques dissoutes ou ion libres**Csbnt les plus biodisponibles pour les
organismes aquatiques (Campbell, 1995), du fait de leur capacité a traverser les membranes
biologiques des branchies (contamination par voie directe) (Di &ord., 2001). Selon le
mod | e de | 0:ifreenionladtivity neode{MBrel,AL883)), tout ligand capable de
complexer "(Goeeg cve uM met al et n | e nombre
capacités de bioaccumulation. En effet, la compleratie C4* avec les phases organiques
ou inorganiques pr®sentes dans | 6eau va renc
aguatiques par voie directe (Vann@eken et al., 1999; Niyogi &vood, 2004; Cliffordet
McGeer, 2010), hormis pour les espece s uscepti bl es doéi ng®r er C €
fouisseurs, déposivores et mollusques filtreurs), qui peuvent ainsi se contaminer par voie
trophique (voie indirecte). De pl us, une di
sur venir 7 conpdtitios entredlés digards présents dans le milieu et les sites de
fixation au niveau de la membrane biologiqDe Toro et al., 2001; Niyogi éVood, 2004).

Afin de sbdassurer que |l es esp ces chimiqgl
différentss condi ti ons dbéexposition, nous avons <ch
une eauartificielle a pH 67. La composition chimique de cette eau est donnée lgans
(Tableau 4)(eau Al Kaddissi/écrevisses) la spéciation chimique du Cd dans casditmns
expérimentales est donndans lafigure 14. Les especes chimiques prépondérantes du Cd

dans cette eau & pHm®correspondent aux cations*Cdt CdCf .
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Tableau 4 : Bilan des concentrations des ions majeurs (umol/L) présents dans les

différentst ypes dodéeau ®t udi ®s au sein du | aboratoi
Io_ns Eau E_au Eau Eau Eau Eau Eau
majeurs robinet Zeman : Al-
Esparron .| Bourrachot Lerebourg robinetEA .
(umol/L)et| , . . LRE (daphnies . . . : Kaddissi
(écrevisses , . . : : (poissons)| (poissons| (écrevissey , . .
pH (écrevisses écrevisses (écrevisses
ce’ 1300 19858 2000 289 218 2440 1640
Mg** 2189 4341 500 195 60 610 500
Na" 783 7003 870 324 221 490 870
K* 88 366 81 152 25 86 80
Cl 10747 7023 4100 919 378 820 4100
SO” 7245 997.3 510 100 130 650 509
NO;3 1247 548 3.2 310 148 58 765
HCO;s n.d n.d 770 X X n.d 15*
COs” n.d n.d X 7 75 n.d X
PO* <0.1 42 2.1 X X n.d X
NOy 261 X X X X 2 X
pH 8.6 8.37 8 6.5 6.5 84 6.7

(X) absent. (n.d) non déterminé. Notkées concentrations ioniques des eaux synthétiques (Eau
Zeman, Eau Bourrachot, Eau Lerebours, Eau Al Kaddissi) présentées dans le tableau correspondent
aux concentrations apportées par les sels au moment de la fabrication; le reste des résultats correspond
aux concentrations mesurées dans les eaux naturelleg€gparron, Eau robinétRE, Eau robinet

EA) . ( *) | 6 P.aclarkii aaprés péguBilere avec la PG 0.000316présente une
concentration de HCOégale a 281 umole/L. (Ecrevisses) Eau adaptée aux besoins des écrevisses.
(Daphnies) Eau adaptée awesoins des daphnies. (Poissons) eau adaptée aux besoins des poissons.

70%-+

60%

50%-\%‘“‘

40%-

—o— Cd[2+]
—— Cd(OH)2[0]
—— Cd(OH)CI[0]
cdcl+]
—— cdci[o]
—— cdcisf]
—— CdOH[+]

30%-+

Especes de Cd (%,

20%-+

10%-+

0%

pH

Figure 14: Spéciation chimique de 10ug/L deadmium dans une eau douce synthétique
adaptée aux besoins des écrevisses (simulation avec le programme de ispec
géochimique 3JCHESS).
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3.4. Mécanismes de contamination en milieu aquatique

La bioaccumulation des métaux par les organismes aquatiques implique un transfert du
métal du milieu environnant vers le milieu intérieur, mvers des barriéres épithéliales (ex
branchies, paroi du tractus digestif, revétement tégumentaire). La premiere phase
déaccumul ati on dkée aumpBdneamenes de draverséeo des membranes
biologiques (bicouche phospholipidique incluant des ot ®i nes ) . Dans | e
contamination par voie directe, le Cd de la phase dissoute est absorbé par les surfaces
directement en contact avec le milieu extérieur: (esanchies). Mentionnons que la présence
de mucus a la surface des échangeurs régip@s peut représenter une barriere tres efficace
i mi tant | 6accessibilit® des m®taux ° l a me
métaux adsorbés sur la phase particulaire seront plutdt ingéigsinternalisés apres

solubilisation dans le tubdigestif Figure 13) . Chez | es crustac®s, [
directe ne peut se faire que par | es partie:
|l es branchies (Rainbow, 1997) . Le m®cani s me

celle du a@lcium (Verbet et al., 1989; Bjerregaard Bepledge, 1994; Sihstre et al., 2004;
Bondgaard eBjerregaard, 2005). La substitution des ioné"®@ar Cd* au niveau des canaux
calciques est expliquée par le rayon atomique du Cd trés proche de celu{@Q6Cet 0.99

A respectivement) (Silvestre et al., 2004). Le Cd peut étre également absorbé par simple
diffusion passive, mais cette voie non spécifique ne serait efficace que pour les fortes
concentrations du métal dans le milieu extracellulaire (Grieusl al., 1996). Rainbow

(1995) évoque une autre possibilité de transport des ions métalliques libres chez les crustacés
ou le métal pourrait se lier a une protéine de transport et étre transféré a la cellule par
diffusion facilitée. Le passage du Cd démsnilieu interne des organismes dépend également

de leur état physiologique: en effet la bioaccumulation du métal va augmenter chez les
crustacés apres la mue car le pompagecalcium augmente (Bondgaard Bferregaard,

2005). Ce phénomene est accruzzhel es crustac®s dbébeau douce
contre la fuite des ionsemilieu hypotonique (Mantel gt ar me r 1983) . LOh®m
crustacés est capable de transporter le Cd vers différents oflytaréis et Rainbow, 1998;

Silvestre etal.l2 004 ) . A titre doexemplCarginusummaenaac3o nt a mi
pg/L de Cd par voie directe et pour une période de 21 jours a conduit & une bioaccumulation
massive du m®t al au niveau des -Dnzeaa.c2B0b)e s pui
Une méme tendance a été observée éhezambarus clarkiexposé 21 jours a 10 ou 30

Hg/L de Cd par voie directe (Martidiaz et al., 2006).
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3.5. Effets biologiques du Cd
351.Au niveau de | 6organi sme et des tissus

Reddy et Fingerman (1995) ont étudié impact fhysiologiquedu Cd conduisant & un
changement de couleahez le crabé&Jca pugilatorapr s 48 h dbéexposition
(forte dose)par voie directe. Ces auteurs ont démontré que la diminution de la dispersion des
pigments noirs dans les mélanophor@gllules contenant les pigments noirs) était
significative suite ° cette contamination. A
mélanophores, mais agit sur le processus neuroendocrinien qui cdatqgih@nomeéne de
dispersion.

Rodriguez Morea et al. (2003) ont montré que 0.5 mg/L de Cd administré par voie
directe peut entrainer unehibition de la muechez les crabes adult€shasmagnathus
granulata. Les auteurs reportent que le Cd empéche la production des quantités nécessaires
d 6 e ¢ d yhermane de mugjour déclencher la mue.

Le Cd peutaltérer le comportementles organismes. Une étude a montré que ce
métaldiminue le taux de prise de nourritureGemmarus pulexaprés 168hdiminution de
30% a 7.5 pg/L et de 36% a 15 pg/L). Il diminuessi sa locomotion (apres 12@mminution
de 20% a 7.5 pg/Let de 31% a 15 pg/apres 168hdiminution de 38% et de 39 % a 7.5 et
15 Og/ L respectivement) ef f estahypswanrtilatidnbestt i o n
significatif & 15 pg/L; aprées 168hHa méme réponse est observée dans les deux cas de
contamination) (Felten et al., 2008). Des études ont aussi montré que le Cd est capable de
perturber | 6ouvertur e CobicMaaflunmmineaTchuet &l.j2008), ve daé
de pert uatireetla dagfacité deaage eomysis integgiRoast et al., 2000) et de
diminuer la vitesse de locomotion des creveltggpolyte inermigUntersteiner et al., 2005)

Il faut mentionner que le comportement des animaux est de plus en plus utilisé comme
mesur e d o e-¥éfaleaux dontamimants ioxiques (Felten et al., 2008).

Le Cd peutaffecter la reproductiodes crevette®alaemonetes pugidJne exposition a
2.51 pg/L de Cd a entrainé une diminutide 50% des femelles gravidame diminutio
significative du nombre de larves par portée (dimorude 27% a 1.51 g/l et de 36% a
2.51 Og/L). La fertilit® aded5%rms2bL®/L(MMarginvi r on
etRowe, 2008) . Redrvambaruk élagkd)r Geivn jsescetyg ©dh g dé poid® . 5
corporel a entrainé une inhibition de la maturation des ovaires, ce qui peut avoir une
conséquence négative importante sur la reproduction (Reddy et al., 1997). Des femelles
d 6 ®c r @mdambarassClarkiexposées par voie directe a th§/L de Cd pendant 4 mois

montrent une di minution significative du nor
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au contr!'le (203 N 145.57) et du vweraueld% s do ®:
des contami n®s) . Ai ragon considésableCla proaluctrf dem € 6 ® e 1 6 u
leur éclosion (Nagvi étlowell, 1993).

Le Cd peut causer debangements structuraux Ci t ons ~ titre dbéexem
observés au niveau des épipodites et des branchies chez les creéeatiess japonics
(Soegiantoetal.,1999) 6 exposi tion directe ° 2000 et 400
des changements structuraux profonds au niveau des branchies. Les cellules épithéliales
branchiales étaient nécrosées, désorganisées et vacuolisées. lsagag@n200 ug/L durant
15 jours et a 2000 et 4000 pg/L durant 4 jours, ont provoqué des altérations profondes des
épipodites: augmentation de leur épaisseur, diminution du nombre de microvillosités apicales,
des invaginations basales, des mitochondrié®s auteurs suggérent que ces altérations
peuvent conduire 7 une perturbation de | a
organismes contaminés. Une expositionPddarkii pendant 21 jours a 10 et 30 pg Cd/L a
conduit & des changements histoleggs au ni veau des branchies e
les symptdmes majeurs observés étaient une vacuolisation des tissus et une désintégration de
| 6®pi t h®l-Duanz (eMtar &t n, 2006) . L eAstacus @gia@us o p a n c
présentaient deatteintes structurales similaires avec une nette dilatation des tubules apres 10

semai nes doex@eysriettal,2006) © 2 Og/ L

3.5.2. Effets Sub-cellulaires
Au sein de la cellule le Cgp e u't i mpacter | 6 ADN, | 6expres
activités enzymt i ques, l es mitochondries et/ ou indu
(Verbost et al., 1989; Almeida et al., 2002; Hartwig et al., 2002; Rainbow, 2002; Wang et al.,
2004; Sokolova et al., 2005; Gonzalez et al., 20Q&)e titre, & Cd esparfoisutilisé comme
xénobiotique modeéle afindde x p mn simesg cellulaire et induire une réponse spécifique aux

meétauxtracescomme les M{protéines de faibles poids moléculaires capables de séquestrer

le Cd), ou bien afin de générer un stress thermique ouaokyd f , comme | 6HSP (
proteins) ou I 6HO (h me oxyg®nase) (Pinot e
capacit® © modi f i erToutedo® ceatdins effetsl ppuventdéte liksaa sa e | |

structure similaire au calcium (Pinotat, 2000). En effet, le Cd pénétre dans la cellule par
| es m° mes vaqoeleealcium,@feotant a&E sa mobilisation et son homéostasie
dans la cellule (Staessen et al., 1996).
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3.5.2.1. Stress oxydant

lesesp ces r®actives Reactive OxygerySpeciesfROS)ERO) , o
angl ai s, i ncluent | es r ddbleauu,x Il & doxryegsOnde®rsiivnR
O)qui est un d®riv® tr s r ®act i(HOd@nrddiéab xy g n
libre est une espéce chimiqueofae ou molécule) instable contenant un ou plusieurs
électrons célibataires (non appariésté par un point) (Tessier &larconnet, 1995). Ce
d®s®quilibre nbébest que transitoire et est coc
transfert de cetlectron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007). Les radicaux libres
vont oxyder legprotéines 'ADN et les membranes cellulaires (attaguelgedes constitutifs
par peroxydation lipidiquget perturber ainsi le fonctionnement normal des cellules (Wang et
al., 2004).

Tableau 5: Bilan des diff ®rents r adGadastAlertlei br e s
al., 2003; Valko et al. 2006)

Radi caux | ibres centr®s sur
0, Radical superoxyde
HO, Radical perhydroxyle
‘OH Radical hydroxyle
RO, Radical peroxyle (exHOO-) le radical hydroperoxyle)
RO Radical alkoxyle gu R est unehainecarbonée)

En plus des radicauxxygénés libresTableau 5), les radicaux libres rassemblent aussi ceux

d®ri v®s dobaci de:s(LO@) eadicalilipidgzetparox@ks le gemxynitrite

(ONOO) e t l e monox\NYd.d 60 6 & gla preducttbe és ERO peut étre

endogene (ex mitochondrie, peroxysome, cytP450, NAD®Kydase, Xanthine oxydase,

réactions immunitaires) ou bien exogéne ((ex r ayons 2, X, uv, ®1
xénohotiques, pathogenes) (StohBatgchi, 1995; Afonso et al., 200Bigure 15).
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Figure 15: Origine extra- e t intracellul aire des radicaux
XO: xanthine oxydase. P450 : cytochrome P450. RLO: radicaux libres dérivés de
| 6 oeng(Afonso et al., 2007)

Ainsi, l es cellules des °tres a®robi es, en
basale en radicaux | ibres de | 6oxyg ne non
immunitaires, des enzymes intervienndahs la production de radicaux libres pour détruire

les microorganismes, des macromolécules étrangeres ou les cellules en décompmsition d
tissus nécrotiques (Wilson &a |l amat i an, 2003) . La source pr
endogénes dans la cellwdst la respirdon mitochondriale (Tessier &arconnet, 1995). En

effet, lors de la respiration cellulaire, la réduction de l'oxygene moléculaire par les
cytochromes respiratoires peut étre réalisée de fagcon incompléte et s'accompagner ainsi d'une
foomaton parall | e dobéesp ces extr°mement r ®act i
sein du cytosol, diverses r®actions chimique
lutter contre un exc s de product impamantde ERC
doéant i o(kiguet al@ tcanme les superoxydes dismutases (SOD), les glutathions
peroxydases (GPx), les catalases (CAT), les métallothionéines (MT) et les glutathions S
transf ® ases (GST) é
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Figure 16: Systemes enzyniues impliqués dans la défense contre le stress oxydant
adapt ®s dobéapi20086). Val ko et al

Note: Les équations ne sont pas équilibrées. (SOD) superoxyde dismutase; JGon

superoxyde. (HO,) peroxyde déhydrog ne. ( GPx) gl ut
glutathion oxydé.(GSH) glutathion réduit. (Gred) glutathion réductase. ‘OH) radical

hydroxyle. (F€*) ion ferreux. (F€) i on ferrique. (LH) acide p
l i pidique. (LOOA) r adOH)farine réduite deda vipmiaeEp(Er o X ®

y |
OA) un radical de la vitamine E. (LOOH) hy
monoani on. ( Asc A1) radi cal ascorbyle. - (DHL
lipoique. (GST) Glutathion S transférase.(LOH) alcooldipidiques. (CAT) catalase.

d
A

La superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase est une enzyme ubiquitaire chez les organismes d@rl@es.t un e
métalloprotéine a Cu et a Zn présente dans le cytosol des eucaryotes (Cu/Zn SOD), et a Mn
dans les mitochondries (Mn SOD). Elle cgsa la dismutation du radical superoxyde selon la
réaction Culotta ettarl, 2001; Ruas et al., 2008; AschnerXang, 2009):

2H'+0,"+0,"Y 02 ,.&» H

Les cellules se protegent ainsi des effets toxiques du radical superoxyde, tres réactif avec les
molécules biologiques, en le convertissant en un composé moins toxique: le peroxyde

déhydrog ne. Ce dernier compuors ® ademelulr @aing ,
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enzymes vont intervenir dans meutralisation de cette espect catalase et la glutathion
peroxydas€Kono etFridovich, 1982; Michiels et al., 1994; Arthur, 2000).

La catalase (CAT)
Cdoest une enzyme h@mudes atogneede feedu ketn dehemes i e n t

qui constituent les sites actifs de la protéine. Sa fonction principale est la protection contre les
effets toxiques du peroxyde tiod anyedurebaxygéne e n
(Kono etFridovich 1982; Mitiels et al. 1994):

2H0,Y ©r2H0

La glutathion peroxydase (GPx)

La glutathion peroxydase est une enzyme qui intervient, avec la catalase, dans la
destr uct iOpBlumdet Fridovichl, 1985; Labrot et al., 1996), et aussi dans la
neutralisationdes hydroperoxydes issus de la peroxydation des acides gras polyinsaturés
(Valko et al., 2006).

El'l e catalyse |l a r®duction du peroxyde doéhy
glutamate, cystéine et glycine):

H,0,+ 2GS H Y ,@+ G8ESG,ainsi que celle des hydroperoxydes:

R-O-O-H+2GSH Y ROB+&SSH

La glutathion S transférase(GST):

La glutathionS-transférase est une enzyme qui catalyse la conjugaison entre un
peptide, le glutathion réduit, et les composés électrophiles. Edevient au niveau de la
phase Il du processus de détoxication cellulaire (Elia et al., 2003). Cette conjugaison du
glutathion avec certains substrats permet la formation de composés moins toxiques. La GST
joue également un réle dans la destruction deexgdes et des époxydes provenant de
| 6oxydation non enzymatique des acides gras
gue le HO, peut aussi induire la GSHayes ePulford, 1995; Solé et al., 2004).

La métallothionéine (MT) :

Cette protéinale faible poids moléculaire (6 kDa possédanb87acides aminés chez
les crustacés) trés riche egstéine (18 des acides amipés ( Peder sen et al .,
2005), poss de de fortes potentialit®® de fi
métaux divalents) basées sur les propriétés thioloprives de ces xénobiotiques (forte affinité
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pour les groupements thiols) &nell et al., 1988; Sparla &@vernell, 1990). De plus, sa
structure lui confere des capacités redox (Hamer, 1986).,Aiet® protéine joue un role
i mportant dans | 6hom®ostasie des m®taux esse
(Ahearn et al., 2004; Pa®lont et al., 2010), mais également dans la protection contre les
radicaux libres et les dommages oxydatifslititar, 1998) en piégeant les ions superoxydes
et les ractaux hydroxyles (Thornalley et Vasak, 1985; McAleefan, 2001b, a).

