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Résumé 

 

Lô®tude des effets des radionucl®ides dispers®s dans lôenvironnement est un th¯me 

majeur dont lôun des enjeux est dô®valuer le risque ®cologique pour les organismes vivants. Le 

programme EnvirHom-Eco de lôIRSN a pour objectifs dô®valuer la toxicit® des radionucl®ides 

et de mieux comprendre les réponses biologiques induites suite à une bioaccumulation de ces 

contaminants chez les organismes vivants. Une des approches proposées par ce programme 

est de comparer les effets des radio®l®ments (tel lôuranium) aux effets chimiotoxiques de 

polluants plus connus (en termes de sp®ciation biologique et dô®tudes des effets sur les 

organismes) tels que les métaux (en particulier le cadmium). Une autre partie vise aussi à 

discriminer la radiotoxicité de la chimiotoxicité de ces éléments radioactifs. Cette thèse 

sôinscrit directement dans ce projet.  

Pour répondre à cette problématique, notre approche a visé dans un premier temps à 

®tudier les impacts du cadmium (Cd) sur diff®rents niveaux biologiques de lô®crevisse 

Procambarus clarkii, retenue comme esp¯ce mod¯le. En effet, nous avons ®valu® lôimpact de 

ce métal sur les mitochondries, le fonctionnement de la chaîne respiratoire et sur les réponses 

face à un stress oxydant (expressions transcriptionnelles et activités enzymatiques). Durant 

cette étude, les gènes mt et atp6 codant respectivement pour la metallothionéine (une protéine 

de stress) et lôATP synthase ont ®t® clon®s, s®quenc®s puis enregistr®s dans GenBank sous les 

num®ros dôaccessions respectifs GU220368.1 et GU220369.1. De m°me, nous avons étudié 

les impacts au niveau histologique. Nous avons tenté de lier ces effets entre eux et à la 

bioaccumulation du Cd dans les branchies et lôh®patopancr®as, organes cibles de lôexposition. 

Dans un second temps, nous avons étudié les mêmes paramètres biologiques après exposition 

à différentes durées (4, 10, 30 et 60 jours) et concentrations (0,1- 40 ÕM) de lôuranium (U) et 

appliqué la même démarche. De plus, nous avons essayé de différencier la chimio- et la 

radiotoxicité de ce radionucléide en exposant des lots dô®crevisses soit ¨ lôU appauvri soit au 

233U (pr®sentant une activit® sp®cifique plus ®lev®e) au travers des m°mes crit¯res dôeffets. 

Enfin nous avons compar® les effets du Cd et de lôU apr¯s exposition aigüe (40 µM-10 jrs) et 

chronique (0,1 µM-60 jrs).  

Nous avons démontré que le gène mt était toujours surexprimé en présence du Cd dans 

nos conditions dôexposition, et quôil semble °tre un bon biomarqueur de toxicit® du Cd chez 

P. clarkii. Nous avons mis en ®vidence que lôU et le Cd affectent les mitochondries grâce au 

suivi des niveaux dôexpressions des g¯nes mitochondriaux (12s, atp6 et cox1), et que les 

m®canismes dôaction de ces deux m®taux ne semblent pas °tre toujours les m°mes. Nous 



 

avons aussi prouv® que lôU g®n¯re plus de stress oxydant que le Cd grâce à la comparaison 

des niveaux dôexpression de g¯nes qui codent pour des antioxidants (sod(Mn) et mt) et des 

réponses enzymatiques de la superoxyde dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase et la 

glutathion S transférase. Toutefois, les symptômes des atteintes histo-pathologiques semblent 

être les mêmes pour les deux métaux. En comparant les effets des métaux sur la survie des 

®crevisses, nous avons conclu que le Cd ®tait plus toxique que le radio®l®ment. Dôautre part, 

nous avons démontré que les effets toxiques de lôU, aux concentrations rencontr®es dans 

lôenvironnement, sont plus li®s ¨ la chimiotoxicit® quô¨ la radiotoxicit® de cet ®l®ment. Nous 

avons d®montr® que les r®ponses mol®culaires varient en fonction de lôintensit® et la dur®e du 

stress chimique impos® aux organismes. Nous avons propos® dôutiliser les expressions de 

lôensemble des g¯nes ®tudi®s en tant que biomarqueurs de toxicit® de lôU plut¹t que les 

activités enzymatiques. Ce travail de thèse propose surtout des modes dôactions 

transcriptionels, responsables des effets toxiques de lôuranium. Il confirme la nécessité 

dôapprofondir lô®tude du profil ®cotoxique de lôuranium. 
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Liste des abréviations  

 
Note : les mots en italique désignent des gènes. 

·
OH   radical hydroxyle 

12S  ARN ribosomal 12S 

18S  ARN ribosomal 18S 

Ac eau  activit® de lô®l®ment 

ADN  acide désoxyribonucléique 

ADP  Ad®nosine 5ô-diphosphate 

AF   accumulation factor 

ALA    acide Ŭ-lipoique 

ANCOVA  analysis of covariance  

ANOVA analyse de la variance 

ARN   acide ribonucléique 

ARNm  Acide ribonucléique messager 

AscÅī  radical ascorbyle 

AscHī  ascorbate monoanion 

ATP   adenosine triphosphate 

atp5f1  ATP synthase H+ transporting mitochondrial F0 complex subunit b isoform 1 

atp6  ATP-synthase sous unité six 

ATPase   adenosine triphosphate synthase 

BCA  acide bicinchoninique 

BSA  albumine sérum bovin 

CAT   catalase 

CBR  critical body residues 

Cd   cadmium 

cDNA   complementary acid desoxyribonucleide 

CDNB   1-chloro-2.4-dinitrobenzene  

coQ   coenzyme Q  

coQH2  coenzyme QH2 

COX I/ cox1 cytochrome c oxydase sous unité I  

COX IV  cytochrome c oxydase sous unité IV  

Ct  threshold cycle 

cytP450  cytochrome P450 

DCCs  dose conversion coefficient 

ddext  débit de dose externe 

ddint  débit de dose interne 

ddt  débit de dose total 

DEPC  diéthylpyrocarbonate 

DNA   acid desoxyribonucleotide 
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DNase I  désoxyribonucléase 