Les cellules poss dent ®gal ement doautre
r®acti ves d & qud des xglarulemrdioxytiaatés hydrosolubles (glutathion,
vitamine C, acide urique) et liposolubles (Vitamine E, caroténoides, bilirubine), intervenant
tout particulierement au niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines plasmatiques.
Ainsi, les antioxydants onété définis comme des substances capables de concurrencer
déoautres substrats oxydables ©° des concentr:
déoemp°cher | doxydation de ces substrats (Afo
est maitriée par les systéemes de défense, la balancexatants/preoxydants est dite en
équilibre. Lorsque ces especes sont produites en trop grande quantité et/ou que les défenses
antrtox ydantes sont i nsuffisantes, uhun streaspt ur e
cellulaire se produit appel ® fistress oxydan

cellule peuvent prendre la forme de dommages irréversibigsré 17).

X,Vdant
Anti-oxydants /N
Enzymatiques Pro-oxydants
Fro-oxyaants

SOD, CAT, GPx...

Non enzymatiques

Endogénes

Mitochondries, Peroxysomes,
Vit. E, Métallothionéines... cytP450... v

é ; Exogénes
Radiations ionisantes,

Xénobiotiques, Métaux...

S —

Figure 17. Schéma de la balance ambxydants/pro-oxydants représentant un stress
oxydant (Barillet, 2007).
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Le Cd est incapable de générer directement des radicaux I{Wagen et
Beyersmann, 2004; Jomova ¥alko, 2011). Ce ntél ne peut pas catalyser de réactions
redox dans les systémes biologiques. Les métaredaxactive»quant a eux, (ex fer,
cuivre) peuvent directement augmenter la production des radicaux hydroofhsg(ace a
la réaction Fenton(Ercal et al., 20@yypers et al., 2010):

MO+ 0, Y M™D + 0,

20"+ 2HY H,0,+ 0,

M + H,0, Y M™+ OH + OH
(avec M un métal vredoxactivee et n | e nombre do®l ectrons).

Le Cd peut cependant générer un stress oxydant indirectement en remplacant dans
diverses protéines le fer et le cuivre (eXerritine et apoferritine), contrilamnt & une
augmentation de leuoncentrations intracellulaires augmentant ainsi la quantité de métaux
« redoxactive» (Casalino et al., 199Dorta et al., 2003; Watjen Beyersman, 2004).

Le Cd peut aussi affecter directement le systéme de défense cellulaire et les molécules
possédant des groupements thiols (Ercal et al., 2001). En effets, les MT sont chargées de
piéger le Cd pour le rendre inactif (Viarengo et al., 2000). Toistesi la synthese de ces
prot® nes nbest pas suffisante pour prendre
va al ors af fsttmes derdéfetisesa(kldassensef 199y). Vue la forte affinité
de ce contaminant pour les groupemehiasis, le Cd peut se lieau glutathion (GSH) (Zalups
et Ahmad, 2003),connu pour ses propriéaésioxydantes, perturbant la balance oxydative de
la cellule (Ercal et al.,, 2001)Figure 18). Rappelons que ce métdite est le substrat de
plusieurs enzymes antioxydantes (GST et GP>
cellulaire peut conduire a une perturbation du fonctionnement de ces enzymes.

Les effets du Cd sur la balance oxydative sont complexes: il peutb@rssliiminuer
l a concentration et/ &igurell®d @cdnduveiate® auhjreentatiam t i o X
dans | es cellules en fonction de | 0i mportan:
Dagninoet al., 2007; Cuypers et al., 2010). Casalino et al. (2002) supposent que la diminution
de | 6activit® de | a SOD chez des rats expos
SOD/ Cd qui conduirait a des changements dans la topographie de la pratéiaifietait sa
fonction <catalytique. Une di minution de | 6a
supposent Wrofiskidofer et al, (1999) chez la souris aine possible interaction entre le
meétal et la sousnité catalytique de cette enzyme pourraiplexier une telle diminution.

Jurczuk et al. (2004) ont pour leur part observé une déficience en fer dans le foie de rats
expos®s 12 semaines au Cd qui serait © |l 6ori
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un élément essentieludcentre actifde la protéine Une étude récente chez la crevette

Litopenaeus vannamei montré que le Cd peut se lier directement au site de fixation du

glutathion dans la GST (Salazdledina et al., 2010). Une peroxydation lipidique (oxydation

des lipides insaturés desembranescf. chapitre |, 4.5.2)1peut aussi survenir durant une

contamination au Cd (Manca et al., 1994). Ercal et al. (2001) pensent que des perturbations

dans le systéme de défense (é&xniveau de concentrations en GSH et M@t conduire les

ERO (ex: OH et Q") a étre libres dans la cellule et ainsi déclencher des peroxydations

lipidiques. Le stress oxydant généré par le Cd peut aussi étre lié a des impacts au niveau des
mitochondries (Pinot et al., 2000; Ercal et al., 20@1.)ghapitre I, 3.2.2) (Figure 18).

Cadmium

Damage to antioxidant
defense system

e

NS

Depletion of thiol
status

!

/N T

Mitochondria

—

v

LIPID PROTEINS DNA
Lipid Protein Oxidized
Peroxidation Oxidation Nucleic Acids
Membrane Protein Impaired
Damage Dysfunction DNA Repair
Mutagenicity
Carcinogenesis

‘ CELL DEATH |

Figure 18 Mécanismes possibles expliquant la génération de stress oxydant par le

cadmium doapr

s Er

c altale2010a |

2001

et
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3.5.2.2. Effets sur les mitochondries
La mitochondrie est le site de la respiration cellulaire, de la phosphorylation oxydative
et de | a production dO6ATP (principale source
Elle intervient égalementadn s | e d®c | e n c h e meeluairedomgrdaminéep o pt os

La chahe respiratoire des eucaryotes est localisée dans la membrane interne des

mitochondri es. El'l e comprend quatre ®tapes
enzymatiques membranes (I, II, Il IV) ;1 es vecteurs doOo®| esontr ons e
deux mol ®cul es mobiles dans | a bcyloahrommehh e phos

Lors du fonctionnement de la chaine, un potentiel électrochimique de pesttogénéré au

travers de la membrane par les complexes |, I, et IV. Le gradient de ppzditspe a la
phosphoryl ati on Figue 19).léc Adriplexe hou NADPHéshydrogénase,

oxyde le NADH en NAD et réduit lecoenyme Q (coQ) en coenzyme QH2 (coQH2). La
r®acti on sbaccompagne doun matormpaeag e v ares plr
intermembranaire. Le complexe Il ou succirdéshydrogénasegxyde le succinate en

fumarate et réduit le coQ en coQH2. Le complexeoiilcybchromec-réductase oxyde le

coQH2 en coQ et réduit le eyFe*) encytc(Fe*") . La r®action sbdaccompe
de protons de | a matri ce oomplese IMod eypogheomesc i nt e
oxydase, oxyde le cytFe’”) en cyc(Fe™) etrédii t,ehHOO La r ®acti on soa
doun pdmppge®tons de | a matri c.e.e complese VIobespac

| 6 Adymhase, est une enzyme couplée énergétiquement avebalae respiratoire

mitochondriale. Elle est constituée du complextramembranaire Fdssocié au complexe

me mbr anaire FO. Ce dernier est wun canal i oni
| 6®nergie fournie par | e grpadoiteomts dgee Hp o't

synth se doATPauaiseau da tomplexe Rl @&ed un sag@amiprotons de

| 6espace i nter membr an alé gragienvde pretons est fanaable i c e .

| 6enegmpl e | a synth se de | 6ATP (" partir de

qui s 6 ef f etravers &0 vers la face de la membrane ou se situeFiuré 19)

(Rai sonni er, 2004) . [ faut menti onner que
peut foncionner dans le sens inverseld® ®t at i mhuys inolrong | hydr ol ys
au |lieu doéen proAuli d®t dtNephysiegl 2®iI0OBYye nor me

contamination, les mitochondries sont les sources majeures de la production des ERO dans les
cellules (Cuypers et al., 2010)nEeffet, les ERO sont naturellement produits au niveau du

complexeleduc ompl exe 111 ° | 6®t at nor mal (Gao et
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Figure 19 : Schéma de la chaine respiratoire mitochondriale. (T) AP translocase,

facilite | e transport doune mol ®cul e doA
i nter membranaire, en ®change ddéune mol ®cul e
prot®i ne transporteuse, per met ) | 6ATP de

mitochondrie pour sortir dans le cytoplasme(d'apres Raisonnier, 2004)

Le Cd peut inhiber plusieurs enzymes participant aux processus de la chaine
respiratoire mitochondrialélvanina et al., 200&arceau et al., 2010}l peut se lier aux
groupements thiols demolécules mitochondriales critiques et inactiver ainsi les enzymes.
Wang et al . (2004) ont montr® que | es compl €
Cd que |l es autres. De pl us, | 6i nacti vati on
oxydant, une dépolarisation (diminution du potentiel membranaire) et une perméabilité
membr anaire conduisant ° un dysfonctionnemen
membranaire et le découplage de la phosphorylation oxydative par le Cd conduisent
di minution de Il a synth se de | 6ATP. Ceci p
transition de perméabilité mitochondriale (Pinot et al., 2000). Ces pores sont des canaux
(compl exes prot®i que) au ni veau rtedibéteaansne mbr a
le cytosol plusieurs facteursppopopt ot i ques ~ | 6origine de | a
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Les esp ces r®actives de | 6oxyg ne et |l e cy
vers le cytosol ou ils activent les caspases'quil eur tour vontFgurendui r e
20.De pl us, |l es ERO rel ©ch®es vont d®grader
di minution s®v re de | 6ATP, une Ine®ccasedaen
diminution modérée, la cellule va tenter de stabiliser tant que possible la dégradation des
protéines (ex: grace a la protéine Hsp70 qui va se complexer aux protéines affectées et les
conduire en dehors de la cellule). Suite a cet effet, dasamsmes cellulaires vont étre
pertur b®s et débautres vont se mettre en pla
surexpression de certains génes de détoxication ou de compen@itiohkt al., 2000). Des

étudesin vitro de fibroblastesf 1 ltda poumons humains ont montré que les ERO générés

par le Cd conduisent a une dépolarisation membranaire de la mitochondrie, & une altération
dans | e transfert do6é®l ectrons de |l a cha” " ne r
i nhi bi tAiT®®n sdyet hase et - | 6oxydati @tCragbe | 6 AD
1982; Doelman et al., 1990; Yang et al., 1997). Le Cd est aussi capable de déplacer le zinc des
MT (Dallinger et al., 1997), oune augmentation en ion libre de zinc dans les mitoaiesd

peut conduire a un blocage de la respiration mitochondriale, qui en conséquence va conduire a
une ouverture du pore de transition de la perméabilité membranaire, puis un rejet du

cytochrome cla génération de ERO (Bos¥Yetzel et al., 20048t a I'apptose

57



CADMIUM

I Cell

T
@Mitmhondria
Disruption /
of membrane ¢
potential '

R Release of
/ \ Production cytochrome ¢
of reactive
Uncoupling Reduction OXygen species
of oxidative g— of ATP
phosphorylation synthesis /
]_I Protein ;
degradation
+++ + ‘
Stabilize Complex Caspases

nascent proleln with Hsp70 aetivaHeD

L /Hsp70 complex I L
wmnspw /(5

APOPTOSIS
NECROSIS ‘r HSF
Activation of :
Hsp70 transcription
Hsp70

Figure 20: Effets du cadmium sur les mitochondries. (Hsp70) Heat shock protein de 70
Kilodaltons: protéine de stress fonctionne comme un chaperon pour les autres protéines.

(HSF)fact eur déi nduction de | a trans@nadatgalj on du
2000)

3.5.2.3. Ef fets sur | 6ADN et | dexpression
Léacide d®soxyribonucl ® que (ADN) est pr®
constitue | e pat espeoa il corgiengd®iesdds inforonagions pgenmattant
l a p®rennit® dbébune esp ce par |l a transmissio
deux brins complémentaires enroulés en hélice (double hélice). Il est constitué par un
enchainement (séque) précis d'unités élémentaires que sont les nucléotides. Le nucléotide
estlurm® me f or m® doéun ph o sdpsbhxgribase) luméde rélié aume sucr e

base (purique (Adénine, et Guanine) ou pyrimidique (Thymine et Cytosiigliy¢ 21).
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Figure 21: L®sions de | 6ADN for mPes par attaque
des cellules (dbéapr s Favier, 2003).

Comme nous avons pu le voir préecédemment, le Cd peut génésaess oxydant

or | 6 ADN est Otar taqeengpiabl d es d®ri v®s r ®act
esp ces r®actives de | 6oxyg ne peuvent caus
nucl ®aire et mitochondrial. La formation de
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pourlesEROquoss dent | 6®nergie suffisaloxygéene”™ | 6
singulet), HO, et ‘OH). Ces réactions peuvent conduire a la formatiogadsures simples
ou doubles brins(YuetAnder son, 1997, Jacobi et ntrala. , 19¢
base et le désoxyribose est aussi possible créant aisgewabasique(Ramana et al., 1998).
Les bases et particuli rement l a guanine, S
peut °tre directe et e n hdraat’um grand nodbrexdg@sea t i o n
modifiées (Cadet et al.,, 199996 at t aque radicalaire des prot®
| 6 ADN: (perxot ® nes dohistones, enzymes et fact
entraine depontages des protéine§ADN- protéine) (Dizdaroglu, 1998; Favier, 2003). De
plus, lesaldéhydes mutagénegui résultent de la peroxydation lipidique, peuvent se fixer sur
une des bases de | 6ADN, f or m3MDA-guaning) Gavierdes ac
2003) . ?lessitonca(dabl e de se |lier directement
nucléiques isolés et induire des changements conformataux ligands (Beyersmann et
Hechtenberg, 1997) . Des cassures des Dbrins
peuent se produire mais seul emenonttpséenéds | e s
(Beyersmann atlechtenberg, 1997).

Ce m®t al provoque ®gal ement des changemer
conduisant soit a leur répression soit a leur itidacDans une étude récenteierron et al.
(2011) ont corrélé les réponses transcriptionnelles de plusieurs genes a la concentration de Cd
accumulée dante foie dePerca flavescerssite a une exposition chronique situ. Les
corrélatiors établies étaig le plus souvenhégatives. En effet,une diminution dans les
niveaux de transcription de nombreux genes impliqués dans la biosynthése de,mat&ne
le systéeme immunitairejans le métab@me énergitique etlipidique a été obseng Les
auteurs suggrent que cette diminution marquémovient d'un dysfonctionnement du
métabolisme deacides biliaires et de la restriction d'é@rgiepar leCd. De plus, ils émettent
I'hypothese que dewodifications épigénétigsales histones et d&ADN peuventmenerala
mise sous silence d'un géne (gene silencing)/ répression d'unLgérenalyses de puces a
ADN (appelées ausgiuces a genesiopucesdDNA chip, DNAmicroarray et biochip) en
écotoxicologie sont de plus en plus utilisées pour évaluer les impacts |[danfolsur
| 6expression dobébun grand nombr e lhoechmplogees ( R
récente permet d'analyser le niveaexgdressiondes genestranscritsdans unecellule un
tissu, un organe, ou encore un organisme, a un moment donné et dans un état donné par
rapport & un échantillon de référence. Une analyse utilisaatteehnique a été effectuée sur
le foie de la carpe pour déterminer les mécanismes biologiques affectés par le Cd. Pour cela,
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les poissons ont été contaminés par voie trophique {94 ug/g) et directe (880 ug/L)
simultanément pendant 28 jours a difiétes concentrations. Les résultats ont montré que
parmi 643 genes testés, 95 genes dont le réle est connu étaient affectés par la présence du Cd.
Ces derniers sont impliqués dans divers mécanismes cellulaires, tels le métabolisme
énergétique, le métabsine lipidique, les réponses immunitaires, le stress (ex: Hsp, les
marqueurs de stress oxydant et les enzymes de métabolisation des xénobiotiques), la
d®t oxi cationé LOoexpression des g nes codant

PCR a montré ungsurexpression de ces genes, alors que le gene codant pour la cytochrome ¢

oxydase ®tait inhib® indiquant (Rayndertéetal., en pl
2006) . Les r®sultats dounRPER ehazdel pyissanlatidhéhysp u c e
flesusmont rent aussi guden pr®sence du Cd, | 6ex

marqueurs de stress oxydant et des genes codants pour les MT est affectée. De plus, les
mécanismes impliqués dans la synthése protéique, le transport et laatiégraoint modifiés.

Les genes de la cytokine, du cytosquelette, de la détoxication (cytochrome P450) et les genes

i mpliqu®s dans | 6apoptose et | e cycle cell ul
micro-crustacéDaphnia magnaapres expositiom u Cd , l es r®sultats dbo

montr® que 29% daeson dait altérée partipeat Mé@bolismpereea la

production do®nergi e, 31% sont i mpliqu®s dar
associés aux processus deci ssance, de transport doéions, C
(comme | e stress oxydant) (Connon et al ., 2

ARNmM totaux deSaccharomyces cerevisiaprés exposition au Cd a montré que 310 genes

ont été suExprimés en présence de ce métal et 322 génes ont été réprimés. Parmi les genes les
plus surexprimés 13% participent aux mécanismes de sauvetage, de défense, de
vieillissement et de la mort cellulaire, 9% codent pour des transporteurs, 9% participent dans
les mécanismes énergétiqgues, 8% dans le métabolisme et 7% sont impliqués dans
| 6hom®ostasi e i oni que. Les g nes | es pl us
participent a la synthése protéique (surtout ledégmes ribosomales) (Momose letahashi,

2001). Plusieurs études sur différents organismes (levures, crustacés, poissons, rats)
confirment que les genes codant pour les MT et les protéines de streskisf@x sont
hautement surexprimés dans les cellules exposées au Cds{@aita et al., 2001Momose

et lwahashi, 2001; Shaw et al., 2007; Connon et al., 2008; Tokumoto et al., 2011). Le grand
nombre de génes impliqués dans divers processus biologiques, impactés par le Cd montre la

complexité de la cyttoxicité de ce métal.
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4, G®n®r al i t@sn sur | 6ur a
4.1. Description

L 6 ur a (U) comespond au quatsengt douzieme élémermtu tableaypériodique.
Cbest un ® ®ment radioactif appartenant ° | a
gris et dur, trés dense (sa masse volumique est de 19/8%,gavec une température de
fusion de 1 133 °C et de poids atomique égal a 238,02891 gliroldix-sept isotopes, tous
radioactifs (WHO, 2001)L & se désintégre pour donner un élément plus stabéei
sbaccompagne de | 0®miasti on( ASTDRYyohN@Mentkoda
possede 6 électrons périphériques qui sont facilement extractibles. Il peut adopter quatre états
de valence associés aux formes ioniques suivantes: if), (¥ (U™, V (UO,") et VI
(U0 . En sol ut anum esargtoeé eneqnditiond oxiydantes sous la forme
soluble de valence VI alors que les composés sous forme U(V) et la plupart des composés
U(IV) sont insolubles.