dNTP  désoxynucléotide triphosphate 

DTT   1,4-dithiothreitol 

DU  depleted uranium 

DW  dry weight 

EA  laboratoire dô®cotoxicologie aquatique 

EDX   energy-dispersive X-ray 

EF   expression factor 

ERO  esp¯ce r®active de lôoxyg¯ne 

FAO  food and agriculture organization of the United Nations 

FIAM  free ion activity model 

gls1  glutaminase like 

GPS   global positioning system 

GPX   glutathione peroxidase/glutathion peroxydase 

GR ou Gred  glutathion réductase 

GSH  reduced glutathione/glutathion réduit 

GSSG   oxidized glutathione/glutathion oxydé 

GST  glutathione s transferase/glutathione s transférase 

H2O2  peroxyde dôhydrog¯ne 

HO  hème oxygénase 

HO2
·  

radical perhydroxyle 

HOO·   radical hydroperoxyle 

HP  hepatopancreas 

HSP70  heat shock protein de 70 kilodalton 

ICP-AES spectrom®trie dô®missionatomique par plasma ¨ couplage inductif 

ICP-MS  spectrométrie de masse par plasma à couplage inductif 

J-CHESS  java chemical equilibrium with species and surfaces 

LÅ  radical lipidique 

LB  milieu Luria Bertani 

LC50  concentration létale entrainant 50% de mortalité  

LOOÅ  radical lipidique peroxylé 

LOOH  hydroperoxyde lipidique 

LRE  laboratoire de radio®cologie et dô®cotoxicologie 

MDA  malondialdéhyde 

MET   microscopy electronic transmission 

MMP  mitochondrial membrane potential  

MPT   mitochondrial permeability transition pore opening  

MT/mt  metallothionein/ métallothionéine 

NaDPH   nicotinamide adénine dinucléotide phosphate 

NCBI  national center for biotechnology information 
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NO·   monoxyde dôazote 

NOEC   no observed effect concentration 

O2
·-
  radical superoxyde 

oligodT  deoxy-thymine nucleotides 

ONOO
-
  peroxynitrite 

PCA   principal component analysis  

PCR  polymerase chain reaction 

Pi  phosphate inorganique 

PMSF   phenylmethanesulfonyl fluoride 

PS  poids sec 

PTP  permeability transition pore 

PVC  polychlorure de vinyle 

QQplot  quantile-quantile plot 

RNA   ribonucleic acid 

RNAse  ribonucléases 

RO
·
  radical alkoxyle (R est une chaîne carbonée) 

RO2
·  

radical peroxyle (R est une chaîne carbonée) 

ROH  alcool 

ROOH  hydroperoxyde 

ROS   reactive oxygen species 

RT  reverse-transcriptase 

RT-PCR  reverse transcriptase polymerase chain reaction 

SAAE  spectrophotom®trie dôabsorption atomique ®lectrothermique 

SEM   standard error of the mean 

SH  groupement sulphydrile 

SOD  superoxide dismutase 

sod(Mn)  superoxyde dismutase mitochondriale 

Tm  temperature de fusion 

U   uranium 

UA  uranium appauvri 

UV  ultra-violet 

vchat  vesicular acetylcholine transporter 
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Les écosystèmes aquatiques sont depuis longtemps menacés par les activités 

anthropiques génératrices de pollutions (accidentelles ou chroniques). Avec l'urbanisation 

croissante et le fort développement économique de certains pays, les rejets des polluants sont 

de plus en plus importants au niveau mondial. Rejetés directement dans les eaux de surfaces, 

émis dans l'atmosphère, évacués dans les eaux usées ou répandus sur les sols, la plupart des 

polluants finissent par rejoindre les milieux aquatiques. Par conséquent, lôaccroissement des 

activités humaines constitue un risque potentiel pour la biocénose. La prise de conscience de 

la n®cessit® de prot®ger lôenvironnement pour une bonne conservation ou une remise en lô®tat 

rapide des milieux naturels est grandissante. Cette préoccupation de la société et de la 

communauté scientifique a ainsi fait émerger certaines questions, notamment celles du 

devenir des polluants dans lôenvironnement ainsi que leurs effets sur les organismes vivants. 

La préoccupation européenne pour la préservation des ressources aquatiques et pour lôentr®e 

sur le marché de substances chimiques potentiellement toxiques a fait lôobjet de nombreux 

projets. Récemment, lôEurope a adopt® en 2000 la Directive Cadre sur lôEau (DCE) qui vise ¨ 

atteindre un bon état chimique et écologique des eaux en 2015. Trente-trois substances ont été 

ainsi qualifiées de substances prioritaires et dangereuses prioritaires. De plus, le règlement 

européen REACH (Registration, Evaluation, Autorisation, and Restriction of Chemicals) 

entré en vigueur en 2007, a pour objectif principal de protéger la santé humaine et celle de 

lôenvironnement tout en maintenant le développement des activités industrielles. Pour cela, il 

vise à améliorer la connaissance des usages et propriétés des substances chimiques fabriquées 

ou import®es dans lôunion europ®enne, à assurer la maitrise des risques liés à leurs 

utilisations, et à restreindre ou interdire leur emploi en cas de besoin. Parmi les contaminants 

majeurs de lôenvironnement, les m®taux traces-tel le cadmium- posent de sérieux problèmes 

écologiques surtout par leur rémanence et leur toxicité élevées. La d®marche dô®valuation du 

risque des substances chimiques a ®t® ®prouv®e et fait lôobjet de consensus tant r®glementaires 

que scientifiques. Actuellement, les 33 substances prioritaires et dangereuses prioritaires ont 

fait lôobjet dô®tudes ®cotoxicologiques sp®cifiques qui conduisent ¨ lô®tablissement de 

Normes européennes de Qualité Environnementale (NQE). Parmi ces éléments métalliques, 

certains présentent aussi des caractéristiques radioactives- tel lôuranium
1
- qui induisent des 

risques pour les écosystèmes et lôhomme par la combinaison de leur chimio- et radio-toxicité. 

                                         
1
Lõuranium, contrairement au cadmium nõappartient pas aux groupes des 33 substances prioritaires. Cependant, i l fait partie 

des substances pertinentes de la classification de la DCE. 
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Par ailleurs, le d®veloppement de m®thodes dô®valuation du risque environnemental, associ® 

aux rejets ou ¨ la pr®sence de radionucl®ides dans lôenvironnement, a fait lôobjet de deux 

programmes de recherche européens, le projet ERICA (Environmental Risk for Ionising 

Contaminants : Assessment and Management) et le FASSET (Framework for Assessment of 

Environmental Impact). Ces programmes ont mis en évidence les lacunes de connaissances 

concernant les expositions chroniques des radionucléides à faibles doses. Lô®tude des effets 

des radionucl®ides dispers®s dans lôenvironnement est devenue un thème majeur dont lôun des 

enjeux est dô®valuer le risque ®cologique pour les organismes vivants. Ceci a mené au 

lancement du programme ENVIRHOM (Radioprotection de lôENVironnement ¨ lôHOMme) ¨ 

lôInstitut de Radioprotection et de Sureté Nucléaire en 2001 (Garnier-Laplace et Paquet, 

2001). Ce programme a pour objectifs dô®valuer la toxicit® des radionucl®ides et de mieux 

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

les organismes vivants. Depuis de nombreuses ann®es, la radio®cologie concerne lô®tude des 

transferts des radioélements dans les différents compartiments de la biosph¯re. A lôIRSN, et 

plus particuli¯rement au LRE, la d®marche dô®valuation du risque suit et utilise les m°mes 

concepts que ceux d®velopp®s pour lô®cotoxicologie des ®l®ments chimiques stables. 

Lôapproche retenue dite int®gr®e, ®tudie les interactions entre les facteurs de contamination 

(analyse fine de lôexposition au travers du concept de biodisponibilit®) et la bioc®nose 

(analyse des effets). Lôanalyse des effets se divise en deux sous parties, concernant 

lôidentification de marqueurs dôexposition/dôeffet (biomarqueurs) et la caract®risation ¨ 

diff®rentes ®chelles dôorganisation biologique des effets et des m®canismes responsables de la 

toxicit®. Ce programme se consacre en partie ¨ lô®tude du devenir et des effets induits apr¯s 

exposition ¨ lôuranium. Plusieurs th¯ses ont ®t® consacr®es ¨ lôacquisition de premi¯res 

donn®es dô®cotoxicologie sur diff®rents mod¯les biologiques. Ces donn®es concernent 

principalement la caract®risation de lôexposition ¨ travers lô®tude de la sp®ciation chimique de 

lôuranium associ®e ¨ lô®valuation de la biodisponibilit®. Lôoriginalit® de ce travail consiste ¨ 

®valuer les effets de lôU chez une esp¯ce sentinelle. Une des approches proposées par le 

programme ENVIRHOM est de comparer les effets des radio®l®ments (tel lôuranium) aux 

effets chimio-toxiques de polluants plus connus (en termes de spéciation biologique et 

dô®tudes des effets sur les organismes) tels que les m®taux (en particulier le cadmium). Une 

autre partie vise aussi à discriminer la radio-toxicité de la chimio-toxicité de ces éléments 

radioactifs. Cette th¯se sôinscrit directement dans ce projet. Notre travail devra in fine 

permettre dôidentifier dôune part des marqueurs dôeffets pouvant °tre utilis®s dans lô®valuation 

du risque environnemental et dôautre part, les mécanismes de toxicité.  
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Dans ce contexte, nous nous sommes consacrés à cinq objectifs majeurs au cours des 

travaux de cette thèse
2
. Un des buts a ®t® (i) dô®tudier les param¯tres toxicocin®tiques 

(bioaccumulation, distribution des ®l®ments dans lôorganisme et dans les tissus) de lôuranium 

(U) et du cadmium (Cd) chez lô®crevisse Procambarus clarkii retenue comme espèce modèle. 

Ensuite, le second objectif a ®t® (ii) dô®valuer les effets des deux m®taux ¨ diff®rentes ®chelles 

de lôorganisation biologique ; allant de lô®tude dôimpact au niveau de lôexpression des g¯nes 

mitochondriaux et des gènes marqueurs de stress oxydant, des activités des enzymes de stress 

oxydant, des impacts histologiques, jusquô¨ la survie des individus. La troisi¯me approche a 

concerné (iii) la mise en évidence du lien entre les effets des différents paramètres biologiques 

®tudi®s entre eux, de les corr®ler ¨ la bioaccumulation des contaminants et dôessayer 

dôidentifier des biomarqueurs pertinents de toxicit®. Le 4
ème

 axe de recherche sôest attach® ¨ 

(iv) ®valuer la part relative des effets chimiques et radiologiques de lôU chez lô®crevisse. 

Enfin, le dernier objectif(v) a vis® ¨ ®valuer la toxicit® de lôU en la comparant ¨ celle du Cd 

afin de classifier la toxicité de ce radioélément. 

 

Afin de pr®senter lô®tude men®e en ce sens, ce manuscrit sôarticule en 6 chapitres 

majeurs. 

Le premier chapitre vise à introduire les objectifs des travaux de thèse. En effet, le 

présent sous chapitre décrit le contexte et les objectifs de nos études. Dans un second sous 

chapitre, une description du modèle biologique, une synthèse bibliographique sur les 

propriétés physico-chimiques du Cd et de lôU, leurs r®partitions dans lôenvironnement, ainsi 

que leurs mécanismes de contamination et leurs effets à diff®rents niveaux de lôorganisation 

biologique dôint®r°ts sont d®velopp®s. De plus, un r®sum® sur les connaissances concernant 

les biomarqueurs et les bioindicateurs des polluants sera présenté. Dans un troisième sous 

chapitre, nous avons présenté une justification de la stratégie expérimentale. 

Le chapitre II concerne la description du matériel et des méthodes, en présentant plus 

particulièrement les différentes techniques analytiques utilisées. Un point particulier est 

consacré au clonage de deux gènes dôint®r°t.  

Le chapitre III est consacr® ¨ lôapproche exp®rimentale men®e pour ®valuer les 

impacts du Cd sur les différents paramètres biologiques retenus après exposition aigüe et 

                                         
2
Pour plus de détails voire chapitre I -C. 
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chronique de lô®crevisse P. clarkii. Cette approche sera présentée sous la forme dôun article 

(soumis).  

Le quatri¯me chapitre aborde les exp®riences r®alis®es dans le but dô®tudier les effets 

de lôU sur les diff®rents niveaux dôint®gration biologiques d®j¨ mentionn®s. Un sous chapitre 

(chapitre IV-A) sera dédié à la présentation des réponses génétiques, les structures 

histologiques et la survie des écrevisses après une exposition de courte durée (4 et 10 jours) à 

différentes concentrations (0,1 µM à 40 µM). Dans un second sous chapitre (chapitre IV-B), 

nous présenterons les impacts de lôU au niveau mol®culaire (g®n®tique et enzymatique) apr¯s 

une longue dur®e dôexposition (60 jours) ¨ une concentration environnementale (0,1 ÕM). Un 

troisième sous chapitre (chapitre IV-C), sera consacr® ¨ pr®senter lôapproche utilis®e pour 

discriminer la radio de la chimio-toxicit® de lôU. Ces ®tudes seront pr®sent®es sous forme de 

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

le dernier soumis (Ecotoxicology and Environmental Safety).  