LOlurani unf Unantaur)else pr ®sente sous | a for me
0.0055% de>*U, 0.72% dée>*U et 99.27%% (Aigueperse et al., 2001; WHO, 2001). Parmi
ces trois isotopes, seuf€U et®® sont primordiaux (coest
| 6origine de |l a Terre, donc ©% pstuduant 8dui &n mi | |
produit de la décroissance d&U (Madic etGenet, 2001)Rigure 22). Les trois isotopes
(**U, U et ®%) présentent les mémes propriétés chimiques mais possédent des propriétés
radioactive différentes. Il est donc nécessaire de déterminer le pourcentage des trois isotopes
dans un ®chantill on pour y d®terminer l a r
radi oacti vit® s 0e xipmésrsetopés (284r naille ans 9AiflU,a710d e mi
millions pour®*U et 4.5milliardsd 6 a n n ® %) p B n r &Y tfésradjoactif, osséde
la plus courte demi i e, al ors que | 6i beo’d passédeda plosoi n s

longue. Ainsi grace & sa forte activité spécifique (83Blq/ g) ( Del acr ®Ux et a

contribue ° environ 49. 5% “le(activigd spéafique esadet i v i t
12416Bq/ g) (Aigueperse et al., 2001), quant
totale en dépit de satore abondance dans | 66U natur el et

décroissance radioactive §8U (activité spécifique est de 8 4Bq/g) (Bleise et al., 2003)

(Tableau 9 . ([ faut cependant noter que | @activi
fait, sa toxicité est principalement attribuable aux caractéristiques chimiotoxiques et non
radiotoxiques (ASTDR, 1999, Barillet et al, 200Bourrachot et al., 2008). Les activités

ant hropiques contribuent ° ¢ hlahy ea p (UAoUsroit o p i
DU: «depleted uranium) et del 6 U e.mvec und teneur eff™U comprise entre 0.2 et
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0.3 %, | 6UA est moins radioactif gue | 6Una
Léaugmentati on de | a r adiichissantla quantité@fédetdel 6 U e s
Y ou en produisant doaaile?id .92i168 Bgigpeple®®U t r ~ s
(3.57 16 Bg/g) (ATSDR.1999 WHO, 2001, Delacroix et al., 2004).

235U decay series
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Figure 22: Chaine de désin ®gr at i°8h 2 e e tI 5WU) Lrdnium; (Th)
thorium; (Pa) protactinium; (Ac) actinium; (TI) thallium; (Fr) francium; (Ra) radium;
(At) astatine; (Bi) bismuth; (Rn) radon; (Po) polonium; (Pb) plomb (Craft et al., 2004).

Tableau 6: Composition isotopique en masse et en
l duranium app&Wvniddapd. 3%Aémueperse et al

Masse (%) Activité (%) Activité (Bg/q)

Uranium 238U 235U 234U 238U 235U 234U 238U 235U 234U

Uranium naturel | 99.274 0.72 0.0055| 48.2 2.3 49.5 | 12400 580 12474

Uraniumappauvri | 99.797 0.202 0.0008] 86.1 1.1 12.8 | 12400 158 1843
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4.2.0Origine et distribution

L6OU est un ®I ®ment natur el pr ®s ent dans
représenté dans la croute terresttesoa t eneur moyenne s(Rielaetve de
al., 1996; Bonin eBlanc, 2001; WHO, 2001). La concentration moyenne en U dans les sols
est doéenviron 1.8 O0Og/g. Sa r ®patian {transgorbpar dan s
| 6eau) , la diffusion, |l e transport bi ol ogi ¢
dispersion par le vent et la pluie (Ribera et al., 1996). Les sources hydrothermales
repr®sentent une des pr i n26).pDars s ecasxdauces, s d 6 L
concentrations sont trés variables allant de 0.01 pg/L a plus de 1.5 mg/L (WHO, 2001
Kurttio et al., 2006) et sont le reflet des abondances naturelles en U dans les roches et les sols
environnants. Plusieurs études catpport ® des concentrations et
consommation humaine au niveau de puits (forage en profondealleéu 7). Les eaux
souterraines se chargent en minéraux et notamment en U au contact degééljpgiiques.
Les concentrations mesurées peuvent étre nettement supérieures a la valeur recommandée par
| 6organi sation mondiale de | a sant® dans | 0c¢€
(WHO, 2004). Dans les océans les concentrations retrowsvées t de | 6ordre d
(Ragnarsdottir et Charlet, 2000).

Tableau7:. Concentrations mesur ®es dans | 6eau de
puits
concentration (ug
localisation U/L) références
Canada 2-781 Limson Zamora et a(1998)
Canada 0.7-19.6 Mao et al., {996
EtatsUnis 1.87780 Orloff et al., (2004)
Finlande 0.031500 Kurttio et al., (2006)
Norvege 0-750 Frengstad et al., (2000)

Les activit®s anthropiques contribuent

| es di ff®rents comparti ments de |l environn:e
pol l utions I mportantes (Saar. et al ., 2008)
activit®s m®di cales (Saari et a |l .tilisati@n0dé 8 ) et
|l 6U dans di ver ses activit®s i ndustrielles
Léutilisation <civil e cdntraleb dutléaiseectriques (ATSBRLr t out

0
1999). dBtg®h®UA par | 0i n cEmenttpeut proveniusoitl d@sausinese , C €
denrichi ementl daamr ani um naturel pour | a f
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réacteurs nucléaires, soit du retraitt de combustibles irradi€digueperse et al., 2001).

Dans | e doma iAres utireé pour ke blindage de ceraikbs chars et la fabrication
doobus perforants (Aigueperse et al ., 2001)
di sperse sous forme de fines particultes dobo
rapidement sur le sgBem etBouRabee, 2004) . Cert aigsosrcepeays ut
pouvoiret pour la fabricatiod 6 ar me s (ATSOR, 889). Dans lelomaine industriel,

| 6UA entre dans |l a fabrication doail ede et de
voilier, et de protections contre les effets biologiques des rayonnements ion@antg les
colimateusd 6appareils doéirradiation m®di cal e. Un e

la fabrication de vernis a céramique, des ampoules éledriges fertilisants et de certains

produits chimiques mmagers et photographiques (ATSDR,9 9 9) Léutilisatio
contenant de impuretésdbd U particiope ) | 6augment ati on
| denvironnement . Ce s c o decrametutilisee poor tagprodlictigne n d e r

de ces fertilisast; les engrais produits a partir de roches riches en phosphates peuvent
contenir des ¢ o ntattentre 29 |ig/g (Ksatz 8cbndg, 2006i v a

Une partie de | 6U arst!| GaacrtaietHe8tpénomenass tr er
naturels (ex le vent et la pluie) qui peuvent aussi effriter les roches. Alaspluie va
pouvoir transporter |l 6U vers | es syst mes a
a®rosols chamng®s |eU.peAiltesr particules douU
surfaces de sol s ou ddeau ( ATSDR, 1999) .
aguatiques dbébune zone |Iimpact®e par | 6dacti vit
de stockage de dBets nucléaires) peut résulter en une élévation localement importante des
teneurs en uranium, p 20 ny/la (Ragnaesdottirestharlet, . 2@0q)u 6 © 1 C
1 faut mentionner que | a capacit®ndede s®di n
stockage de | 6® ®ment dans | é6environ;reement .

pl us grandes quantit®s doU sont retrouv®es

(< 50 Om). Ainsi, une padééeaudpeudUpp®®spnte
aux sédiments.

Dans | e contexte de | 6®valuation des app:
par | es activit®s dbébextraction mini re, | a

ressources mondialesigure 23) per mettent déavoir un aper -
contamination. D6 apr WorldINacleap aseogiaties, ed 2010dla n n ® e s
contribution | a plus 1 mport antedent@okKazakhstahnappr o
(33%),s ui vi du Canada (18%) ‘®janvied 2009)] |és Aessourcesa | i e
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identifiees (< 260 US$/Kg) dans le mond&gure 23) s'élevaient & 298500 tonnes d'U

(NEA-IAEA, 20100 . La France quant el llBgue@da produi
20000 -
£
g 15000 -
2
& 10000 -
S
=
T 5000 -
S
43 0 A e e N R B B m e |
C o VW U s W <SSO V=D 0w
3 SS=35 9230883272233 09c¢c
o 2 2fEs 402l Follsd
a €5 %% e = v o83 ovc®gc i g
oY 2= 3 £ =292 TU =l 3]
g5 2 3 255 && =
N S S o = ‘@ s = <
o -] = s s T
= OCL
< o
18 - - 30000
16 | Mt mt
- 25000
1.4
1.2 - 20000
1_
- 15000
0.8 -
0.6 - - 10000
0.4 -
- 5000
0.2 -
0 Lo
2 S e@E LT Lz 5 P2C2¥YOew Ly, LYY YL P YE LS ELYS 3L Ys Ly
§ 2388828255552 w285 ang¥58388858¢8352¢8¢8 ¢
2< & = 3Emziui"g%7EDNE"’CW:am£>EgEngtggu—c88‘l o = 89
R S T =) Y 5 S s < ®R=2cT a3 Sue 232 S 5 2 3 w2 2E0C
I 5 o Z o5 3 s & & o w e [ g < gz > 2 = i -
T =] E] o < < w = = I o
x> g o % &
"g: [+

Figure 23 ( A) Production mondiale douranium
pr ®sent ®e en tonnes par pays. ( Bum recamsée nt ai r
dans le monde en 2009 exprimés en million de tonnes ou en tonnes suivant les pays
(doapr -IAEA 200

La Figure 24 indique la distribution des sites miniers au niveau national. Pres de 210
sitesmi ni ers doU sont r®partis en Fr & entrad lapr i nci
Vend®e, |l a Bretagne et | 6 Al s a(deel945 20012 =~ 50
millions tonnes de résidus de traitement de minerais extraits des minesidesnont été
trait®s pour produire @RBN,2@09)a l 76 000 tonnes
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A Site de stockage de résidus radioactifs
issus des activités d'extraction d'uranium

B, Site d'activité miniére d'uranium
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Figure 24: Carte des mines d'uranium et sites de stockage en France (2009) (source
IRSN) superposée a la gae de distribution (zone en rosgle P. clarkii (Collas et al.,
2007).

4.3. Spéciation chimique

Pour qubéun m®t al exerce un effet sur | a
forme chimique ayant | a capacit® imkdfarmesei ndr
(ou esp ces) du m®t al peuvent °tre assimilahb

(UO*) et | 6esp o@H hrgrdaioxrnyt ®eed)Oesp ces respon
au niveau de | a r ®ponse dbux ok pug toxjque(Markech et | 61 o
al., 1996). En effet, ces deux espéces sont asnpaur étre les formes les plus biodisponibles

pour les especes aquatiques (Markich, 2002; Fortin et al., 2004; Fortin et al., 2007). Toutefois,

une étude plus récente ggge uneca ccumul ati on de | 6ion | ibre
ou bien avec une des espéces, 08" ou UQ(OH)c e qu i nuance | 6hypot
(Denison, 2004)Les études de transfert des métaux nécessitent dans un premier temps, le
développemend 6 out i | s permettant doé®valuer | a sp®ci
non pas juste par modélisation). Dans un second temps, il faudra établir un lien entre cette
sp®ci ati on, l a fraction doU bi oaccmettnudn®e et

évidence les especes biodisponibles.
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La sp®ciation de | 6uranium en eau douce
composition i oni que de | 6eau (i ons I nor gan
dooxydor ®ducti on, l a npg®seencel 6décaliignintd& (
carbonates), la dureté (concentrations de calcium ou de magnésium) et la ongtargue
dissoutedu milieu. Eneffet} es substances humiques repr ®sen
organique dissous dans les hydsisynes fluviaux favorisg la formation de complexes
organiques stables de | 6ion wuranyle (Coll e
particul es, l a r®tention de | 6ur anaxydantese st d &

et alcalines (Bd et Evenden, 1996). Ainglans les eaux fortemecd&rbonatées,on note une

di minution de | 6adsorption de | 6uranium sur
solubilit® de | 6 ® ®ment (compl exes uranyl e
phosphates,di mi nue | a biodisponibilit® de | 06U (Fo

précipitation des ions uranyles et leur transfert vers le compartiment sédimentaire. En effet, la
complexation des métaux avec des ligands (tels les phosphateshtemtes, les hydroxydes
et les matiéres organiques) diminue leur disponibilité aux organismes (Fortin et al., 2004). La

toxicité chimiquedé 6 i on dirminyle avec | @augeme®nt atei d o ad

(Sheppard et al., 2005) et de la concdittnaen matiereorganiques dissoutesd e | 6 eawu

(Mar ki sh et al ., 1996) . Lébexplication de ¢
comp®tition de | 6ion uranyle avec | es esp ce
influence significativemen | a sp®ci ation de | 6U et donc sa

le pH est faible, la concentration en ion uranyle est forte, glogsdans le cas contraire les
formes carbonatéedeviennent dominaes (Fortin et al., 2007). Zeman et al. (2008),

confirment que la CL 5@18h du micrecrustacéDaphnia magnaarie de 0.39 + 0.04 mg/L a

pH 7 ° 7.8 N 3.2 mg/L ° pHS. U n ehezzaité méeme ®t ude
esp ce diminue quand | a durne(Cl®5048h dus foree) cal i n
(Poston et al ., 1984) . Chez | es poilflsean s, | ¢

fonction des facteurs biotiques (espece, stade de maturité) et abiotiques (température, durete,
pH) (GarniefLaplace et al.,, 2001). Ainsi, le risque dex i ci t ® que pr ®sent e
organisme vivant dépend de sa biodisponibilité.

Dans une eau douce synthétiqgue adaptée aux besoins des écetégadibrée avec
la pression atmosphérique de PCC: atm), la modélisation de la spéciation de 30ug U/L
(logiciel JCHESS), dans la gamme 5< pH < 6 présente majoritairement les especes suivantes
(Figure 25): UOZ*, UO,OH', UO,COL. Dans la gamme 6< pH < 6.5 les espéces
majoritaires sont: (U§,CO3(OH)s, UO,CO5’, UO,OH" et UOOH,’, Tandis que dans la
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gamme 6.5 < pH <7 les espéces majoritaires sontJ@ACOs); (aqg), (UQ),CO3(OH)s,
UO,COL et CaUQ(CO3)s>. Au-del © de cette derni re gamme e
dominantes sont le Gd0,(CO3)’ et le CaUQ(CO3)5?.

Spéciation théorique de 30 pgU/L

100%-

10/, |
90% —a U02[24]

(U02)2CO3(0H)3[-
—— Ca2u02(C03)3[0]
Cal02(CO3)3[2-]
—— U02(CO3)2[2-]
—— UO2(OH)2[0]
—— U02C03[0]
—=— UO20H[+]
—— U02S04[0]

\
)

Espéces (%

Figure 25: Spéciation chimique de30O ug/Ldd ur ani um dans une eau dol
adaptée aux besoins des écrevisses (simulation avec le programme de spéciation
géochimique JCHESS).

4.4.Mécanismes de contamination

Lacapg i t ® des formes chimiques de | 06U ° acc
l es °tres vivants et l e milieu environnant,
traverser ces barrieres biologiqgues (absorption), conditionnent les phénomeénes de
bioaccumulation et par conséquent, les atteintes structurales et fonctionnelles pouvant en
d®coul er . Le transfert de | 66U aux organisnm
compartiments |l a colonne dbéeau (Bar il destouissetrs) al . ,
(Lagauzere et al., 20D9la chaine trophigue (Simon &arnierLaplace, 2005) (plantes,

consommateurs primaires et secondaires) et par voie maternelle (la reproduction) (Bourrachot

et al ., 2008) . L6i mpor t an pleieus dactdura commea t a mi n
capacit®s de | dani mal " ®l i miner | e m®tal, I
les milieux ferméex: l es |l acsé) et doé6®ventuell es d®so

sédiments (Coulon, 1990). Dansleck® une <cont ami nation directe
gue | 66U entre dans | e c or pdebarriéreade protecton enor g an

empri sonnant l e m®t al dans | e mucus qui |l es
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qui arrive a traerser cette barriére biologigest ensuitéransportée par le sang (Tran et al.,

2008), et gagne les organes cibles pour le xénobiotique. Suite & une exposition du poisson

zebreDanio rerio, | 6U sb6accumul e pr ®f ®renti eddle ment
foie (Barillet et al ., 2007) . L6i mportance
| 6absorption et de | a r @tnetnetsitaonn ad ke . m&téaalb spa |
ni veau dedépdndde lasotubilitcidmcomposé,dl a val encelileddle | 6 U
la particule (Durbin etWr e n n 1975) . Citons aussi oot otoroe
| 6 ®c r @aeomestesdimosus | 6 U par voie trophigue a mon

| 6est omac sont bededed¥ mrganeédUcP®bhet aussi

dans les branchies, les muscles et la carapace r{&t@arnierLaplace, 2005).

45Ef fets biologiques de | 6U

451.Au niveau de | 6organi sme et des tissus

Lo6U cC omme | a pl upart d e s ntsm@hysialogiques,c a u s e
comportementaux, structuraet affecte lareproduction(Domingo, 2001Chez différentes
esp ces de poissons, |l es sympt!l!mes d®crivan
forte dose (5.8 mg/L) pendant 96h progressent depuisaugmentation de la ventilation
respiratoire, vers une nage d®sordonn®e, un
(plus sombre), des hémorragies au niveau des nageoires puis la mort (Bywater et al., 1991).
Tran et al . ( 2 0 0 8Mmpacbde U sumla ghysielogie @wbivalerbicua | 6 i
flum nea qui di mi nue son d®bit cardiaque afin
organes. U affecte ®galement son comportemeni
été observée chez 50%dlindividus suite & une contamination de 0.05 pmol/L (~12 pg/L)
déuU ° pH 5.5 apr s 5h doéexposition (Fournier

Des effets t®ratog nes et reprotoxiqgues
z&bres. Bourrachot et al. (2008) ont montré qu&Jl ( 250 Og/ L) sdaccumul
apr s avoir travers® |l e chorion et induit ur
du poisson zébrBaniorerioavec un retard doé®cl osion de 42!
diminution temporaire de cissance et une mortalité pdatvaire élevée ont été ais
observées. Une étude réceate mont r ® que | 6exposition de | a
voie trophique entraine une réduction du succes reprodudteur nombr e des T uf .
aprés exposition a0t et 500 pg/g) pondus et de leur viabilité aprées 10 jours de la

fertilisation(Simon et al., 2011b).
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Loexpositiond®unde se xetf rf d cuteooadwsit amunendiminutien dd @ U a
taille des larves dRana perezi seoareec ¢ 0 mp a g mifiautoth dedarréonse face a un

stimulus doune augment at i o malfdreationsles guegesn(®onmtingot i on
2001; Marques et al., 2008).