Dans le cinquième chapitre, nous avons comparé les effets du Cd et de lôU apr¯s 

exposition aigüe (40 µM-10 jrs) et chronique (0.1 µM-60 jrs). Cette approche est aussi 

présentée sous forme dôun article en cours de pr®paration.  

Enfin, la partie finale (chapitre VI) du document présente une synthèse générale et les 

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

 

Etude bibliographique 



 

18 

 

1. Le modèle biologique Procambarus clarkii 

1.1. Systématique, origine et distribution 

Avec plus de 640 espèces différentes, les écrevisses forment un groupe de crustacés 

décapodes très diversifié (Crandall et Buhay, 2008). Il existe deux super-familles 

dô®crevisses, Les Astacoidea (hémisphère nord) et les Parastacoidea (hémisphère sud). La 

première est formée deux familles, les Cambaridae et les Astacidae alors que les 

Parastacoidea sont compos®s dôune seule famille, les Parastacidae (Crandall et Buhay, 

2008). La division entre les super-familles (astacoidae et parastacoidea) des hémisphères nord 

et sud est dôorigine pang®enne datant au moins du triasique (185-225 millions dôann®es). Des 

fossiles dô®crevisses et des traces de terriers observ®es dans le Colorado et dôUtah datant de 

265 millions dôann®es sont la preuve de cette phylog®nie (Crandall, 2006). Procambarus 

clarkii, appartient à la famille des Cambaridae (Crandall, 2010) (Tableau 1). Originaire du 

Nord de lôAm®rique et de lôEst de lôAsie (Crandall, 2006), elle est maintenant largement 

répandue sur le territoire français au détriment des espèces endémiques principalement 

rattachées à la famille des Astacidae. 

 

Tableau 1 : Position systématique de Procambarus clarkii (Systema Naturae, 2011). 

Classification 

Domaine  Eukaryota  

Règne  Animalia  

Sous-règne Bilateria  

Division Protostomia  

Infra-règne Ecdysozoa 

Super-embranchement Panarthropoda  

Embranchement Arthropoda 

Sous-embranchement Mandibulata 

Infra-embranchement Crustaceomorpha  

Super-classe Crustacea  

Classe Malacostraca  

Sous-classe Eumalacostraca  

Super-ordre Eucarida 

Ordre Decapoda  

Sous-ordre Pleocyemata 

Infra-ordre  Astacidea  

Super-famille Astacoidea 

Famille Cambaridae  

Genre Procambarus  

Espèce clarkii 

 

http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Eukaryota_Domain.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Animalia_Kingdom.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Bilateria_Subkingdom.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Protostomia_Branch.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Ecdysozoa_Infrakingdom.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Animalia/Panarthropoda_Superphylum.asp
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
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Lô®crevisse de Louisiane, P. clarkii, est comme son nom lôindique tr¯s abondante en 

Louisiane. Elle est native du Nord-Est du Mexique et du Sud des Etats-Unis (Henttonen et 

Huner, 1999; Boets et al., 2009) Côest une esp¯ce largement r®pandue dans le monde entier et 

sur presque tous les continents (FAO; ISSG; NatureServe, 2003; Crandall, 2010) (Figure 1).  

 

Figure 1 : Distribution mondiale de P. clarkii (Adapté de Holdich, 2002; FAO; ISSG; 

NatureServe, 2003;Crandall, 2010). 

 

En effet, P. clarkii colonise les milieux avec succès grâce à sa forte compétitivité : 

fécondité élevée (200-500 îufs/femelle : strategy-R) (ISSG) et sa maturité sexuelle précoce. 

Une enquête réalisée en France en 2006 confirme la progression constante de cette espèce qui 

est d®sormais recens®e dans 61 d®partements. En une quinzaine dôann®es, lôesp¯ce a colonis® 

plus de la moitié du territoire national, confirmant par la même son extraordinaire capacité 

dôexpansion. La carte de r®partition de lôesp¯ce en France (Figure 2) indique de fortes 

densités sur toute la façade atlantique, de la Loire-Atlantique, jusquôau d®partement des 

Landes, mais aussi sur la façade méditerranéenne (Hérault, Gard, Bouches-du-Rhône). Une 

explosion des densités de populations en Gironde, Charente-Maritime, Loire-Atlantique et 

dans les Deux-Sèvres a été observée ces dernières années. Cette espèce est sans doute celle 

qui présente le spectre écologique le plus large : elle est capable de coloniser des milieux 

variés allant des zones à truites aux étangs côtiers en passant par les marais. Elle peut 

supporter des mises ¨ sec dô®tangs de plusieurs mois. On la rencontre également dans certains 
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milieux temporaires (Loire Atlantique) et dans des milieux soumis aux marées (Pyrénées 

atlantiques) (Collas et al., 2007). 

 

 

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

1977 ¨ 2001, le signalement de lôesp¯ce est figur® par un gris®. Pour la carte 2006, 

lôintensit® du gris refl¯te lôabondance de lôesp¯ce ¨ lôint®rieur de chaque d®partement 

(Collas et al., 2007). 
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1.2. Biologie de lô®crevisse 

1.2.1. Morphologie  

Comme toutes les écrevisses, P. clarkii possède une carapace (Figures 3 et 4) 

composée essentiellement de chitine et de carbonate de calcium. Leurs corps sont segmentés 

comme tous les arthropodes. Le corps est divis® en deux parties, lôune ant®rieure qui est le 

c®phalothorax, lôautre post®rieure qui est lôabdomen. Le c®phalothorax est form® de la t°te qui 

est fusionnée au thorax. Cet organe est terminé en avant par un éperon, le rostre, dont la 

pointe est lôapex. De part et dôautre du rostre, se trouvent deux yeux pédonculés. La tête porte 

les antennules, les antennes (organes sensoriels), les mandibules, maxilles et maxillules 

(appendices dévolus à la fonction de nutrition). Le sillon cervical sépare la partie céphalique 

du c®phalothorax dôune r®gion comprenant deux aires branchiales de part et dôautre dôune aire 

cardiaque. Sur cette région thoracique se trouvent trois paires de maxillipèdes (ou pattes 

mâchoires) impliquées également dans la fonction de nutrition, et cinq paires de périopodes 

(ou pattes locomotrices), la première paire se terminant par de grandes pinces. Les deux paires 

qui suivent se terminent par de petites pinces et les deux dernières paires se terminent par des 

griffes. Lôabdomen est segment®, chaque segment portant une paire de pléopodes et se 

termine par le telson qui porte lôanus.  

 

 
Figure 3 : Aspect dôune ®crevisse Procambarus clarkii  (Lukhaup, 2005). 
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Figure 4 :Morphologieexterne dôune ®crevisse. Mp: maxillipède; Ma: mandibule; Mx: 

maxille (Arrignon, 1991). 