Des atteintes structurales de divers organes ont été observées chez les poissons suite a
une contamination A6 U ( Cool ey et al ., 2000; Barill et
Lerebours et al., 2010b). Une exposition du poisson zeébre a des concentrations
environnementales de |1 06U (15, 30 et 100 Ogu/
bulbe ofactif (Lerebours et al., 2010a; Lerebours et al., 2010b) et des muscles (Lerebours et
al ., 2010a) . Des alt®rations des myofi-brill e
myofibrille) des muscles ont ®to@ysiwurnbaslasséy ®e s .
apparaitre des morceaux de structures qui pouvaient correspondre a des débris de
mitochondries, des tubules T ou du reticulum sarcoplasmique (Lerebours 20XH)a).

Barillet et al. (201D ont montré des atteintes structurales au niveées! branchies, des

muscles et des gonades danio rerio exposé a 100 ug/L d&JA ou 93.35 pg/L de UA

mélang & 6.65 pg/Lde 2% (plus radiotoxique). Ces atteintes peuvent avoir des
cons®quences graves sur | 6organi sepreducpvei s quobL
du poisson, une diminution des échanges gazeux et un impact sur les capacités de nage
peuvent en d®coul er . De pl us, |l 6i ntensi t®
dépendre de la radiotoxicité du contaminant. Un des résultats sagsede cette étude a

rev®l ® que | a radiotoxicit® de | 6U peut cond
dans les muscles. Cooley et al. (2000) ont montré que les atteintes histopathologiques au
niveau des reins et du foie du poisgbaregonusclupeaformisétaient dose (100, 1000 et

10000 pg U/g de nourriture) et temps dépendants (10, 30 et 100 jours). Les lésions les plus
prononc®es dans | e foie ®taient |l a n®crose
tubules. Au niveau des reirles symptomes apparents étaient une nécrose des tubules rénaux,

une inflammation, une hémorragie, une diminution des tissus hématopoiétiques, des
altérations des tubules distaux et des canaux collecteurs, une dilatation des tubules, une

prolifération de merophages pigmentés et des Iésions glomérulaires.

4.5.2. Effets sub-cellulaires

La toxicit® chimique de | 06U est due ~ sol
de complexes stables avec des ligands biologiques de faible poids moléculaire. De ce fait, les
ions uranyles affectent sérieusement la réabsorption dusgletdes acides aminés (Bem et
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BourRa b e e, 2004) . Des ®tudes sur | a toxicit®
évidence ses propriétés carcinogeee mutageng (McClain et al., 2001)L6 U i ndui t |
génération de ERO (Tasat et al., 20@&rturbe les systemes de défense antioxydants, génere

une peroxydation lipidique, perturbe les activitées métaboliques et celles des enzymes

membranaires (Banday et al., 2008).

45.2.1. Stress oxydant

L 6 U @apabte decgénérer un stress oxydant en induisant la formation de radicaux
hydroxyles en présence du perdx¢ d O hydr og n &artellT1DEP lie sdkdman e t
réactionnel de ce phénoméne a récemment été décrit, basé sur un mécanisme
ddoxydor ®gpe Eantoro Gommheecertains métaux de transition X" et Cf"),
| 6U serai-t susceptible doéinduire une r ®d uc
indui sant ainsi | a f or)mantaiiosn ®dgdaul ne meonnt hdyddurno x
(Miller et al., 2002). Yazzie et al. (2003) suggerent que la premiére des deux réactions initiées
serait la suivante
HLUIV)+HO0,Y | U(VIHHO+ HO
La seconde étape de réduction du métal assurerait le passage de la forme U(VI) en U(IV)
(insoluble) sous 6 acti on d o6 a gsentescoria®dudecglutatbian gMiller etl
al., 2002; Yazzie et al., 2003; Pourahmad et al., 2006; Viehweger et al., 2011). Le schéma
r®actionnel dans | e cas de | a su®duction par
UVI) + ascorbate (vitamine D) Y U(IV) + d®shy
UIV) + O+ 2H'Y U( VI.0, + H
Ascorbate + @+2H'Y d®s hydr oa®cor bate + H
Pourahmad et al., (2006) suggerent que le U(VI) peut étre réduit en U(IV) par le glutathion, la
NADPH-P450 réductase e¢l Cyt ochr ome P450 r®duit et g®n®
superoxyde). Viehweger et al., (2011) ont montré que le GSH réduit U(VI) en U(V) et produit

du glutathion oxydé. Ensuite le U(V) va subir simultanément des oxydations et des réductions
générant @msi du U(IV) et du U(VI). Notons que le glutathion est aussi un substrat de la
glutathion peroxydase et de la glutathion S transférase, donc une baisse de la concentration en
GSH va diminuer | 0activit® de cesrladsgsttme enzyn
de d®f ense cellulaire contre |l e stress oxyd
Taqui Khan et Martell (1969 t Mi | | er et al (2002), l 6U d-
déooxydor ®duction, successive geUfly), lipra® slesn t S0

esp ces r®actives de | 6oxyg ne telles que |e
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pl us, | 6U est un radionucl ® de <capabl e doba

rayonnement ionisant). Le rayonnement ionisant peatt er agi r avec | a mol
ph®nom ne est appel ® radiolyse de | deau et
ioniques (exOHetH) (Jones et al ., 2003) . La product

pourrait ° t r eress oxydénoaeliulgine doat led pratéinesslés phospholipides
membranaires et les acides nucléiques sont les cibles principales (Ribera et al., 1996). Les
protéines qui comportent un groupement sulfhydrile (SH) sont les plus sensibles aux attaques
radicah i r e s . Léoxydation alt re |l eurs structur e
ERO peuvent oxyder les enzymes impliquées dans la défense contre le stress oxydant et les

i nactiver (Davi es, 2005) . De pl usle couckes me mt
phospholipidique, les radicaux générés (surtoutdéf) sont susceptibles de réagir avec les
chained6aci des gras insatur ®s des phospholipid

une peroxydation lipidiqud={gure 26) (Gutteridge, 1995).

r’

- H*

1 radlcal i hre
Portion de chaine d”acide gras
non sature

.--""A""-“_.

Ry
conj igué \.
W
radical peroxyle
o /

,-“'--H""'-\.:‘"/ LH"""
hydroperoxyde

Figure 26: Per oxydati on d'" une portion ddéune ch
(représentation topologique). La fleche rouge indique I'endroit de la chaine qui subira
'enlevement d'un atome H°. Le point illustre ['électron célibataire (Source:
http://www?2.ulg.ac.be/cord/initiation%20au%20met%20o0xygene/peroxlip.htm).

La peroxydation lipidique affecte les structures et les fonctions membranaires
(membranesellulaire et desorganites). En eéfts, les hydroperoxydes instables formés sont
responsables de la diminution de la fluidité membranaire (Rémita, 2001). Or, toute altération
de la membrane pegbnduire da modification des flux calciques, lesquels sont impliqués
par exemple, dans les nadismes apoptotiques (Stark, 2005). Au niveau de la mitochondrie,
ce ph®nom ne peut conduire "’ une perte de

hydroperoxydes instables en se décomposant vont donner de nouveaux radicaux libres
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provoquant des oxydatis ces biomolécules (Cillard eEillard, 2006). Les produits formés
par | a d®gradation des hydroperoxydes comme
toxiques pour le matériel génétique cellulairel a f or mati on dbéaddui ts

NH, des bionolécules (acides nucléiques, protéines, lipides) (Breton et al., 2003).

4.5.2.2. Effets sur les mitochondries

Des ®t udes ont montr® que | 6uranium est
(Gough,1931; Carafoli et al., 1971; Brady et al., 1989; Pourahmad et &@8§;20erebours et
al., 2009; Barillet et al., 2010; Lerebours et al., 2010a; Lerebours et al., 2010b). Cependant,
| es m®cani smes déinduction de |l a toxicit®
observations histologiques de néphrites de lapins contaminé | 6 U (i nj ecti on,
permis de mettre en évidence des altérations structurales de ces organites (Gough,
193) . L6auteur a observ® que | es mitochondries
remplacées par des corps sphériques diépatans le cytoplasme. Une étude a aussi montré
g u e affeétdle métabolisme calcique dans les mitochondries des rats (injection, 10mg/g pf)
(Carafoli et al.,, 1971). Les mitochondries impactées ont accumulé environ 10 fois plus de

calcium que le niveauasal. Ceci semble étre lié a un impact au niveées transporteurs

calciques mitochondri aux. ! faut mentionne
calcium peut conduire ° | O6ouverture du pore
mitochondre s et ai nsi conduire 7 | 6apoptose (Bud
®t udi ® | 6actingimsde Il dacamnivim® mitochondri al

lapins. Les auteurs ont remarqué une inhibition de la consommation en oxygene et une
d®f i cience du coupl age ®nerg®tique ~ partir
Lerebours et al. (2010a) ont mis en évidence paréurbation du couplage énergétique de la

chaine respiratoire dans les muscles et le cerveau des poissonDaslve®rio eXposés a

30 pug U/L apres 10 et 28 jours. De pluss auteurs ont remarqué une modification du
contenu protéiqgue du complexe IV de la idea respiratoire mitochondriale a travers

I 6i nduct i onunittelset \Mde laxytoshoome c oxy@ades modifications de la

synt h se prot ®i que di ff rent sel on | 6or gan
déexposition. Apr s 10 | qune augneritation pedlassiynthése n

de COX IV est observée dans le cerveau des poisB@rs les muscles, une tendance a

| 6augmentation de | a synth se de COX | est ¢
concentration et une augmentation significative apparait chez les organismes exposés a la

concentration la plus élevée apres 28jos ddéexposi tion (Lerebours
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études effectuées sur le poisdaanio rerio ont montré que méme de faibles concentrations
(15, 30, 100 OguU/ L) dbébexposition peuvent al
complexes enzymatiqadlV et V) de lachainerespiratoire mitochondriale (Lerebours et al.,

20009; Lerebours et al ., 2010b) . De fortes <co
une di minution du potenti el membr anaire de

(~ 12 mg/ L) douUu(VvVl) de cellules déh®patocy:

potentiel membranaire de 46%, 55% et 70% apres 5, 15 et 60 min respectivement (Pourahmad

et al ., 2006) . En r ®sum®, ces ®t uddees der ®v | e

diverses especes (rats, lapins, poissons) fonctionnent anormalement quelles que soient les

doses et les voies de contaminatimnvitro/ in vivg administrées.

4523. Ef fets sur | 6ADN et | dexpression g®

Comme d®) " mentionn®menrtd ADNNn xish!| epar tl @at ti
(cf. chapitre I, 3.5.2)3 Ainsi, lachimeet | a radiotoxicit® de | 0U
stress oxydant et do ®med.thapdreld4e52)lvonhayigmemee me nt s
les risques des attaques | 6 ADN. ! existe une tr s grande
| 6 ADN. ! est en effet classique doéobserver
chi mi quement modi fi ®: e X : cassures def brins,
chaitre 1, 3.5.2.3 . La survie de | a cellule eondeassur
mécanismes de réparation ed ADN qui ®l i mi nent |l es | ®s i on

engagées dans des processus vitaux comme la réplicatitan toanscription(Hartwell et

Weinert, 1989; Moustacchi, 1999). Ces mécanismes assurent le maintien de la molécule
dOoADN et en cons®quence |l a stabilit® de | 0i
absente ou incompléte (réparation fautive), et selon la natutési@ss, les modifications de

| ADN peuvent °tre 7 | 6origine dé®v®nement s
géniques (mutations concernant une a quelques paires de bases), chromosomiques (mutations
concernant des dizaines de kilobases) (effedstafjenes) et génomiques (modifications
chromosomiques) (effets aneugénes) (Orsiere et al., 2005). A leur tour, ces dommages
pourront avoir des cons®quences graves sur |

de cancers ou peuvent encore inddaemort cellulaire (Bootsma dtloeijmakers, 1991)

(Figure 27) . Certains auteurs sugg rent que | 06U p
groupements phosphate de | 6 ADNde lmtiaisasnasucre! yser
phosphate dont l a manifestation directe ser

(Lin et al., 1993; Stearns et al., 2005). De plus, le rayonnement ionisant peut avoir un effet
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direct sur le matériel génétique qui consisteiem ar r achement do®l ectr on
radical cation, conduisant notamment a la formation de cassures etdnicaténaires mais
également a la formation de bases modifiées identiques a celles induites par le stress oxydant
(Cadet et al., 2002; GEDSV, 2002) Figure 28). Des études effectuées au sein de notre
laboratoire ont déja montréne augmentation significative deso mmages des | 6 ADN
cellules dbéembryons dheitropa®0 etlsOoOn se gz/ Lb rdedsu reaxnpi ous
cellules germinales males et femelles apresj20ur s dodiewiposi 2535 ®neg/ L
(Bourrachot 2009) Un effet génotoxique a été également observéaau des érythrocytes
deD.rericex pos®s ~ 500 &g pddition (Bapllet etal., 2007) gt chezdes d 6 e

bivalvesCorbicula flumineaa pr s 90 jours dbéexposition ~ 10

1015 s 10%s heures jours années générations

Lésions
moléculaires Mort cellulaire Pathologie
(protéines, “°(':| ::r':,“s’g;ée issulaire
ADN, lipides

Anomalie

Rayonnement LETALE

ionisant

Effet direct Mort cellulaire -

‘ programmée
Radiolyse s (apoptose)
Cellfeat ADN Elimination
l par le systéme
immunitaire

Radicaux  Effet indirect

libres

Figure 27: Effets biologiques des rayonnements ionisés. Evolutions possibles au niveau
cellulaire en fonction du temps (Vuillez, 2011).
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pontage
ADN-protéine

Figure 28: Les <c¢cing grands types de d®gradation d
bases pouvant étre touchées, les pyrimidines (cytosine Cthymine T) et les purines

(adénine A et guanine G). Le pontage ADMNrotéine, en particulier, est illustré par un

exemple. Dans un premier temps, un électron est arraché a la base guanine, dans un
second temps | e groupement aunei lysipe) FdHea lal e | 6 ¢
guanine ionisée (CEA/DSV, 2002).

L6U sembl e aussi traastriptienmealelL édpdsidox ple possons aaébres

pendant 28 jours a 30 et 100 ug/Liraduit une modification précoce (des 3 jours) de

| 6 ex pr es sdas le cegv@ifisynthése du glutamatgl¢l) ou le transport vésiculaire

de | 6 ac ®vclya)) ethdank ienmusclgsnétabolisme mitochondriacdx|, atp5f1).

Une réponse tardivé2 8 j our s d o e x p ) est dbsevée dans |8 die avecU/ L

| 6 ictiod de génes impligués dans le métabolisme mitochorfdazl atp5fl), la réparation

des dommages ~ | 6ADN et |l a balance oxydati ve
dans les branchiegpres2 1 j our s dbéexposition ° génes0 ¢egU/
impliqués dans la détoxication, la balance oxydative, le métabolisme mitochondrial et la
r®parati on des dommages "’ | 6 ADN. Apr s 8
transcriptionnelles sont particulierement importantes dans le foie des poissons avec

| 6i nduction de g nes impliqu®s darnlerebolsapopt o
et al ., 2009) . Pour ®valuer | 6i mpact de | 06U

Lerebours et ses collaborateurs (Lerebours et al., 2010b) ont éffeatte anal yse dour
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aADNouilsonttestt 6 expression de 3479 s®quences ol
génes de fonctions connues ou prédites chez le poissonlxaie rerioapres exposition a

15 et 100 Og/ L de UA ressiondda 87tgén8s étit modifiée aprésu r s .
exposition ° | 6 U. C e dans B8 catégeries oen fonct®rn & leurs g r o u
implications dans différents processus biologiques qui sont la transduction du signal, la
re®gul ati on de | 0 eprquasaus deitranscriptona,sla sgnthése protéiqliee

| 6organi sation du <cytosquelette, |l a croi ssa
meétabolisme cellulaire (métabolisme général, détoxication, turnover protéique, métabolisme
énergétique et lipidjue, transport des ions et adhésion cellulaib®. méme, Taulan et
al.(2004)ont montré quée nitrated@dr anyl e i nduit des alt®rati ol
de 200 génes chez la souft®ntaminationvial 6 eau de boi ssesmoB)0 et 1
dontles plus importantes somhpliquées dans la réponse au stress oxydant, le métabolisme
cellulaire, la transduction de signaux, dans pestéines ribosomales &s transporteurs de

solutés.
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Chapitre |-C

Choix strategiques et démarche

expérimentale
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Cette partie vVvise ° pr ®senter |l es princ

programme de recherche mis en place dans cette théese.

1. Choix du modele biologique
Procambarus clarkie st | 6 ®crevi sse |l a plus cosmopol
tolérer des environnements extrémes et pollués. Elle a été utilisée comme indicateur de

pollution métalliquedans de nombreuses étudasvironnementake (Gherardi, 2006 cf.

chapitre A). Ai nsi , | 6acquisition de bi onmAdagivweur s d
de fortes de chances dé°tre utilisabl e
bi omonitoring/surveillance ou do®valuation d

Ces organismes peuvent accumuler les métaux et possédent plusieurs caractéristiques
appréciées en écotoxiogie (Finerty et al., 1990; Sanchez Lopez et al., 2004; Higueras et al.,
2006; Hothem et al., 2007; Richert 8neddon, 2008; Faria et al., 2010; Moss et al., 2010;
SuarezSerrano et al., 2010). En effet, cette espéce est considérée comme une espéce
sentnel | e car elle a une mobilit® r®duite dart
pollution locale. Les individus sont facilement capturés en milieu nafAmettade adultgls
fournissent assez de matériel biologique pour effectuer plusieurs arnatysd@miques sur un
m° me sp®cimencrLdé®rede def it gagne ainsi
variabilité interindividuelle. De plus, cette espéce se conserve facilement en laboratoire et sa
maintenance est peu colteuse. Sa position daoBaiaetrophique fait en sorte que cet
organisme peut étre un vecteur potentiel de contamination pour les niveaux trophiques
supérieursGherardi, 2006

En se basant sur les travaux de Dorr et al. (2008) et de Elia et al. (2007), il semblerait
gue les rponses enzymatiques de la plupart des antioxydantsRehearkii different entre
|l es mOl es et |l es femelles apr s une exposit
confusion relatif ~° ces questionsgmalesdanslaa ®t ®

suite de notre travail.

2. Obijectifs détaillés et justification de la démarche expérimentale

Le butinfnede notre programme de recherche es
rapport " cell e doéun cont ami nigretcadmiune ma docur
premiere partie de ce travail a consisté a comparer les mécanismes impliqués dans le stress
oxydant, les atteintes mitochondriales et histologg&japrés une contamination agfiortes
doses, temps courts) et chronique (faible dosepdelongs) au Cd. Ensuite, nous avons
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essay® doéidentifier des bi cema rlgau eduurrs® es edndsei xbpl
la corcentration utilisée (Chapitre )II. Léoriginalit® de <cette p
surtout ) | uted i sédexpnedxeisonr ®p®misq u e repr

mécanismes (fonctionnement de dhaine respiratoire mitochondriale, stress oxydant et

d®t oxi cation) comme outils pour mettrkR en ®v
clarkii.

Dans un deux me t emps, des exp®riences de <cor
men®e s . En effet, |l es ®tudes doéi mpact de U

littérature. Il a donc été nécessaire de tester différentes concemsti@e80 a 8000 pg/L de
UA) pendant de courtes dur ®es dobéexposition (-
®t ai't do®valuer | es atteintes de | 060U ~° diffq¢
hi stologie et survi e) et d 6 wéeaas.eNous gdwns d ®t e |
®gal ement tent® de | ier |l es r®ponses biolog
dans les organes correspondants (Chapitra).
Dans un troisieme temps, nous avons soumis les écrevisses a une exposition chronique
d 6 uinmaappauvri(30 et 60 jours) a 30 ug/L d6A, ce niveau de contamination étant
repr ®sentatif de concentrations rencontr ®es
| 6®volution des r®ponses g®ni ques, Chapizey mat i @
IV-B) ainsi qubéune ®ventuell e histopathologi e.
Dans une quatrieme partie, nous avons essayeé de discriminer les effets entre la radio
et l a chimiotoxicit® de | 6U. Pour cel a, n o

concentration soit 30 pg/tle UA ou de®**U (activité spécifique plus élevée) pendant 4 et 10

jours. Le choix de cette concentration et de
| 6exp®rience pr®c®dent e. Ell e per met iéédse v ®r i
apr s exposition " | Guranium appauvri. Dur
débanal yses histologiques car |l es r®sultats ¢

atteintes structurales no®t aiae3d tug/Lpda BA. s i gni
Cependant , |l es r®ponses doéun autre niveau de
cette expérienceial e s ui vi déactivit®s enzymatiques i
stress oxydant (Chapitteg -C).

La derniére partiedee tr avai l concerne | a comparais
sur les parametres biologiques étudiéscpdemment apres exposition @&gd0 uM: 8 mg
U/L et 5 mg Cd/L; 4 et 10 jrs) et chronique (0.1 &0 pug U/L et 10 pgcd/L; 30 et 60 jrs
(ChapitreV) . I faut mentionner que | es expositio
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moment sur des | ots do6é®crevisses provenant ¢
réeponsesliées ° | 6 ®t at physiol ogi que de gpéromengaeni s me
retenue est présenté dan3 &bleau 8.

Tableau 8 : Bilan de la démarche expérimentale retenue. Noteles organesde P. clarkii
enitaliquenént f aiquedlIb ®¢ lnlgoadcuwmnalation. (UA) uranium appauvri.
(Cd) cadmium.

Etudes Métaux  Concentration(s) temps Effets etudiés Tissus cibles/  Stade de
(rs) Mortalité Histologie stress oxydant Mitochondries bioaccumultion mue
Chapitre II cd Fortes: 50, 500 et 4-10 R R Exprgssmn Exprgssmn ’Branchles + Intermue
5000 pg/L genique genique hépatopancréas
Expression
Faible: 10 ug/L 30-60 R R genique Expression  Branchies+ .
+ activité génique hépatopancréas
enzymatique

Fortes: 600, 400C

Gapie V- yaetgooopgl  4-10 R R Dresson Expression  Branchies s e
Faible: 30 pg/L geniq geniq patop )
Expression
Chapire IV o Faible: 30 g/l 30-60 R génique Expression  Branchies + o (o
B + activité génique hépatopancréas
enzymatique
Branchies +
. Hépatopancréa:
Chapitre IV UAvs EXgrf]fi%S:leon Expression +Glande verte -
P Faible: 30 pg/L  4-10 R geniqu . p Estomac + Intermue
C 233U + activité génique .
enzymatique Intestin +
Muscles +
Carapace
Chapitre V. UAvs Cd  Fortes: 40puM  4-10 R R Exprt_asswn Exprgsswn 'Branchlesfr Intermue
génique génique hépatopancréas
Expression
Faibles: 0.1 pM 30- 60 R R genlgqe’ Exprgsswn 'Branchlesfr Intermue
+ activité génique hépatopancréas
enzymatique
3. Choix des concentrations
Dans | 6ex p®r i e igieedes déravisspsoali Qd,i rous awons choisi
déutiliser une | ar g(B0, 3@ enhsHOO0 ud/ke) pendam d etriQ jousst i 0 n

Rappelms que dans les pays en voie de développenhesst possible de trouver des zones
fortement contaminées au @slec des concentrations pouvant atteindre 1000 pg/L (Belabed

et al., 1994). La plus forte concentration testée en Cd(5 mg/L) équivaut a latcatice la

plus élevée en U (8 mg/L) en termes de concentration molaire (40 uM). Cette concentration
permet | a comparaison des effets de | 06U et d
de Cd qui cause 50% de mortalité des écreviBsetarkii pendant 96h (L6-96h) reportée

dans la littérature varie entre les études. En effet, Del Ramo et al. (1987) ont reporté une
valeur équivalente a 58.5 mg/L pour les adultes (intervalles de conéia®&%: 41.881.9
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mg/ L) , al or s gu 6 amentréRaueulal lgg-96h Ida cette rSPpéce (au stade
adulte) est égale a 2.66 mg/L (intervalles de confian@g%:1.57 4.44 mg/L) (Wigginton et
Birge, 2007). Ces contradictions semblent étre liées aux conditions plhgicigues de

| 6 eau ut ildsexpé&encesnadifiannla biodisponibilité du CdAinsi, nous avons
d®ci d® dobéef f ect gle en utilisapt natrx gao synthétiguendana le but de
déterminer une L&-96h et une L& qui auraient pu étre utilisées dans la suite des
experieres.

La concentration de 10 pgd/L a été choisie pour correspondre a la méme
concentration molaire (0.1 OM) de celle de
(30 pg U/L) pour faciliter la comparaison des effets. De plus, cette concentratiod peut
étre retrouvée dans les milieux aquatiques pollués eemsf&oliadima eKaraiskakis, 1990;
Martin-Diaz et al., 2006; Morin et al., 2007).

Dans | a premi re exPm@xkientéUdoOoOarpesiatvionrs
large gamme de condceations allant de 30 a 8000 pg U/L représentatives de situations
environnementales. La concentration la plus faible est proche de la valeur conseillée par
| 6organi sation mondial e pour l a sant® qui e
dansdesnmii eux ~ proximit® dobéanciens sites minie
est repr®sentative des niveaux retrouv®s dar
de forage proche de zones industrielles fortement impactéesCaxada et la Noage)

(Limson Zamora et al., 1998; Frengstad et al., 2000). Les deux plus fortes concentrations (4 et
8 mg/L) simulent des conditions fortement impactées par les activités anthropiques et peuvent
refléter des rejets accidentels ou des zones qui sont eninaveddiat desites miniers
(Ragnarsdottir eCharlet, 2000).

Dans les autres expériences, nous nous sommes focalisés sur la plus faible
concentration doéuU (30 Og/L) car |l e programm
s6ins r e dan sograneme ENVIRHOM, tdédié d la capactérisation des effets
biologiques des substances radioastifed o n t | 6 U) | ors dbéexpositi

doses.
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4. Choi x de | 6exposition par voie directe et

(

Les différentes fone s chi miques de | 6U d®ter mi nent

conséquent, son accumulation et les effets potentiels toxiques. Nous avons décidé de favoriser
la biodisponibilité de ces deux métaux. Les connaissances actuelles respectant le modéle de

| 6ibme ldonsid rent que | 6ion uranyle et | es

biodisponibles. Ainsi, nous avons utilisé une egothétique Tableau 4 présentant des

spécificités jugées intéressantesds i s de | a sp®ci at ¢comprisemtee | 6 U

6.5 et 7, une absence de phosphates (compl ex

nitrates. La composition ionique de cette eau représente un bon compromis entre le maintien

de conditions physiol ogaitquwers dpoudra |b6é adii m®plone

doéinformations exi stent dans | a ichiniqueBr at ur ¢

optimaux pour le maintien de. clarkii. Déapr s Roqueplo (1992),
ddune concent r aotsieotne 52D eng/lc (& condentrationdtié Gamns notre

eau est égale a 65.72 mg/L). Dangaeleau 4figure la composition ionique des eaux dans
lesquelles les écrevisses ont étnservéed e au du riom €t ead dlEréspaa). Ce

tableau renseigngur la gamme de concentrations en ions majeurs tolérée par les écrevisses. Il

présente également la composition des eaux synthétiques utilisées au sein de notre laboratoire
pour assuretadi sponi bilit® de | 6U | ors ddéentsexp®er i

organismes (poissons, daphnies). Nous remarquons que les eaux utilisées pour les poissons

sont trées peu minéralisées et potentiellement incapaleldournir les ions nécessaires aux

crustacés. Nous avons donc décidé de modifier la compositiamiuori de | deau uti

Zeman et al. (2008) pour les miercustacéPaphnia magnan changeares concentrations
enC& ,NOsetHCGafin de diminuer |le pH et favori

Enfin, nous avons Ccidsasipar ivoie dideetx [Em affet,rles taexsde ® ¢ r €

transfert tr ogénbralemers faildes (Sim@étGarrseeLapiace, 2005).

5. Choix des parametres biologiques
Comme nous | 6avons d®j - menti onn®, I

by

littérature concernant les réponses biologiques au niveaucslillaire suite a une

contamination par ce radioélément chez les crustacés. En revanche, la toxicité du Cd est bien

document ®e . De nombreuses ®tudes ont propos

anioxydants comme biomarqueurs de contamination au Cd. Nous avons donc décidé de

verifier si ces biomarqueurs identifi ®s pou
B

chez | 6®crevisse. De pl us, |l es travaeatwx de
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(2009, 2010b), suDaniorerioont d®) " montr ® que | 06U peut g¢«
les poissons. Vu que ces deux métaux semblent avoir un effet commun, cette piste a donc
suscité notre intérét. De plus, la comparaison des réponses fdoesalwogydant permettra de
mettre en évidence dal i f f ®r ences potentielles dans | es
métaux.

De m° me, nous nous avons ®tudi ® | es | mpac
Ces organites ont un role primordial, puisqéadrgie fournie par lesolécules organiques
est récupérée sous form@\dP (énergie utilisable par les cellules) dans la mitochondrie, la
source principale d'énergie pour la cellule eucaryote, par le procesqiwsghoylation
oxydative lls interviennent aussi dans des processus critiques pour les cellules comme la
génération du stress oxydant ou la mort cellulpicgrammée D 6 a p r -Csook€r etaly e z
(2002), les mitochondries peuvent séquestrer les métaux. §astes peuvent étre donc des
cibles potentielles de | 6U et du Cd dans |
dysfonctionnement mitochondrial peut entrainer des changements au niveau du
fonctionnement cellulaire, peut avoir des conséquences gsavés santé des organismes et
dans les cas extrémes peut conduire a leur mort (Duchen, 2004a; Duchen, 2004b). Rappelons
gue Lerebours et al. (2009, 2010a, 2010b) on
des poissons zeébres. De méme, Gonzalet ¢€2006) ont mis en évidence des altérations de
| 6expression de g DuaecrerioexpgosEsau Ch Ges diffénentes étltesz
ai nsi gue |l e rtle important eg ocebuesantucpnéorté |l es
notrechoix de suivrdes impacts des métaux sur ce parametre biologique.

L6hi stopathol ogi e per met de rendre compt.
biologique supérieur. Ces réponses sont en effet consécutives de celles observées au niveau

déorgani sat i oemactionsn ¢hilmiues etr cellulagras)n ¢t sont généralement

indicatricesde pathologies el e dommages irr ®versibles (n®cr
objectifs ®tant do®t abl ir un | ien entre | es
biologique del 6 ®cr evi s s e, ce niveau doéint®gration
hi stopathol ogi gques peuvent °tre aussi corr ®lI

des changements physiologiques, des dysfonctionnements des organes et la mortalité
(pr am tre biologigue choi si pour ®valuer | 6in

Les tissus choisis pour |l es analyses dobh
(Figure 29) et hépatiqguesHgure 30). Cependantla complexité de la morphologie des

branchies Figure 29) néa pas per mi s de bien distingu

structures, nous nob6éavons donc pas donn® sui't
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Figure 29: Repr®sentation sch®matique dobéun feuil

lamelle branchiale; (fil) filaments ; (hl) hémolymphe; (pc) cellules en pilastre (cut)

cuticule; (bl) niveau basal, (af) plis apicaux; (m) mitochondries; (aff) vaisseau

afférant ; (eff) vaisseau efférent (lac) lacune (espace) (bf) invagination basale. Note les

cellules épithéliales sont tres mincg$-reire et al., 2008.

/s ! aff ! | o Sl
[ " ‘=}=€> b)) |
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Figure 30: Représentation schématique des différents types de cellules de

| 6h®patopancr ®as des ®c rabsorbesles adrimen{s,RBfockete | | ul e
métabolise le glycogéne et les lipides. (F) cellule depéy F: synthétise des enzymes

digestives et les sto@nt dans des vacuoles. (B) celluledetypeeB c6est | a transi
des cellules de type F pr®sentant wune ®nor m
enzymes digesti ves. creien dsesteazgnes. @ tomgexd apical de | ¢
(bi) invagination basale; (bl) lamina basal; (cm) fibre musculaire circulaire ; (cv)

veésicule; (dv) corps vésiculaire dense (Fe) granules de fer dans des vacuoleggly)

glycogéne (gol) corps de golgi (hem) hémolymphe; (Id) gouttelettes lipidiques; (Im)

fibore musculaire longitudinale; (lu) lumen du tubule; (myo) réseau myoépithéliat

(hp ?) processus de neurosecrétion possihl€pin) vésicules de la pinocytoséabsorption

de gouttelettes de liquidg; (sec) surface doéentr ®e(vapgr ®s ent
vacuole (Loizzi, 1971).

87



6. Choix des marqueurs de contamination

Au cours de ces travaux de thése, comesecbncentrations utilisées U étaientrés
i nf ®r i eur es aux ichassemmarqueudstses!i éod ,e s| Guwteislt. saavt®r ¢
L6®chell e mol ®cul aire consi d®r ®e comme ®t ant
doses per met | 6anal yse de r®ponses pr ®c oce
premiers signes de parbations dues a un stredss marqueurs de transcription ont éteé

choisis dans notre étude non seulement en raison de leur temps de réponse rapide et de leur

sensibilit® (He et al ., 2011) mai s aussi p a
compendre | es modes dbéactiessddboxi goes aeni nha
[banal yse des profils doexpression de g ne

transcriptomique) constitue une approche puissante pour caractériser les différeimties att

mol ®cul aires potentiellement i mpliqgu®es dans
Cependant le génome @ clarkiest | oin dé°tre compl t eme

programme de recherche, nous avons réussi a séquencer latg@cedant par la sous

unit® 6 de | 6 AT Pntmdantpdurala rmétalthionéingiguge 3h).eLes

séquences nucléotidiques obtenues et les séquences des acides aminés déduits ont été

comparées aux séquences pnése dans la base de données de NOBbleau 9) pour

vérifier la spécificité des séquences. Nous avons pu ainsi valider que les séquences obtenues

apr s | e s®quen- auxeenasdiaép. Nasrtdriete poargeguenceq lesd a

g nes codant pour | es enzymes dobéint ®r °t i mp |

(SOD cytosolique, CAT, GPX et GST) se sont avérées infructueuses. Les séquences

nucl ®oti di ques obtenues a p r faisnt pase suffsammend g e e

sp®ci fiques aux g nes Vis®s (si mig. @eciiéthit®s av e

dd au fait que leurs séquences nucléotidiques étaient la plupart du temps partiellement

s®quenc®es chez dbéaut trohez le® srystaceése £€n cernséquence, s r

| 6al i gnement de s®quences provenant dbéesp ce
doéint®r°t nda pas permis de d®terminer une
guel que soit | 6esp ¢ve Lensad®u @sdadshabhsedemat i o
donnés( NCB1 ) , nous ndavons pas pu donner suite
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=k
DMA: GAGTCT GCCRAGFGCGLE TECAL GACTGCC TET GT GTGCACCT CATGC CECTC TG CAC CO TR GACA ACT GT ACGTC GGG LT GLALG
t1: E ¢ & E ¢z & ¢ K T & C v C T & C R C AP CD ETLCT s & CE

DMA: TGTCCATCCAAGFAGGAGTGTGCCARGRCCTGCTCCAAGDCCTGE 132 ph
t1: ¢ P %2 K E E C A K T C 5 K P C 44

Fakpd
DMA: CRATTGCCAGCARATATAAT TECTGCTCAT TTATTATTALGEC TT TTAGGCCCAATGECT TCT TCTATACCT TTARAGART TCTTT G
+1: B L & A N I I A GG H L L L B L L & M G 22 & I P L E I L W

DHMA: GTTCTTATTATTTTGCAAATTCT TTTAT TAATATTAGRATCTGCCGTT ZCARTCAT 143 ph
t1: ¥ L T I L o I L L L I L E & a W A I 47

Figure 31 S®quences partiell es deides anunésRdeduitsdes e

(5636 c actureetl) die gerle de la métallothionéine nft) et de | 6ad®n
triphosphate synthasesous unité six &tp 6 de | OMacambarus <larkii Les
nombres 7 droites repr®sentent lescaminés.mbr e de

codon initial (ATG) est marqué en gras.

Tableau 9: Comparaison de la similarité des séquences nucléotidiques (NGBLASTN)
et des acides aminés (NCBBLASTp) des génesnt et atp6de P. clarkii a celles présentes
dansla banque de données de NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

% de similarité des séquences concernée:

Genes de . . . R
P clarkii séquence concernée chezP. clarkii avec celles des especes
' présentes dans la banque de donnée de M
mt séquence nucléotidiqgues  88%avecHomarus americanus

88% avedasifastacus leniusculus
séquence des acides aminés 95% avedAstacus astacus

95% avedPacifastacus leniusculus

93% avedHomarus americanus

atp6 séquence nucléotidiques 70% avecSchistocerca gregaria
séquenceles acides aminés 70% avedCherax dispar
68% avedCherax destructor

Afin de mieux caractériser le stress oxydant, nous avons étudié les activités
enzymatiques de divers antioxydants (CAT, SOD, GPX, GST). Bien que les réponses de

| 6anal ysel ef ohed i pnae®i nes douncons@eEesmoing me do

sensibles que les réponses géniques (He et al., 2011), une fois détectées elles permettent

déoapprofondir l e mode dbébaction du toxigue e
importarte.