 

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

naines adultes du genre Cambarellus à 40 cm (et plus de 5kg !) chez lôesp¯ce la plus grande 

parmi les invert®br®es dôeau douce Astacopsis gouldi actuellement en danger (Horwitz, 1994). 

Dans des conditions favorables ¨ la croissance (bonne qualit® de lôhabitat, densit® de 

population faible), P. clarkii peut atteindre 14 cm pour un poids de 76 à 84 g (Huner et 

Romaire, 1979; Dörr et al., 2006). Les couleurs des écrevisses sont aussi variées ; rouge (chez 

P. clarkii), bleue, orange, verte, marron et même sans pigment (blanche). La diversité 

morphologique se traduit aussi par lôexistence dô®crevisses tachet®es, ray®es ou portant 

dôautres dessins (Crandall, 2006).  P. clarkii présente des aspects morphologiques 

spécifiques qui aident à la détermination de cette espèce (Figure 5). Son céphalotorax 

pr®sente une s®rie dô®pines bien visibles de part et dôautre du sillon cervical. La cr°te 
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postorbitale est simple ; on ne voit quôune ®pine. Le rostre, a des bords convergents 

régulièrement pour se terminer par un triangle. La crête médiane dorsale est peu marquée et 

non denticulée. Les pinces possèdent des protubérances alternées sur leur tranchant ainsi que 

des épines et un ergot bien visible. Adulte, cette espèce est de couleur rougeâtre. Dörr et al. 

(2006) ont montré une corrélation entre les stades de croissance (maturité sexuelle) de P. 

clarkii et la couleur de lô®crevisse. Il semble que les ®crevisses nôayant pas atteint la maturité 

sexuelle pr®sentent un gradient de couleur allant dôun vert-grisâtre pour les plus jeunes jusqu'à 

atteindre un marron-verdâtre.  

 

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

de cette esp¯ce, pr®sente une s®rie dô®pines bien visibles en arri¯re du sillon cervical. (2) 

La crête médiane dorsale est peu marquée et non denticulée. (3, 4) Les pinces possèdent 

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

visible. 

 

Une différenciation bien apparente permet la détermination aisée des sexes (Figure 6).  

¶ La morphologie des pinces, plus développées chez le mâle que chez la femelle. 

¶ La largeur de lôabdomen, sup®rieure chez la femelle. 

¶ Et surtout par la morphologie des deux premières paires de pléopodes : 

ü Lôexamen de la face ventrale permet de diff®rencier le m©le de la femelle : chez le 

m©le les deux paires ant®rieures dôappendices abdominaux sont dirigées en avant 

et transform®es en stylets copulateurs en vue de lô®coulement du sperme. 

ü Chez la femelle, toutes les pattes abdominales sont identiques, ¨ lôexception de la 

première qui est atrophiée. Les orifices génitaux sont placés au niveau de la 
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troisième paire de pattes locomotrices chez la femelle et de la cinquième paire chez 

le mâle.  

Lô®crevisse est une esp¯ce dite ç gonochorique » dans le sens où les sexes sont séparés 

et quôelle effectue une fécondation externe (Parnes et al., 2003).  

 

 

Figure 6 : Diff®rence dôaspect entre une ®crevisse m©le et une ®crevisse femelle. 

 (A) Stylets copulateurs. (B) Les orifices génitaux.(Source: Shi-wei Zhao/ NIGP: 

 http://www.mutagenes.net/yixian-formation/yanbin-shen.html). 

 

1.2.2. Anatomie et physiologie 

Le tube digestif (Figure 7) des d®capodes est caract®ris® par un court îsophage, un 

estomac volumineux aux parois chitineuses, un intestin moyen ou mésentéron et un intestin 

postérieur ou proctodeum. Seul lôintestin moyen, dôorigine endodermique, joue un r¹le 

fonctionnel en termes de digestion et dôabsorption. Les parties ant®rieures et post®rieures, 

dôorigine ectodermique, présentent un revêtement chitineux renouvel® ¨ chaque mue et nôont 

donc quôun r¹le m®canique dans la digestion. Lôintestin post®rieur aboutit ¨ lôanus et est 

entour® par la masse musculaire abdominale. Lôestomac est divis® en 2 r®gions par un sillon 

médian et transverse : une région antérieure ou cardiaque et une région postérieure nommée 

chambre pylorique. En fonction du stade de mue, la partie antérieure peut contenir une paire 

de pi¯ces calcaires, discoµdes, les gastrolithes, r®serve de calcium, n®cessaire ¨ lô®laboration 

de la carapace nouvelle. Cet appareil est doté de 3 dents chitineuses ou calcaires qui 

constituent un véritable broyeur gastrique, appelé « moulin gastrique ». Les glandes 

Procambarus sp. mâle Procambarus sp. femelle 

A 

B 



 

25 

 

antennaires (vertes) sont des organes excréteurs situés dans la région ventrale de la tête près 

de la bouche. Elles sont accompagn®es dôun canal excr®teur et dôune vessie. La glande 

digestive (ou hépatopancréas) est un organe plurilobé qui occupe la quasi-totalité de la cavité 

du céphalothorax. Elle est impliquée dans lôabsorption et le stockage des nutriments. Chaque 

lobe est constitu® de tubules ferm®s ¨ une extr®mit® et sôouvrant de lôautre dans un canal qui 

débouche au niveau de la chambre pylorique de lôestomac. Les glandes antennaires (ou 

glandes vertes) sont des organes excréteurs situées dans la région ventrale de la tête près de la 

bouche. Elles sont constitu®es dôun canal excr®teur et dôune vessie. Les organes reproducteurs 

se situent près de la glande digestive. Les testicules des mâles sont blanchâtres et lisses, et les 

ovaires des femelles sont de couleur jaune orang®e et d'aspect grenu. Lôappareil circulatoire 

des crustacés est de type lacunaire : lôh®molymphe (sang incolore) est propuls®e par le cîur 

dans des art¯res puis des capillaires qui sôouvrent librement dans la cavit® g®n®rale. Apr¯s 

avoir irrigu® les diff®rents organes, lôh®molymphe est collect®e par des sinus veineux qui la 

ram¯ne finalement aux branchies, lieu de lôh®matose. Ce sang bien oxyg®n® va alors retourner 

au péricarde. Les branchies, véritable appareil respiratoire, se situent dans deux chambres 

latérales indépendantes à la périphérie de la carapace. La convection ventilatoire est assurée 

par les battements de deux appendices dérivant des deuxièmes maxilles, les scaphognathites : 

leurs mouvements de pompage créent une dépression dans les cavités branchiales qui entraîne 

le passage de lôeau sur les branchies (Figure 7A). Des chémorécepteurs périphériques 

sensibles à lôO2 et au CO2 sont localisés dans les cavités branchiales, ils sont responsables du 

réflèxe de ventilation et jouent un rôle fondamental dans le maintien du métabolisme aérobie 