Léanal yse des dommages au niveau de | 6ul
de confronter |l es observations aux r®sultat

mieux comprendre les effets au niveau moléculaire puisque les dysfoectients
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cellulaires peuvent conduire a des atteinasx niveawsupérieus d e | 6organi sa
biologique (ex tissus/organes, physiologie, comportement).

Les concentrations tissulaires en U ou
déaccumul ationdes dél®ataibdbns entre | es ni veeé
biologiques observés. Les mesures réalisées apres différentes dutéd e x po ®i t i on
versusc hr oni que) et apr s diff®rents niveau do

distributond e | ur anium dans | es tissus.

7. Choix des organes

Deux organes majeurs ont été utilisés dans ce travail de these, les branchies et
| 6h®paésopancr

Les branchiess ont | es principaux sites dé®chang
les organismes aquatice s . De plus, ces organes sont en c
cas doun eviatxmpieu nvitomnanh (par voie directe) ce sont les premiers tissus a
°tre contamin®s. Dbébapr s Borovic etunaeull (200
bas de réponse face au stress oxydant. Le systeme de défense va étre stimulé pour former la
premi re I|ligne de Il utte de | 6organi sme conf

oxydant.

L6h®pat opes orasta®@s est un organe a plusiéurstions. Il joue un réle
dans la digestondt 6 absor ption de diversesodomset anl sst
stockage des métaux et de détoxication (Sterling et al., 2007). En effet, cet organe est un site
i mportant doaccumaorlstadés (W/ang et al., 2001). Malfiezz(2006¢a
montré queP. clarkii peut accumuler significativement le Cd dans cet organe aprés exposition
par voie directe. Simon et Garnieaplace (2005) et ChassaBbuchaud (1982) ont démontré
que les écrevisse peuvent aussi accumul er odrtants qutans ¢

détient cet organel 6 h®p at opancr ®as est l e si ge o0%

‘N

oxydatives et en conséguence un site ou la génération des radicaux libres pourra étre

considéral e dans | e cas doOébune contamination m®t a
Ainsi, en raison des fonctions physiologiques assurées par les branchies et

| 6h®patopancr ®as, | eurs capacit®s dobéaccumul a

deréponsef ace au stress oxydant, nous avons <cho

sur ces deux organes. De plus, ces derniers fournissent assez de matériel biologique pour

effectuer diverses analyses biologiques ou toxicologigbkagie 32). En paralléle, nous
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avons men® | 6®t ude de ®lt al bidaaaganasofastatiac,eosn d
intestin, glande verte, muscles et carapace) apres exposition par la voie directe a une faible
concentration (30 pg/L de DUuo?**U) pendant une courte durée (4 et 10 jours) pour

contribuer © identifier | 6dorganotropisme de

Hépatopancréas

Figure32 Phot os il lustrant | a taille desaubranch
corps ent i e P clrki(sbuice® &M.BIRINLRES.
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Chapitre |

Matériels et méthodes
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1. Conditions expérimentales

1.1. Dispositifs expérimentaux

Les organismestilisés durant ces travawnt étécollectés dns le marais de Vigueirat
Camargue, au sud de Faancécoordonnées GPS 4 3 ¢ 3-14.e3463 4Ngudré 1))
Ces organismes supportent aisément une courte période de transport a sec. Une fois dans le
laborabire, is ont été acclimatés environ 3 semairss< conditions dé'expérimentatia :
photopériodejour/nuit de 12/12h; eau synthétique aH 6.5" 17 N 1AC. Afin
| 6homog®n®i t ® de | a q uailétaitférigdée a padae aolutiossy nt h ®t
meres de sels fortement concentrées (1000abléau 10). Le suivi des concentrations des
anions majeurs dans cette eau a été réalisé par chromatographie anionique en phase liquide
(cf. chapitre 11l 32). Lors desexpériencesle 10 jours, le renouvellemetite | sgnehétique
(50 % par jour)se faisait manuellemeset ponctuellement (une fois par joaprs quepour
l es exp®riences chroniques (60 jourssen des
place Figure 349.Dans ce <cas de figure, l e renouvell
(syst me ouvert) I mpl i quant |l Gutilisation d
systeme régulé par des pompes péristaltiques. Dans ce genre datifdispotaux de
renouvellement quotidien était de 25;%ompromis entre le respect du maintien de la
sp®ci ation et l a r®duction des volumes doef
expériences se sont déroulées dans des unités expérimeotdsant environ 3 écrevisses/L

et chaque individu était isolé par un grillage (cylindre, 1 cm de maille et 11 cm de diametre)

pour ®viter l e canni bali sme. Léoxyg®nati on
per manent . Une pomPei éurcradepl ac®e®S ¢&0p@ri me
une circulation de | 6eau et par cons®quent |

de régulation automatique du pH (fsttht) relié a un pHnétre a permis la rectification directe

du pH par ajou s d 6 M)@uand(lalvaleur mesurée dépassait la valeur de consigne (pH

6.5). Le maintien de unigs ekpérimpntalesa a été¢ assurd ear | 6 e
| Gutilisation de c¢cryostat (refroidissesment d
des bainsnari e ther mostat ®s. Un syst me de <circu
assurait | 6homog®n®i sation de | '"eau et donc

93



35 km

£0) KM oL LR
o . AVIGNON
NIMES = Saint-Rémy
‘-P L de Provence
"";—3:55 &
';'E.--'JE AL‘FILLES

=
L ARLES

= [

F
Les Sainfes-Maras

de la \Wer e N
2 L
_ Mas-=Thiber

-l':'_,q b

A

-"5'#6___,'

e
Les Marais
du Vigueirat

o Siraud

M
A

Vexj ga Cradl

IJﬁ'\I’-I

‘\ 2 it

Saint-Martin 285 ke
2 SALON

BH ARE o
= AlX
ol ke

Al X
MARSEILLE
B0 km

Port .
Sainf-Lowis

2 km

Figure 33: Carte du lieu de prélevement des écrevissésource: http: //www.marais-
vigueirat.reservesnaturelles.org/pages/pagel.htm)

Tableau 10: Concentration des solutions meres de sels nécessajeur la préparation

synt h®ti que.

de | 6eau
Sels mg/L
CaCb, 2H,0 233,60
Ca(NGy),,4H,0 9,03
MgSQ,, 7TH,O 123,15
NaCl 49,09
NaHCO; 1,26
KCI 5,96
CasqQ, 2H,0 1,55
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Nourrice

Circulation
ouverte

Figure 34 : Dispositif expérimental (source: S.AL.K/IRSN/LRE).

l22Mod®l i sation de | a sp®ciation de | 6U

La modélisatorde | a sp®ci ation da&bé¢Xpo diatniso m oas ®@to
avec le logiciel ICHESS (base de données thermodynamiques, IRSN LRE V.6) pour les
di ff® r entes conditionsandelxpoasu tsyomt {®@tfi. qwe a
pression atmosphérique de £@CO, atm), la nodélisation de la spéciation de 30ug U/L a
montr® quod- pH 6.5 |l es esp ces AdLHmONENt es d
25.7% de UGCOZ’, 8.8% de UG(OH),’ (Figure 25 et Tableau 1)
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Dans |l e cas 0% | 6eau ut il itared etaiedtt 32i1% de” p H
CaUO,(COs)5°, 20.5% de CaUGCOs)s%, 9.4% de (UQ),CO5(OH); et 8% de UQ(CO5),*

(Tableau 11). Notons que les formes carbonatées étaient les plus prédominantes.

De méme, les especes nrajpt ai r es ° pH 7 pour une conc
4000ug/L et 8000ug/L étaient le (URCO3(OH);s (41.9%, 73% et 79.6% respectivement), le
CaU0,(COs)3° (35.7%, 15.6% et 7.1% respectivement) et le CH00s)s* (13.9%, 6%, et
2.8% respectivement). faut mentionneg u e | 0 a u g rMaeonteatrtatiomem U dams la
colonne doébeau augmente |l e risque de formati c
apparait uniguement a la plus forte concentration testée et ceci en proportion négligeable (7%)
(Figure 35).

Tableaul1l: Pourcentage dbéesp ces doéU majoritaire
synthétique adaptée aux besoins des écrevissgsH 6.5 et 7(simulation de 30 pg U/L
avec le programme de spéation géochimique 3CHESS).

pH 6.5 7
U2 0.7% | 0.024%
(UO,),CO3(OH)s | 42% 9.4%
CaUO,(COy):° |  7.6% 52.1%
CaUQ(COs)5* 3% 20.5%
MgUO(COs)s* | 0.1% 0.5%

UO,(COs)* 6.8% 8.0%
UO,(COs)5" 0.04% 0.3%
UO,(OH),’ 8.8% 31%
UO,(OH)s 0.4% 0.5%
UO,CO;° 25.7% 5.1%
UO,OH" 4.6% 0.5%
UO,S0O,° 0.2% 0.01%
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Spéciation théorique de 600 pgU/L

100% -

9%

— e U02[24]

BO% o e — (U02)Z({0H}2[2+]

——— {02)2C03{0H}3[-]
{U02)3{0H5[<]

—— Ca2002{C03)3[0]
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Cal02(C03)3[2-]
—— U02{C0312[2-]
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—— U0Z0H[+]
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Spéciation théorique de 4000 pgU/L

—&—— U02Z[2+]
L T Callodic)

- R
90% .

(U02)2{0H2[2+]

¥
o

80% ¥ % e (U02)2C03{0H)3-]
(U02)3(0H)4[2+]
(U0213{0H15[+]

(U02)4{ 0H7[#]

Espéces (%)

— e Ca2U02{C03)3[0]
Cal02(C03)3[2-]
———— U02{C0312[2-]

———— U02{0H)2[0]

——%—— U02C03[D]

— = UD20H[+]

pH ————— u02504[0]

U03.2HZ0(c)

Spéciation théorique de 8000 pgl/L
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Figure 35: Spéciation chimique de600, 4000 et 8000 ug/L@u r ani u m eduaouse u n e
synthétique adaptée aux besoins des écrevisses (simulation avec le programme de
spéciation géochimiquel-CHESS). (c) forme cristallisée
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1.3.Gestion de | 6exposition aux radionucl ®i de
Léutilisation de r a d icessite dé @specters desergglesl deb or a
radioprotectiondes travailleurs Ai nsi pour chaque type do®met
utilisable sur paillasse est défirea fonction de groupes de risque auquel il appartient et de la
zone de manipulation (zone saillée versuszone controlée)cf. Annexe) Coest une
raisons qua limitél 6 ut i |l i sation de | 6ur ar30QuLjet2f@&Bs dans
dosesLes quantités maximales manipulables étaient respectivement égales a 0.226 mg et 153
mg pd&Wr eltd pour | 6 De plusles efflueatp geléchetsrradioactifet de
meétaux stables (Caiecessdient une prise en charge particulielis. étaier stockés en cuve a
effluents avant évacuatiovers la station deraitementalors queles d&hets solidedres
faiblement radioactifs étarépartis dans les diverses filieres de traiteneanfonction de leur
nature Afin de mini mi s e,\rnous &a&asns déecjompé au cairs deCette e t
these une technique de piégeage de ces métuws avonaitilisé un mini réacteur formé
déune colonne en PVC conteg@lamtatdwes| aeqakctcit é
contaminée passenh circuit fermé de facon continue avec un débit de 1blghre 36). Ce

systeme permtditd 6 ® plub6eau gr ©ce ~ |l a sorpti,Mddes m®
sorption du Cd initialement pr®sent dans 3L
moins doébune heure. De m°me,en80%r®s esdr gltainen

synthétique (100 pg U/L) a été noté en 24h et plus de 90% erfFifire 37). Ces tests
préliminairesont étéréaliséssur des eaux qui ne contenaient pé&sikvissesAu cours de
nos exg@riencesnous avons noté une moindre efficacité du systéme probableneat|&é
présence de matiere organigerecrétéepar les organismesll est fort probable queette
matiére organique 80 entr ®e en comp®titi on a\wleitgetl es mG
ainsi diminuer les sites de fixation pour les métanx que les complexes métanmatieére
organique ne soient pas piégés par la calQite o i quodi l en soit, ce SYys

place, a permis de réduire la concentration en metauefiligsnts.
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Figure36: Syst me de filtration de | 6deau contam
minimiser les rejetgsource: S.AlLK/IRSN/LRE).

Test du systéme de filtration par calcite (1 mm) pour minimiser les rejets Cd
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Figure37: Sui vi des concenanmsatli®easu dfei ICtdr @as elrd L

calcite en fonction du temps (h)(LQ) limite de quantification. (LD) limite de détection.
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2. Prélévement des organismes et dissection

A chaque temps dobéanal yse, g uat poar chaqueci nq
condii o n déoexposition, pes®es (poi ds total),
|l 6i nter m®di ai r e (Fidguveu3B) pysisacrficefbroyageudl gasgtioa sous
T sophaygnnmaximum de 7 organedeslr anchi es, | dahgl@nde vedep a ncr R
| 6est omac, |l 6i ntestin, | petlevésnau sourk des difeétentes a  C ¢
expériencegFigure 39). Les analyss biochimiques et microscopiqueat étéeffectuées
exclusivemensur les branchee et | 6 h®p at opancr ®afractionf@gis de u X
maximumen4 parti es sui vant Ilalaient érqlestings.oLasrfractionss e a u
dédies aux anal yses doexprléesasdowdansde RNA latee»s o n't
(Qi agen) afin doéopti mi sley fradtioms dédieassaex anayses o n  d
enzymatiques et a la bioaccumulationt ét stockés a-80°C. Les fractions des organes
dédiées aux analysesicroscopique§~0.5 cnt)ont été immédiatement immergées dans une

solution assuraria fixation chimique de la matiére vivaiité. chapitre 111, 4.1.1)

Figure38: Phot o i | | ustrant une meauge: e de | a t
S.AL.K/IRSN/LRE) .

scle

u
Intestin

Hépatopancréas
Branchies

Estomac

Carapace Glandes vertes

Figure 39: Photo illustrant une écrevisse disséquésource: J.M.B/IRSN/LRE).

100



3. Dosage des métaux et des ions

31l.Dosage des m®taux dans | a matrice biologi

3.1.1. Préparation des échantillons
La mesure des contaminants dans lespvée ment s dbdéeau effectu®s

pression de contamination durant les expériemeéeessait une acidification a 2%ar du
HNOs (15.5 M). Les échantillons biologiques qtiareuxétaients ® c h®s ~ | 6 ®t uv e
puis pesés afin de pouvoiaipla suite rapporter leguantitéshioaccumulées lamasse de
poids se¢PS) Une digestion des échantillons a été effectuée dans des tubes en polypropylene
avec 3 ml de HN@ (15.5 M) pendant 90 min a 95°C afin de décomposer la matiere
organiquéFigure 40). Ensuite les échantillos é&aient évaporés a sec pendant 60 min a
105°C. Ensuite, une seconde étape de minéralisatieait@tre réalisée, faisant intervenir du
peroxyde dohydr og n e esmerniers réaiduBeuxmede H0,433%)i ge st i
émientr aj out ®s pui s chauff ®s <20 nin). 3. dsCmatiicess q u 6~
biologiques ainsi digérées étaieamises en solution ecidifiées en fonction dda technique
analytiqueutilisée Pour lesaney ses do6U en spectrom®trie par
(ICP-MS et ICRAES), 5 ou 10 ml @ e altmapureacidifiee a 2% avec du HNC15.5 M)
étaientrajoutés a chaquetchantillon biologiquePour le dosage du Cd par spectrophotométrie
d'absorption atomige électrothermique (SAAE), une dilution & 0.2% avec du k(6.5 M)
a ®t ® effectu®e. En ?*Tepargoniptage ennscireillatior liquidé,dn al y :
ml de chaque minéralisat acidifié a 2% adeddNO; (15.5 M) a été rajouté dans un flacon
en verre contenant 19 ml de liquide scintillafibstagel, Packard Instruments, Rungis,
France)
La bioaccumulation a été calculée a partir de la formule suivante
Concentrationygandlg métal. gPS)=(quantit® du m®t al d®) ect ®e
masse du tissu en mg de poids sec)* facteur de dilution
Les facteurs de bioaccumulatiofR) observés ont été calculés comme le rapport :
AF = Corgané C eau
ol Ggane€ St | @a concentration en u rgamétalgfe® ebG oac c u |
el @ concentration en urcmétalg’n du milieu doéexnp
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~E=ma,

: d
= = acidifiée
Digestion acide Evaporationa sec Digestionau H,0, Dilution

Jusqu’a évaporation
- - |

@ 90 min @ 60 min @ ~20min
1 95°C 1 105°C 1 105°C

Figure 40: Procédure de digestion des échantillons biologiqugsurce:
S.AL.K/IRSN/LRE) .

3.1.2. Techniques analytiques utilisées
3.1.2.1. Dosage du cadmium par spectrophotométe d'absorption atomique
électrothermique (SAAE)

Le dosage duadmium dans les échantillons a éfifectué par spectrophotométrie
d'absorption amique électrothermiquel{10 ZL; PerkirElImer; ®qui p®e doéun col
bruit de fond & effet Zeempanui présente une limite de quantificatioe 0 , 1 “‘eaur l&

Cd (Figure 41). Le principe de ce dosage repose sur
| 6 ®t at ddat omes l' i bres (atomisation). L' ®c
automatique etintcbu i t appaneilspuid porté a une température de 2 a 3000°C pour que

les éléments présente retrouvent sous forme ionisde &tomisation est réalisée sous
atmosph re inerte dans un dispositif dbéat or
« four graphite». Le four est balayé par un flux d'argon (gaeria) quiprotege les éléments

de | 6oxWyndeatlisompe ~ cathode creuse ®met un r
étudié (228 nm pour le Cd) qui traverse le tube graphite dans lequel la sekttidéposée

par | 6®chantill onneur. Les atomes qui appar
| ongueur dbdéonde. Lébabsorption est d®pendant ¢
exploitée analytiquement en relation avec un calibrage ghieal (en présence de

modificateurs de matriceldes modificateurs de matrice sont utilisés de maniére a éviter toute
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absorption non spécifique due a des composés présents dans la matrice. Ces derniers peuvent
en effet engendrer un biais trés important does des éléments sont dosasfaible
concentration’( | ' ®c h e%).Uore desidosages du ICd, nous avons utilisé un mélange de
palladium (Pd)et de nitrate de magnésiug(NOs),)comme modificateur & matrice

Notons que ds échantillons certifiés oaté analysés afin de contrédrvaliderla qualité des
dosageSTORT-2: 26.7 = 0.6 pug Cd/g, Lobster hepatopancreas; D@1.20.8 + 0.6 pug Cd/g,

Dodgfish liver; NCR/CRNC, Ottawa, Canad&omme unecontaminatiorpar leCd aurait pu

survenir lors de la pr&pation de échantillors, nous avons analysies blancs représentatifs

des réactifset de la procédure de préparationes Lvaleurs de Cd déteet®taientainsi

retranch®es de cell es d®cel ®es dans | 6®chant

Roubelle a Liquidefi;ae
effluant rincage™

Figure4l: Phot otographie doubEmeQsaukcE: 4110 ZL F
J.M.B/IRSN/LRE).
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3122. Spectrom®trie doé®mi ssion atomique p
(ICP-AES)

La spectton®t r i e dO®mi ssi on atomique ensbtn une I
plasma(gazymai nt enu ° une temp®rature de | 6ordre
atomes de | 0®chantillon sont excit®s et ®me:
caractéristiques. Selon le modéle de Bohr, les électrons conséititent du noyau un nuage
électronique, réparti en couches et soosches, dont le nombre est défini pour chaque
atome. A chacune decessau® uc hes est associ® un niveau
plus la sousouche est éloignée du noyau, plus sonvne au do ®ner gi e est ®
atome re-oit de | 060®nergie suite ° une col |l i s
rayonnement , i va absorber cette ®nergi e,
excitation se traduit par un pld ac e ment d 6 ®| e ectoruocnh e 8 e rdsd ®h e |
Ssup®rieure. Pour retrouver u metro@vere tniveautda b | e ,
départ Ce phénomene se tradufi ar | 6®mi ssi on de phot ons
caractéristiques de chaque é&m t (spectre de raies do®mi ssi
étre quantifié en fonction du nomhde photons émig ui squ 61 | est proport|
déoat omes de | 06 Pur@ndesagel ec d Msugrob@triMem r ai es doé ®mi
utilisées385 4009, 417 et Aedtihtroduind a o GEB (@FMiMa 4800 o n
DV, Perkin EI mer, | i mit 1080kodsefornde@iduiggEiguie d2n Il = 1 0 ¢
est pris en charge par une pompe ptrensfomé en aérosgb a r un fluxunddar g«
nébulie u r . I 1 est ensuite transport® dans | e

di ff® entes ®t apes dbéatomisation et doéioni sa

i ons. Une ¢ amamé&é etfedt®e aul pecalabla deechaque dosage. Les solutions
etalons (10, 25, 60, 168 40@¢ g U/ L) ont ®t ® p rs@ypcanrmere s [
doéurani ulme "cdntgr/ Ll.e qualit® de ce dosage a ®
pr®par® dans | a matrice des ®dihé&hantiiohsUmons ap
étalon inten e I 61 ndi;acdifié(a®2200 dnBMEIL5.5M) a étéaussiutilisé pour

per mettre une v®rification du bon fonctionne
de chaque échantillon a mesurer. Pour cela, iltsdfivérifiergue | 6 dat eds htd®um
identique pour | es ®chantillons doébune m° me
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- -e trophotométrq
. -
|

Figure 42: Phot ot ogr aAES Perkind&lther ©ptinaciBO0 D\ source:
J.M.B/IRSN/LRE) .

3.1.2.3. Spectrométrie de massear plasma a couplage inductifi 6 | -R%)

Léavant &agMSPdepour | e dosage de | 06U r ®si de
(limite de quantificat FAED ainsi Uk dangla pogsibilitéNle 7 %)
mesures isotopiqueLette technique instrumengal d 6 a maltiélgnseltaire permet la
guantification des ®| ®ments douombre®dettcaupst i | | o
/seconde) a leur rapport masse/charge (m/z). Elle est basée sur le couplage d'une torche a
plasma(argonionisé, tres haute terémture) qui permet une atomisation et une ionisation des
®l ®ments et dobéun spect r odscriminecles bres formesssivantq u a d
leur rapport m/z Pour cel a, | 6®chantill on acidifi®
péristaltique dansine chambre deébuliséion ou il est transformé en un aérosol a l'aide
d'argonCe c i est sui vi dédune ®tape dodéatomisati on
formé est envoyé dans un plasma d'argon a trés haute température (entre 6 000 et 10 000
°C).Un systeme de vide différentiel perm&t transmission des ions de la lentille de
focalisationvers le quadripdleria un ensemble de lentilles ioniques. Ce quadrifiéigure
43) est constitué de deux paireshBrreaux cylindriqgues amenées a des potentiels électriques
opposés. Seuls les ions présentant un rapport masse sur ghdigdier, ®nt sélectionnés
grace a la fréequenappliquée au quadrip6kt ont un parcours stable. llgpventensuite étre
mesueés Les autres entrng en collision avec un des barreaux du quadripdle. Les ions arrivant
sur | e d®tecteur permettent |l a g®n®r ati on d
méme rapport m/z (hombe de coups/ sec). Par tidneréparéeaai s d 0
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partir déun ®chantillon certifi® (10 mg U/
Léensembl e des pgpancaaner idd HNgORYS SuprapuRNot®ns que le
bismutha étéutilisé comme étalon interne pour corriger un évengfiiet matrice. Au cours

de | danal yse,s32% airssi qiel dasncorgrole$l qualités (étalons certifiés) ont

régulieremenétéanalysés, respectivement tous les 5 ou 10 échantillons.

Passeur
dod ®ch

Echantillon
liquides

Trajectoire stable
Trajectoire instable

Figure43: Phot ogr a p-M$ Agiledt 35000Cx et @dAéma de la trajectoire des
ions dans le quadripélé¢source: J.M.B/IRSN/LRE).

3.1.2.4 La scintillation liquide alpha
Luranium 233 a ®t ® dos® par scintillati

PerkinElme, Finland; limite de détection 0.03 Bg/échantill¢Rigure 44). Cette technique
consiste ° convertir | 6®nergie cin®tique de
(photons) grace a un liquide scintillarite liquide scintillant est un cocktail de différents
composés organiqgques un sol vant et deux solut ®s. Les
absor baret dleG®meardii cul es U, puis transmettent
soluté (ou scintillateur primaire) qui passent a un état excité a leur tour. Lors de leur retour a

un ®t at stable qui sb6baccompagne dlesexci@®ami ssi o
leur tour les molécules du second soluté (ou scintillateur secondaire). Enfin, ces derniéres en

se désexcitant pour revenir a un état stable, émettent des photons entre 350 et 500 nm qui
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interagissent avec les phottlwades des photomultiglteurs L or s de |l 6i nt e
photon/ photocathode, un ®l ectron est ®mi s
proportionnelle a celle du photon qui lui a donné naissance. La quantité de phot@ssémis

donc proportionnelle ‘e Idaamct ilWiRcthh amadi ¢ @ant ie
d®t er mi ner | 6activit® vol umi qula védfieatoh de s ol ut
| 6efficacit® de Uh®®e ®t if @an tkegyrOaret i"culdanal ys
Oune sourceblcencs fd®®chabetsi | | ons ont aussi
6anal yse.

Emission de photons

——— >Traitement du signal

Photomultiplicateur

Figure 44: Schéma de fonctionnement du comptage en scintillation liquide et
photographie doéun cmoligpde ee type ®allac geantulus i1400 at i o
(Loffredo, 2011).

3.1.3. Calculs des débits de doses

Léaccumul ation doéuranium dans |l es organi
externe des tissus. La grandeur ut i lrgies ®e po
d®l i vr ®e par | e rayonnement sbappelle | a do:

travaux, les doses ont été estimées par modéliseitiole logiciel EDEN 2.2 (Elementary

Dose Evaluation for Natural Environmégrbncu pour le calcul de laode radiologique recue

par les especes non humaines exposees a une substance radioactive. Cette dose est estimée par
|l e biais de facteurs de conversion de | 6acti
type de rayonnement émis par chaque isotapsi ajue son énergie. Les facteurs de
conversion de dose sont appelés DCCs (dose conversion coefficient), exprimés en gray par

unit® (i) de temps et (ii) doéactivit® par ur
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milieu envirdoomaet i sdialdi adbagnt exter ne, soit
dobune i1rradiation interne (Gyl/ ] par Bag/ g
correspondant ~ | 6accroissement de | a dose g
| OGadiation (énergie absorbée par matiére par unité de temps en Gy/h ou Gyl/)).

Dans cette étude, le débit de dose taddl) (résultant de la somme du débit de dose
interne (ldnt) et du débit de dose externddx) a ®t® calcul ® pour | ¢
éaevisses aver
ddnt=(DCCneépatopancréds_AC i)
dddex= (DCCeaui _AcCeaui)
oui est un isotope ou descendant donné ;
DCCné¢patopancréas, il € coef fici ent de conversion cal cul
| 6organi s me
Aciest | 6dactivida®sdeobo@h®meme (Bqg/ kg) <cal cul
mesurée(d kg de poids sec) mul ti(@dg);®e par | dacti
DCCeauj |l e coefficient de conversion calcul ®
extérieur (eau).
ACeui,iest | 6act i vidansde milieu (Bq@)@alcBléee partir de la concentration
mesurée (d kg) mul tipli ®e pé&Bglgl 6activit® sp®ci figq

Les hypothéses utilisées pour ces calculs étaient :
- G®om®t rie et compotasition de | 6h®patopanc

Les principes de calcul du logiciel EDEN pour les DCCs sont fonction des radionucléides
®t udi ®s mai s aussi du sc®nari o dobéexposition
composition élémentaire:
(i):Afin de calculer les DCEp o ur | 6 héay &tgéométrie cde cet organe a été
assimilée a une ellips@ongueur. 4 cm; hauteur 0.65 cm; largeur: 2 cm) composée
d ldydrogenede carbore, d @xygenee t ddazot e, cont r i2l3% dena - 10
massetotale respectivenent (valeurs pses par défaut par le programme pour les matiéres

organiques). Mentionnons que la forme des branchies est trop complexe pmwdilieable

par le logiciel.

(iLa distribution de | 6uranium a ®t ® consi d®i
logiciel.

- Débit de dose exterr{ddex) :
Quel gue soit | duranium utilis®, on consid r
de tous |l es isotopes de cet wuranium ainsi g
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(activité & 10 jours cauléevial e | ogi ci el Nuclides 2000) po
appauvri et 233.
- Débit de dose intern@ldnt) :
Pour ce <calcul, |l 6activit® de | duranium ac:¢
bioaccumulation mesurées p&P-MS ou par scintillabn liquide et de la connaissance de
| 6i sot opi e sdugossutiisees f ®r ent e s
Uappauvri:99.65%%*%U, 0.33%**%U, 0.0019%>U, 0.011%**U.
Uranium 233 :2%3U (100%).
La modélisation desl e s c e nd a nt s a é@éeréalisée yar denlagigieh Nucled@000
(Institute for Transuranium Elements, Karlsruhe, Germabg)débit de dose interne a été
calculé suivant 3 scénarios
(i) Seuls Il es isotopes de | 6,U ont ®t ® accumu
(i) Les i s ot oppésents dares [eimdicant étéa c u mul ®s dans aled h®p at
l eurs fils. Dans ce cas, un facteur pw tran:t
chaque élémera f i n doé®val uer | 6act i villD @ourdeeTh etd@ s c e nc
pour lePg.
(i) identiquea (ii) + les descendants des éléments accumylss a0 jours de décroissance
correspondant © | a dur ®e dobéexposition.
Pour les deux derniers scénarios, tous les radionucléides ont été considérés comme ayant pu
°tre internali s®s dionsoutlee ayant la méme cinétjque (taux dkd e x p
transfert et do®l i mination) et | es m°mes <cib
Les DDCs <calcul ®s pour c¢hagqgutprésestéstdanple d o6 U
chapitre I\AC.
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3.2.Chromatographie ionique

La chromatographie ionigg est une technique séparative couplée a une technique
analytique(Figure 45). Elle a été utilisée pour mesurer les anions présents dans nos milieux
d 6 e X p olsaisdlution & guantifier en anions (minimum 10 rmdst entrainée dans une
colonne ®changeuse dbéanions (Dionex lonPack
potassium(10 mM). La colonne sépare les anions en fonction de leur affinité avec la phase
solide. En sortie de colonne, un conductimétre perreemdsurer la conductivité dont la
valeur est fonction de la concentration en anion en solution. Une gamme étalon de 0 a 2 mg/L
en différents anions (F, Br, Cl, SONGO;, NO,, PQ,), a &é préparée et préalablement
mesurée, permettant de quantifier les amiorésents dans la solution a doser.

Pompe  Ejectrovanne Colonne chromatographique Conductimetre
(1) @ O (4) (5) |===">Traitement du signal
(2)

v

Eluant Echantillon

(3)

Figure 45: Schéma de fonctionnement d'une chromatographie ionique en phase liquide
(I'LC) et photographi e @dfredoe201)L C Di onex |
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4. Analyses des parametres biologiques
4.1.Microscopie

4.1.1. Préparation des échantillons

Une étape ddixation chimique des échantillors étéréalisée directement apres le
prélevement des organe€ette étape consistait a baigner les tissus dans un mélange de
solutiors(2.5% de glutaraldéhyde dans du tampon cacodylate 0.1 M, pHh&mant 48h a
4°C afin debloquer les systemes enzymatiquesietendre les molécules insolubles dans
| 6eau mai s aussi dans | es0 ®toa péshydiamtio.Apr&sa ni q U €
rincage(2x5 min) dans du tampon cacodyla@®1M a pH 7.4)une étape de pofikation
étaitef f ect u®ssaitd @ il mpsr Reggnie r l esducthant oxyoas da
(mélange Os@®1% dande tampon cacodylatgpendantl heure en absence tlmiere pour
obtenir un meilleur contraste lors des observati@s microscope électronique en
transmission (MET.)Ensuite,les tissusont étérincés (3% min) au tampon cacodylate puis
d®s hydrat ®s par de séthifiquée de soncentians erassantégie 50dad al ¢ o0 0
100% do etterifman®¢ ) de | 60 xyda&miheUngfoisagslyytiratds,des ( 2 x
échantillonsont étaientinclus dans une résine Epoxy monomérjduigpon 81préparée en
mélangeand8 % d 6 EP ON 2 8 1 2¢kl@rator MNA et23, 5 % d&é hardene
magnétiguement, puis 1,5 % de DMP&8@tér aj out ® ~ Led écleamikoestalent e .
donc placés dans un mélange de cette résidebed x y d e d év: 1filyunemyitla 4Ce
j u s quaporatior®le ce dernierEnfin, la résine étairemplacée et les échantillogtaient
coulés dans une gélule puis placés dans une ét&v@ A C afin que | 6 EPON
forme ainsi un bloc plastiqudur prét a étre coupédes coupes de 8050 nm ont été alors
réalisées grace aun @tmi cr ot ome ®qui p® dobébun couteau de
RueikMalmaison, France)Figure 46).Le choix des épaisseurs des coupes dépmawl
techniques do alsadont sestses. Rounteg absdrations au microscope
optique, des coupeemifinesde2 00 ~ 500 nebtdesdcdufiegs altraftnaie80 nm
et 140 nm ont été réadisspourles observationau microscope électroniquen transmission
(MET) et pourles analyses chimiques par la sofd®X respectivement. Ces coupes ont été

déposées sur des grilles de cuivre de 3 mm de diameétre.
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Résine

Echantillon
Couteau de diamant
4

: /‘A/Nacelle
o E——

Figure 46: I 11 usturlattriaommi cdreo tlobme ®qui p® doéun cout e
Microsystems Rueil-Malmaison, France)source: J.M.B/IRSN/LRE).

4.1.2. Microscopie optique
Avant observation, les coupes étaient coloréasbleu de toluidine puis examinées au
microscope photoniqu@eica,DM750) ® qui p ® d 0 u n eet dudogcRelda capteC 5 0
des imags LAS EZ(Figure 47).

oculaire
Objectifs

on d eﬁrhii@qnmidroecppm optiqu@®aurse: d e
J.M.B/IRSN/LRE).

Figure47: Observat.

4.1.3. Microscopie Electronique a Transmission couplée a une sonde EDX

La microscopie électroniquentransmission (MET) est une technique de microscopie
ou un faisceau d'électrons est « transmis » a travers un échantillon solide tres mince. Les
effets d'interaction entre les élamts et I'échaillon donnent naissance a une image, dont la
r®sol ution est bien plus fine quAd eontacthdecr osc

| 6 ®c h alestéledtrdn® incidents (provenant de la source) sont soit arrétés, soit déviés et
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ralentis, soit transmi Le diaphragme objectif éliminant les électrons déviés, la formation de
| 6i mage se fait ° partir des ®l ectrons arr °t
claires). Le microscope utilisé (Tecnai 12®otwin ; FEI, Eindhoven, PayBas)Figure 48)
posséde un grossissement possible de 390 a 300 000 fois.

Il est aussi possible daractériser la composition chimique kchantillon grace a
une sonde EDXEnergy dispersive Xrgycouplée au microscopeauigcapture etnalyse les
rayonnements Xémis suite aux interactions da matiere biologiqueavec les électrons
incidents( processus de d®sexcit aiXiest cajactéristique®des r gi e
atomes dont ils sont issu&nfin, ces photons somr ®s ent ®s sous f or me

élémentaire en fonction de leur énergie (KeV).

Porte échantillon

Sonde EDX Spectre

Enregistrement

[ S

¢

/’
Caméra CCD '

Figure 48 : Photographie d'un microscope électronique & transmission Tecnaf@?2
BioTwin avec sa sonde microaalyse EDXsource: J.M.B/IRSN/LRE).

4.2.Dosages enzymatiques

4.2.1. Préparations des échantillons

La décongélation des échantillons stockés précédemmeBO0°&€ a été realisée
|l ent ement sur gl ace. Environ 0.2g du tissu
hémolyse dans lequel était ajouté un tamponH@$ (100mM, pH 7.8) contenant 100 uM de
phenyl m®t hanesul fonyl fluoride ( PMSF) , 0.00
bacitracine (inhibiteur des oligopeplks des d
prot ® nases d&agiprou(rdilloéunt®:péapouwr tes branchies). dUnee t 1
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homog®n®i sation a ® ® ensuite r®alis®e ~ | 0a
avec des cycles de 15 secondes, puis le broyat a été centrifnge@80500xgeta4°C. Le

surnageant a été ensuite centrifugé a 10§@Beaction cytosolique B¢ pendant 1h a 4°C,
aliquot® dans des tubes eppendorf de 1.5 ml
puis stocké a80°C pour les dosages ultériediss concentrations de protéines totales et des

activités enzymatiques.