(Massabuau et al., 1980; Massabuau et Burtin, 1984). Ainsi, lô®crevisse est capable dôajuster 

sa respiration et garde son ind®pendance ¨ lô®gard de la teneur en oxyg¯ne : elle est capable 

dôaccroitre son taux de ventilation d¯s que lôoxyg¯ne diminue. Les organes respiratoires 

jouent également un rôle dans les échanges ioniques. En effet, le milieu intérieur des 

®crevisses est plus concentr® en ions que le milieu aquatique ext®rieur, ainsi lôosmor®gulation 

se fait grâce à de nombreux transporteurs membranaires au niveau des branchies. Le système 

nerveux de lô®crevisse est essentiellement ganglionnaire, le cerveau (masse ganglionnaire) se 

situe dorsalement pr¯s de lôîsophage (Arrignon, 1991). 
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Figure 7: Anatomie interne d'une écrevisse.(A) Branchies: Les flèches indiquent le sens 

dô®coulement de lôeau dans la masse branchiale (d'après Massabuau, 1984). (B) reste des 

organes. 

 

1.2.3. Croissance et mue 

En moyenne, les écrevisses P. clarkii peuvent vivre jusqu'à trois ans (Dörr et al., 

2006). Frutiger et al., (1999) ont trouv® que cette esp¯ce peut atteindre lô©ge de cinq ans. Il est 

possible de d®terminer lô©ge des ®crevisses ¨ partir de la mesure de la longueur du corps 

(ġmietana et Krzywosz, 2006). La croissance des crustacés se fait grâce à des mues. Ces 

changements p®riodiques de lôexosquelette dominent toute la physiologie des crustac®s car ils 

sont précédés et suivis par une série de modifications tissulaires et comportementales, comme 

la formation et la calcification de lôexosquelette ¨ chaque fois (Adelung, 1971) (Figure 8). 

Les jeunes écrevisses muent un grand nombre de fois (Arrignon, 1991). Par exemple, dans 

une eau de 18 à 20°C, les juvéniles Astacus leptodactylus muent tous les 17 à 20 jours 

pendant les premiers mois (Lassalle, 1985). Chez P. clarkii, les adultes mâles et femelles (~ 

7.5-9.6 cm) muent surtout en avril quand la temp®rature de lôeau se r®chauffe. Seules les 

femelles muent une seconde fois entre juin et juillet. Puis une autre période de mue pour les 

deux sexes peut survenir vers novembre (11.2°C) (Dörr et al., 2006). Le phénomène de mue 

Intestin 
B Intestin 

Branchies 
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semble °tre li® ®troitement aux changements de la temp®rature de lôeau (Huner, 1978) et au 

cycle de reproduction (mue avant et après la période de frai) (Dörr et al., 2006).  

 On distingue principalement quatre étapes : 

a. Lôintermue ou inter-ecdysis: 

Ce stade est d®fini comme ®tant la p®riode de stabilit® de lôanimal. 

b. La prémue ou Proecdysis : 

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

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

lôh®patopancr®as (0.6 ¨ 1%) et dans lôh®molymphe (un peu plus de 1%). Durant cette p®riode 

les gastrolithes vont se constituer et grossir. 

c. La mue ou ecdysis ou exuviation: 

Côest le moment o½ sôeffectue le changement de lôexosquelette. La jointure membraneuse qui 

relie lôarri¯re du c®phalothorax au premier segment abdominal se d®chire et le corps fait 

saillie, couvert de sa nouvelle carapace molle. Pendant ce temps lôanimal est mou, sans 

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

d. La postmue ou post-ecdysis : 

Au cours de la postmue, lôexosquelette se constitue et se consolide. Les gastrolithes y 

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

calcium de lôanimal mou est de 10 ¨ 14 fois sup®rieure ¨ celle de lôanimal calcifi®. Les 

gastrolithes ne peuvent donc suffire. De plus, lôanimal, faute dôun appareil masticateur 

solidifi®, ne peut trouver le compl®ment de calcium dans sa nourriture. Lôapport se fait alors 

au niveau de lôappareil branchial. La calcification de la nouvelle carapace est conditionnée par 

la teneur de lôeau ambiante en calcium. Simultan®ment se manifeste une croissance accélérée 

des tissus, ¨ partir du moment o½ lôappareil masticateur sôest solidifi®, la phase dôinanition 

sôach¯ve (Arrignon, 1991). 
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Figure 8 : Cycle de la mue des écrevisses (Arrignon, 1992) 

 

1.3. Ecologie et comportement 

Procambarus clarkii est adaptée pour vivre dans une grande variété de milieux 

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

marécages alternativement dans des zones inondées et exondées (FAO ; ISSG ; NatureServe, 

2003). De plus, elle habite fréquemment les environnements perturbés comme les champs de 

riz, les canaux dôirrigation et les barrages (Oliveira et Fabiao, 1998). Cette espèce tolère une 

grande variation des facteurs abiotiques : elle supporte des niveaux bas en oxygène, des 

températures extrêmes (10-22 °C à 30 °C ou plus), une salinité modérée et la pollution (FAO; 

NatureServe, 2003; Gherardi et Vadim, 2006; Cruz et Rebelo, 2007). P. clarkii peut tolérer 

des p®riodes de s¯cheresse allant jusquô¨ 4 mois (Henttonen et Huner, 1999). On trouve les 

plus fortes densités dô®crevisses dans les plans dôeau ensoleill®s de moins de 40 cm de 

profondeur. Les fonds les plus propices sont turbides et couverts dôherbiers (Arignon, 1991). 

Son comportement fouisseur sôaccompagne de la construction de terriers. Ces 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 soir, période au cours de laquelle elles se déplacent et cherchent leur nourriture. 

Dans les cours dôeau ¨ forte biomasse dôinvert®br®s, les ®crevisses occupent une position 
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trophique supérieure et ont un taux de croissance plus élevé que les écrevisses dans les cours 

dôeau ¨ faible biomasse dôinvert®br®s (Olsson et al., 2008). Le cannibalisme est courant chez 

les écrevisses (Holdich, 1993). Dans des situations extrêmes, elles peuvent réduire ou éliminer 

dôautres animaux ou plantes de lô®cosyst¯me (Momot, 1995). Côest une source de nourriture 

pour les mammifères et les oiseaux, jouant un rôle important entre les interactions trophiques 

terrestres et aquatiques (Correia, 2001). Elles peuvent même servir de nourriture pour les 

insectes (Herberholz et al., 2004), les amphibiens (Hirai, 2004), les reptiles (Bondavalli et 

Ulanowicz, 1999), les poissons (Garvey et al., 1994) et pour dôautres ®crevisses. Une 

compétition existe aussi inter-spécifiquement et ceci pour des raisons diverses comme pour 

lôespace et lôabri (Garvey et al., 1994). 

 

1.4. Intérêt économique 

Lô®crevisse est un animal fort ancien dont la capture, plus ais®e que celle du poisson, a 

constitu® ¨ lôaurore de la vie humaine, une source de nourriture souvent vitale pour certaines 

hordes dôhommes pr®historiques (Arignon, 1991). Lôune des premi¯res mentions de 

lô®crevisse a ®t® faite par Aristote en 300 A.J.C et côest surtout au moyen ©ge que sa 

popularit® a augment® et dô®normes quantit®s ont commencé à être consommées (Skurdal et 

Taugbol, 2001). Ceci continue jusquô¨ nos jours, o½ au moins 85% de la consommation 

mondiale des écrevisses est assurée par P. clarkii (Kerby et al., 2005) en relation avec ses 

capacit®s de croissance rapide et dôadaptation aux changements saisonniers (Henttonen et 

Huner, 1999) (Figure 9). Le commerce de P. clarkii participe dôune fa­on importante ¨ 

lô®conomie de certains pays (Ant·n et al., 2000). 

 

 

Figure 9 : Production mondiale de Procambarus clarkii (FAO Fishery Statistic). 
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En 2003, la production de P. clarkii aux Etats-Unis était évaluée à 48.6 millions de dollars 

(~35.33 millions dôeuros). La production mondiale (Figure 9) de cette espèce provient 

principalement de Louisiane et dôautres ®tats du Sud des Etats-Unis, mais aussi de Chine, du 

Kenya et dôEspagne o½ cette esp¯ce a ®t® introduite (FAO). En 2005, la FAO a enregistr® une 

production significative de cette espèce en Chine, s'élevant à plus de 88 000 tonnes, avec une 

valeur exc®dant 303 millions dôUSD. Le succ¯s commercial de cette esp¯ce en Europe est 

surtout li® ¨ sa r®sistance ¨ coloniser les milieux perturb®s et ¨ la peste de lô®crevisse, 

Aphanomyces astaci à qui les écrevisses indigènes sont sensibles (Lindqvist et Huner, 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, voire cuisinées 

(majoritairement Procambarus clarkii), les 2% restant correspondent à des écrevisses 

importées vivantes, essentiellement de Turquie et de Grèce (majoritairement Astacus 

leptodactylus). L'exploitation de la ressource sauvage de Procambarus clarkii en France est 

faible car elle conditionnée par deux points réglementaires: 

¶  le transport d'animaux vivants est interdit de façon à éviter sa propagation dans des 

endroits où l'espèce n'est pas présente ; 

¶  la vente d'animaux ne peut être effectuée que par des pêcheurs professionnels 

(Miossec, 2004). 

Tout au long de notre ®tude, nous avons donc b®n®fici® tes techniques de p°ches dôun 

professionnel (N. Gauthier) et des autorisations r®glementaires pour lôapprovisionnement et 

pour le transport de cette espèce vivante. 

 

 

1.5. Intérêt scientifique et écologique 

 En recherche, les ®crevisses servent dôorganismes mod¯les depuis plus de 25 ans, dans des 

champs disciplinaires variés tels que la neurobiologie, la vision, la toxicologie, 

lô®cophysiologie, la biologie de la conservation et lô®volution, etc. Parmi les ®crevisses, le 

maintien et lô®levage de P. clarkii dans les laboratoires sont relativement faciles à gérer. Il y a 

d®j¨ 125 ans que Huxley (1880) a r®dig® des textes dô®tudes zoologiques sur ces animaux. Par 

ailleurs, du fait de son caractère invasif, cette espèce se trouve en abondance dans les milieux 

naturels et son prélèvement, en période favorable, est aisé. 

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

parasites trématodes Schistosoma haematobium, vecteur de la schistosomiase, car elle 
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sôalimente de gast®ropodes dôeau douce, h¹te interm®diaire de ces parasites. Sous certaines 

conditions, P. clarkii a significativement réduit la dispersion de la schistosomiase dans 

certaines régions du Kenya (Mkoji et al., 1999; Lodge et al., 2005; Foster et David, 2007). 

De même, P. clarkii sont souvent utilisées comme indicateurs de pollution métallique 

aquatique puisque ces crustacés tendent à accumuler les métaux dans leurs tissus (Anderson et 

al., 1997; Sánchez López et al., 2004; Alcorlo et al., 2006; Suárez-Serrano et al., 2010).  

 

2. Evaluation des risques de contamination des milieux aquatiques 

Dans un contexte de surveillance de lô®tat ®cologique (biomonitoring) des milieux 

aquatiques (Loi n°2006-1772 du 30 décembre 2006 sur l'eau et les milieux aquatiques), la 

France sôest engag®e ¨ caract®riser lô®tat ®cologique de ses écosystèmes et à surveiller 

dô®ventuels changements de ses milieux. Les mesures des paramètres physiques, chimiques et 

bact®riologiques de lôeau renseignent sur la qualité de cette ressource (Li et al., 2010) mais 

leur caract¯re ponctuel ne permettra pas de r®v®ler dô®ventuelles perturbations perp®tr®es en 

dehors des périodes de mesures. De m°me, ces techniques ne renseignent pas sur lô®tat des 

organismes aquatiques ni sur les conséquences écologiques engendrées par les changements 

survenus dans ces ®cosyst¯mes. Dans le cas dôune pollution m®tallique, la mesure des 

concentrations des m®taux dans le biotope (eau, s®diment) peut r®v®ler lôexistence dôune 

pollution, mais ne met pas en ®vidence le degr® dôaccumulation des m®taux par les 

organismes, ni la toxicit® engendr®e sur les individus et lô®cosyst¯me (Zhou et al., 2008). En 

conséquent, ces dernières années, les études en écotoxicologie se sont développées afin de 

mettre en place des outils permettant une bonne ®valuation de lô®tat ®cologique des milieux. 

Ces ®tudes passent notamment par la recherche de bioindicateur ou dôesp¯ces sentinelles 

servant de support pour la mesure de marqueurs biologiques (biomarqueurs). Ces derniers 

refl¯teront le degr® des atteintes de lôenvironnement. 