4.2.2. Dosage deprotéines

Le dosage des concentrations de protéines totales dans les fragtippsr@et de
normaliser les résultats des dosages enzymatiques réalisés dans ces méioes. €
dosage®t ® f ai t «&MicroBaAtPeteid Assai Kitt (Thermo scientific)Cekit
a été optimisé pour étrdilisé dans une gamme de concentrations de 0.5ug/ml a 20 dg/ml.
sbagit dbébune m®t hode c ol roetla quantification des profdines p er n
total es. Cette technique &est bas®e sur | 6ut
détecter le Cliqui est formé quand le Elest réduit par les protéines dans un milieu alkalin.
Une coloration mauve apparaidr$que deux molécules de BCA chélatent un iofh. Qe
complexeexhibeune absorption optique maximale a 562nrmL & absor bance du n
r®acti fs et de | 6 ®rodgordanrelielalleo concemtsation deiprot®iaes r e ¢
présentesll faut cepenant réaliseavec chaque série d'analyse des échantilloesgamme

d'étalonnagéde 0 a 40 pg/Lavec une protéine référence | 6 al bumi ne de s®r ur

Suivant | a concentration prot® gqgue des ®char
n®cessaires afin gue |l es val eur s doabsor ba
|l 6i ntervalle des valeurs doébabsorbance de | a

échantillons hépatiques et branchiaux une dilution de 1/100 et de 1/200rééteésée
respectivement . Nous avons aussi test® | def
UHQ (ultra haute qualit¢) ou du tampon THElI (100 mM, pH 7.8) pour les
dilutions(Figure 49). | | sbeque av®s ®r ®sul tats ®taient m
distillée. Le mélange des réactifs avec les échantillons dilués ou avec les protéines standards a
Pt ® d®pos® dans |l es puits dbébune micropl aque
analyses onété réalisées en triplicat, la microplaque était agitée 30 secondes puis parafiimée

et incub®e 2h ° 37AC. & | 06issue de cette i
température ambiante puis introduite dans le lecteur du spectrophotometre (SS@GHTran

pour mesurer les absorbancé&sg(re 50) . Enfin, | 6 ®q amdrbarce= f de | a
(concentrations protéiques)a été déterminée a partir des résultats obtenus sur la gamme de
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BSA. La concentration rptéique de chacun des échantillons a alors été déduite en tenant

compte du facteur de dilution initial.

¢ BSA + Tris-HCI (100 mM, pH 7.8)
0,9 - y =0,0197x - 0,0097
08 ® BSA+ Tris-HCI (100 mM, pH 7.8) R =0,0988
, BSA + eau y =0,0178x - 0,0095
0,7 1 R =0,9988
2 0,6 - BSA +eau
g 0,5
£
S 04
o)
< 0,3 -
y =0,0025x - 0,0024
0,2 1 R =0,9913
0,1 - y =0,0019x - 0,0031
——w R =0,9754
0 J{%M' T T T 1
0 10 20 30 40 50
Concentrations de BSA (ug/ml)
Figure 49: Di ff®rentes gammes do®t al on poadaux | e dc
solutions méres de BSA ont été te&es dansdeuxsolvants | 6 eau di stil |l ®e ¢

Tris-HCI (100 mM, pH 7.8).

Lecteur
cuvette

Lecteur I
microplaque

Figure 50 : Spectrophotométre (SOFTmax® ﬁ’ROOsource: J.M.B/IRSN/LRE).

423.Dosage de | dact i gigmutsse (@@D)l a superoxyde
Le dosage de | 6@&tc® ifva it a®it <dH6ESAD deterimdchation
Kite (Fluka E Analytical). Rappelons que ¢ceé&
superoxyddO,) en per oxydeOy)attehyndmotécal nded o(xHp)gekite ( O
permet le dosage de la SOD grace au setétl@zoliumWST-1 (2-(4-lodophenyl)3-(4-
nitrophenyl}5-(2.4-disulfopheny2H-t et r az ol i um, monosodi um) . E
superoxyde (@), ce sel produit un colorant trés soluble dané e a u , -1 foemazsS T

(Figure 51). La Xanthine oxydase (XO) est ajoutée au milieu réactionnel afin de générer les
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anions superoxyde. Ainsi, la présence de la SOD dans le milieu réactionnel va diminuer la
concelration des anions superoxyde et en conséquent la quantité du-M8iBkzan va

di mi nuer . De | a sorte, | a pr®sence de SOD ve
peut étre quantifié par la mesure de la décroissance de la coloration a 4%0 fant.

cependant réaliser une gamme d'étalonreage des concentrations connues de SOD. Une

mi se au point du dosage a d3¥% °if(FiguresB &N I s ®e .

effet, | a c¢ o tionkee fondt®n d&s cdndentrationsbde SOD dans le milieu
semble °tre |in®aire entre 10 et 70% doéinhib
de | 6eau distill ®e de fa-on ° ci bl er 40 ° 6

était siffisante dans la fraction;& de tous les tissus. Le mélange des produits avec les

échantillons, avec les concentrations de SOD de référence ou avec les blancs a été effectué
sui vant l es recommandations du f ouaplagues seur
Cette derniere était ensuite parafiimée et incubée 20 min a 37°C puis placée dans le lecteur

microplaque du spectrophotometre (SOFTmax® PRO). Suite a la lecture des absorbances

faite h 25AC, | e cal cul des fFEcondhandations du t i on
fourni sseur . Ensuit e, |l 6activit® de |l a SOD
déduction de la droite de calibratios« d 6 i nhi bi ti on= f (comcentr e

puis multipliée par le facteur de dilution et norraéé par rapport a la concentration totale en
protéine de la fraction;& correspondante pour que a la fin les activités soient exprimées en

U/mg de Protéines totales.

Xanthine

0, \/‘ 20, WST-1 formazan
X0
H;0, /\ 20," WST-1

uric acid |
SOD

!

0O, + H,0,

Figure 51 : Principe du dosage de la SOD.
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120
100 5 -
.5 80 f//
Z 60
= /
S 40
i
20
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Concentration de SOD (U/ml)
Figure 52: Pourcentage doéinhibition de | a r®act.i

différentes concentrations de SOD (U/ml) (n=3 par concentration).

424 Dosage de | 6activit® de | a catalase (C
La catalase a été dosée dans la fractigg s banc hi es et de | 6h®pat
méthode spéctrophotométrique utilisée par Elia e(28l06; 2007).1 | sbagit de me
chute de | 6absorbance | i ®e ~ |l a disparition

(CAT + H,O, Y 2,81+ Q). En effet, l'activité d'une enzyme est évaluée par la quantité de
substrat transformé ou de produit formé par unité de temps et dans les conditions de
fonctionnement optimales de | " enzyme (temp®
dans un tampon sodiwphosphate (100 mM, pH 7) avec 12 mM dgOh Léabsorbanc
mélange réactionnel (échantillon/enzymes ou blanc + tampon + substrat) a été suivie a 240
nm pendant une minute (dans unecitetal=1m) sui te ~ | étagiaune du s
température constante de 25°C. La concentration du substrat usligéesuffisamment

élevée pour saturer tous les sites actifs des enzymes. En effet, différentes concentrations
connues de CAT ont été testéau préalable avec 12 mM de@d(Figure 53). Cette
experience a été nécessaire pour la mise au point de la dilution a appliquer aux fragfions S
des ®chantill ons. [ sbest aver ® qudde | f al
| 6 h ®p a &soep @des bran@ies respectivement au volume total qui correspond & 1 ml
(dilution 1/50 et 1/ 25 r especFnalemenméroi de af i n
BeerLamberta été appliquée polre cal c ul d e | Ragpeldngue cetteRloi d e | a
établit une proportionnalité entre leoncentrationd'une entité chimique ersolution

I'absorbance de celld et la longueur du trajet parcourarpa lumiére dans la solution
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.‘1;‘:5;&56

Ou:

7 Axest | 6 a b s odebsdaénoptEjue(sans undité de la solution pour une
longueur d'onde-;

1 cenmolm® est |l a concentration de | desp ce a

1 I(en m) est la longueur dtajet optique
1 Saen mo'.m®) estlecoef ficient dodeextlitesp ome mob sdn
solution. Il rend compte de la capacité de cette espéce a absorber la lumiére, a la

|l ongueur dbébonde @o.

Dans le cas de ce dosage, le coefficieite x t i nct i on mo™ ani.r el 6easctt idvei t
de la CAT a étéainsi calculée grace a cette formule(A&@antiior® blans) / Puis | )
multipliéepar le facteur de dilution et enfin normalisée par rapport a la concentration des
protéines totaledans la fraction o correspondante et en conséquent exprimée en umoles de

H,O, consommeées par minute et par mg de protéines totales (umoles/min/mg Prot).

0,7
—_— = —0,3repl
0.6 e — ——0,3 rep2
3repl
0,5 3 rep2
\ —— 10 repl
é 0.4 ——10rep2
38 —— 30 repl
2 03 —— 30 rep2
< 60 repl
\ 60 rep2
0,2 \ 100 repl
TS—— 100 rep2
0,1 — P blanc 1
blanc 2
0 T T T T
00:00 00:14 00:28 00:43 00:57 01:12
Temps (min: sec)

Figure 53: Absorbances de différentes concentrations de catalase allad# O (blancs) a
100 U/ml en fonction du temps.
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425.Dosage de | dactivit® de | a glutathion

La technique de dosage de la GPX retenue dans le cadre de ce travail est fondée sur
celle utilis®e par EIlia et zymadestdétezntindgala 200 7)
formation du glutathion oxydé (GSSG) a partir du glutathion réduit (GSH). Le systeme
n®cessite | a pr ®senk®) etddé lamlutathioy ctductase (GR) gqun n e
réduit le GSSG en oxydant le NADPH en NADP comme:suit

GPx GR
Cuméne-H,0, + 2GSH ————» GSSG + H,0 W 2GSH

NADPH NADP

La mesure consiste donc a suivre par spectrophotométrie la disparition du NADPH a 340 nm
25AC dans un m®l ange r ®act i onphesphatd (@00 m® p a
mM, pH 7.5) <cont enanGSH@nM)] doo BADPH (0.12ImMjm bl GR
(1Unité/ml), du DL-dithiothreitol (1 mM) afin de stabiliser les enzymes contenant des
groupements sul phydryl es, de | 6hydroperoxyd
| 6®chantil |l on ou ducomn@eteptte olumetotdl ml). Eng mibelaam n c s ¢
point du dosage de la GPX a été réalisée au préalable afin de déterminer la bonne dilution des
®chantill ons. Cette mise au point consi stai
significativement differet e de cell e des bl ancs en testant
gudune dilution de 1/ 12. 5;@igare 534). DaBdeeassa i r e |
ce dosage, | e coef festade 628 MM dndte xlt d act i wiat @od a i
été ainsi calculée en appliquant la loi de Bé&embert (6schantilor@® blancy / U 1) pu
multipliée par le facteur de dilution et enfin normakggar rapport a la concentration des
protéines totales dans la fractiopgorrespondante et en conséquent exprimée en umoles de

NADPH consommeées par minute et pag de protéines totales (nmoles/min/mg Prot).
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08
0 e eeeaetatetasd blanc 1
P e S S = -~
0,6 == =.=-T== —— planc 2
aé 0,5 —— blanc 3
So4 Hp 1/12,5
o
—— Hp 1/20
203 P
Br 1/10
0.2 Br 1/12,5
0,1
0 T T T T T T T 1T T LI B B | T 1T T
O © yZ > ™ ) © J Q> ] O
O N S Y vV ) ) a % R Q
QQ. QQ. QQ. QQ. QQ. QQ. QQ. QQ. QQ‘ QQ. Q‘\"
Temps (min: sec)
Figure 54: Mise au pointdu dosagedelaGPX sui vi de | 6absorbance

fractions S100 des hépatopancréas (Hp) et des branchies (Br) en fonction du temps.

42.6. Dosagededacti vit® de | a glutathion S tran
L'activité enzymatiquée lagluthationS-transféase a été mesurée selon la méthddisée
par Elia et al. (2006, 2007) vialaformatianidwil t ® de
gluthation2,4-dinitrobenz@é e qui sert de chromophorae =~ || a |
25°C)a partir du iCI-2,4-dinitrobenzéene (CDNB) comme il suit

Cl GS
NOZ N02
+ GSH  — + HCI
NO, NO,
1-C}F2,4-dinitrobenzéne 1-gluthation-2,4-dinitrobenzéne

Le mélange de réaction conten@ftotal= 1ml) du tampon sodiumphosphate (100mMyH

6.5), du CDNB (1mM), du glutathion r®duit ((
tampon pour les blancene mise au point du dosage de la GST a été realisé au préalable afin

de déterminer la bonne dilution des échantillons. Cette mise au pogistedt a détecter une
augmentation de | 6absorbance significativem
différentes dilutionsl | sbest av®r ® qubéune dilution de 1
fractions oo des hépatopancréas et des bhaes(Figure 55). Dans le cas de ce dosage, le
coefficient doéext9iemmt ica'nL onaocltaivriet @eddit@nsidea GS
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calculée en appliquant la loi de Baexmbert (6schaniior@biancy/ Ul) puis multipliéepar le

facteur de dilution et enfin normalisée par rapport a la concentration des protéines totales dans

la fraction Sqo correspondante et en conséquent exprimée en pmolédsghighation2,4-

dinitrobenzene fonées par minute et par mg de protéines totales (umoles/min/mg Prot).

2,5
—e— blanc
° 2 —=— blanc
LC’ 15 blanc
CU i)
‘g Hp 1/20
g 7 e | Hp /100
05 %km NN | —— Br 1/100
Br 1/50
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TT I Br 1/33.3
Q Q) © ™ % Q > ©
S &P PGPS
QQ QQ QQ Q QQ QQ QQ QQ
Temps (min: sec)

Figure 55: Mi se au point du dosage de | a GST:
fractions S100 des hépatopancréas (Hp) et des branchies (Br) en fonctaintemps.

4.3. Expression degyenes

s u

La d®finition dbébamorces per mquantitatimegest d 6 a mp

n®cessaire pour | 6®t ude de | eRuiclarkexpe £tsspas.

complétement séquencé et $équenceles genesnt et atp6chezc et t e esp ce

noa

identifiéeauparavantUne recherche et un séquencgage des régions codantes de ces deux genes

ont donc d( étre effectués.

4.3.1. Recherche et séquencage des régions codantes d'intérét

La recherche des séquences des régionsncoda s doéoi nt ®r °t a
bioinformatique. Les séquences connues des gemest atp6 appar t enant
espéecesont éteapatriees a partir déa banque de données ("GenBanké& pubmedNCBI)
puis align®es Custdw (lnfohimen) Bun la bagsegde ceat alignement, les
régions les plus conservées ont été retenues pour la création de séquences colestasus

dire celles qui ont les plus fortes probabilités d'étre retrouvées identiqués clagkii. Des
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couples d'amorcesnt dors été déterminées dans ces régionsservées et synthétesé
(Sigmaproligo®).

La premiere étappour séquencer les génesnsisait a extraire les ARN tatux (cf.
4.3.1.1) dedissuset deles rétretranscrire en ADNGADN simple brin (cf. 4.3.1.2. Une
amplification de ces derniers p&#CR classiquecf. 4.3.1.3 éait ensuiteréalisée suivie
doune ®t ape d ela t&ill® rdesf fragn@ents ammplifiédne effectuant une
électrophorése en gel d'agarosk 4.3.14) avec les produtBCR. Cette #pe permettait de
comparer la taille de ces fragments a caltendue dda région relativement conservée du
g ne d hasfrag®ants f@gsentant la taille attendu¢aintalors purifés (cf. 4.3.1.5)

puisclonés(cf. 4.3.16) et enfinséquenésparl etreprise Millegen biotechnologies.

4.3.1.1. Extraction des ARN totaux

Afin dé®viter t oachadtillor pamdesaibonutiéases (RNAsebe | 6
de | 6extraction des ARN, [Itae utiliséerpbulagrépargtiannt s ®t
desréactifsdevait étreauparavant traitée contre IBNAse. Ainsi, du diéthylyrocarbonate
(DEPC) 0,1% (viv)®t ai t ajout ® - | 6 ependant 12le & 3| mie ge ®
autoclavé. De méme, la paillassevdi étre décontaminée (RNAse ayy Molecuar
Bi oProdeatsembéte lda mat ®ri el u teextladgticn ®@s ARNu b e s
devaitétre certifié « RNAse free » par le fabricant ou décontaminé puis autoclavé.

Les ARN del 6 ®cr evi ss e oamd de Rt «®AbselutdlyrRINA RBCR (.
miniprep kit »(Agilent) selon les recommandatiods fournisseurKigure 56). Un broyage
de20a40 mgdetissa®t ® ef fecum®pot tiedrai edre pldl ypropyl
tampon de lyse contenant duiditynate de guanidine auquel étaitf out ® 4 -2 ¢ L
mercaptoéthangour inhiber &s endonucléases dans lestis€us.t t e ®t ape a ®t ®
élimination as principaux débrisatlulaires. Pour celde broyata étédéposé sur une colonne
de préfiltration et centrifugé 5 mad4 100g a température ambianld.n e ®t ape do®I i n
des potéineset ces lipides ds filtratsa ensuite été effectuéinsi, dyohénol : choloroforme
. alcool isoamylique (25:24:13 étéadditionnéaufiltrat (a volume égal)puisagi t ® =~ | 6 a
d 6 wantexde paillasse etentrifugé pendant 10 min a 180g. La phase aqueuse contenant
les ARN était prélevée puis additionnée a un voluégal déthanol 756, le mélange était
vortexé puis déposeé sur une colonrafutiité qui ne retent que les acides nucléiques (ADN
etARN).Cett e ®t ape ®tait s uwolonnegpendadiidsee a 460yt r i f u g
pusd dune ®I i fitran dne iséoien deavages était ensuite effectuée grace a des
solutions fournies par le Kit. Le premier lavage se faisaibpprout de 600 e L doét
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fai bl ement concentr ®e en sel s 100gsles ADN fixésb une ¢

a la colonne étaied ®gr ad®s par i ncubation avec 55 ¢lL
déactivit® + 5 unit @sa3VE. LBsNcdlames dulpeniersnitd ant 1
deuxlvy ages, un pr e minesplutianvoetaamert ch@rgée dn smbceliminer

| a DNAse et | es fragments dOADN, |l e second

sels. Entre chaque lavagee centrifugation de 60 sec a 190gétait appliquéelLa colonne

était ensuiteséchée par une centrifugation de 2 min puis transférée dans un tubet neuf
incub®e 2 min 7 temp®r at ur e®@lubomEknfig led ARNsavec 3
purifiés étaientrécupérés par centrifugation (60 sec, 10D g) puis rétretranscrits. Notons

gue ces derniers pouvaient étre stockésB80°Csi la rétro-transcriptionn 6 ® paa éffectuée
immédiatement

Figure 56 : Extraction des ARN totaux (source: Absolutely RNA RT-PCR miniprep kit) .

4.3.1.2. Rétro-transcription

L'ARN a été retretranscrit en ADNC | 6 a i «Seatadctipt fkst strand synthesis
system » (Agilent)Le mélange réactionnétaitc onst i t u® de 2 eL de tamn
additionn® doél €L de dNTP (100 mM), de 14 €L
0.5 gt el eL hexOaplifimeresl). LoOens eimbbd Bminkdt ai t
65°C dans un thermocycleufMastercycler, Eppendodjin de linéariser les ARN puis
refroidi progressivement jusquo” 42ACce qui
Enfin, 0.5 gL de H®BNAeste 1b | eoletrambeliptReR Wi aisite
ajoutés puides tubes étaienmcubé 1 heure a 42°C pour permettre la rétnanscription Les

ADNCc obtenus étaiertonservés 2 0 AC jusqudaux ®tapes de PCR.
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