 

2.1. Bioindicateur et espèce sentinelle 

Un bioindicateur est un organisme (ou partie dôun organisme ou une communaut® 

dôindividus) qui renseigne sur la qualit® de lôenvironnement (ou partie de lôenvironnement) 

(Li et al., 2010). Lorsque ces derniers existent dans lô®cosyst¯me, ils sont appelés espèces 

sentinelles (surveillance passive). Ils peuvent y être introduits de façon standardisée 

(surveillance active) par encagement (caging). Dôapr¯s Lagadic et al. (1998) et Lagadic et 

Caquet (1996), un bioindicateur peut aussi être un organisme qui par sa disparition ou par sa 

pr®sence et/ou son abondance, renseigne sur lô®tat de sant® dôun milieu (dans ce cas appel®s 
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aussi : indicateurs biologiques). Nous pouvons ainsi distinguer des espèces « pollusensibles » 

(bioindicateurs négatifs) et des espèces « pollurésistantes » ou « pollutolérantes » 

(bioindicateurs positifs). Des outils tels que les indices biocénotiques reposent sur ce principe 

et permettent dô®valuer la structure et la sant® dôun ®cosyst¯me ¨ un instant donn®. Cependant, 

le recensement des différentes espèces peuplant un écosystème donné présente une tâche 

lourde avec plusieurs limites: il apporte peu ou pas dôinformations sur la cause r®elle de la 

disparition des esp¯ces (pr®dation, facteurs abiotiquesé), sur les contaminants 

éventuellement responsables de la mortalité des individus, sur les mécanismes de toxicité 

ayant conduit à leur mort.  

Dôapr¯s Zhou et. al. (2008), un organisme bioindicateur doit présenter idéalement les 

caractéristiques suivantes:  

¶ °tre capable dôaccumuler les polluants ¨ des niveaux ®lev®s sans que ceux-ci ne 

conduisent à sa mortalité.  

¶ avoir une mobilité réduite afin de refléter une contamination localisée du 

milieu. 

¶ être abondant et présenter une grande distribution pour un échantillonnage 

répétitif. 

¶ avoir une durée de vie assez longue pour la comparaison des effets et des 

niveaux de contamination entre les différents stades de développement. 

¶ fournir suffisamment de tissus biologiques pour dô®ventuelles recherches 

dôimpacts sur des diff®rents niveaux biologiques. 

¶ être faciles à pêcher et à maintenir au laboratoire. 

¶ vivre dans lôeau. 

¶ occuper une position importante dans la chaîne trophique. 

¶ Présenter des relations effet-dose. 

P. clarkii remplit un certain nombre de critères énumérés par Zhou et all. (2008): elle est 

présente en abondance dans des milieux aquatiques variés et peut être pêchées aisément. Les 

adultes peuvent fournir des quantités de tissus suffisantes pour effectuer diverses analyses 

biologiques ou toxicologiques. A ceci sôajoute le fait que les ®crevisses sont des organismes 

benthiques en contact étroit avec les sédiments dans lesquels les polluants peuvent être 

stock®s et concentr®s. Ce sont ®galement des animaux qui supportent dô°tre encagés sur de 

longues périodes dans le cadre de programmes de surveillance (Alcorlo et al., 2006). Enfin, 

du fait quôelle occupe une place centrale dans la cha´ne trophique, cette esp¯ce est un vecteur 
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potentiel de contamination des niveaux trophiques supérieurs. P. clarkii peut être donc 

consid®r®e comme une esp¯ce bioindicatrice pertinente. Dôailleurs, cette esp¯ce a d®j¨ 

contribuée à des études de suivi de contaminations des écosystèmes aquatiques par différents 

métaux et polluants organiques (ex : PCB, HCB DTT, Cd, Cu, Zn, Hgé) (Anderson et al., 

1997; Sánchez López et al., 2004; Alcorlo et al., 2006; Faria et al., 2010; Suárez-Serrano et 

al., 2010).  

 

2.2. Biomarqueurs  

Les polluants peuvent impacter diff®rents niveaux de lôorganisation biologique 

(Figure 10). Les progrès de la biologie cellulaire ont permis une identification des 

mécanismes moléculaires de leur action toxique. Ces événements peuvent aussi engendrer à 

leur tour des altérations pathologiques à des niveaux biologiques plus élevés. Ces 

connaissances fondamentales ont ouvert la possibilité de forger de nouveaux outils 

dô®valuation et de surveillance fondés sur les r®ponses biologiques induites par lôexposition 

dôorganismes ¨ des x®nobiotiques (Figure 11). Ceci a donné naissance au concept de 

biomarqueurs, en référence à des mesures de modifications des réponses biologiques suite à 

une contamination. La Figure 11 présente la place des biomarqueurs dôexposition et dôeffet(s) 

dans les diff®rents champs dôinvestigations de lô®cotoxicologie. Plusieurs définitions 

concernant les biomarqueurs ont été énoncées au cours de ces dernières années (Schlenk, 

1999). Nous retiendrons la suivante: «un biomarqueur est un changement observable et/ou 

mesurable au niveau moléculaire, biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental 

r®v®lant lôexposition pr®sente ou pass®e dôun individu ¨ au moins une substance chimique ¨ 

caractère polluant» (Amiard et al., 1998). Les biomarqueurs sont mesur®s au sein dôesp¯ces 

capables dôaccumuler les contaminants (ex : bioindicateurs) et vont permettre de réaliser des 

®tudes dô®cotoxicit® des substances chimiques (chemical testing) (au laboratoire) et de 

biomonitoring (in situ).De plus, cette figure illustre la diversité des biomarqueurs pouvant être 

identifiés et utilisés en écotoxicologie. 
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Figure 10 : repr®sentation des diff®rents niveaux de lôorganisation biologique pouvant 

être affectés par les polluants et de la rapidité de réponse. Ce schéma illustre aussi 

lôint®r°t ®cologique et m®canistique des diff®rents niveaux dans la recherche. Modifi® 

dôapr¯s Snape et al. (2004). 

 

 

Figure 11 : Représentation des m®thodologies permettant dô®valuer les 

risques ®cotoxicologiques modifi®e dôapr¯s Lagadic & Amiard (1997). 
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Lôapproche ç biomarqueurè peut °tre illustr®e par une relation entre lô®tat de sant® 

dôun organisme et sa r®ponse ¨ des concentrations croissantes de contaminants dans son 

environnement. Un organisme est en « bonne santé è, dans un ®tat dôhom®ostasie en absence 

de contamination. En pr®sence dôune contamination croissante, cet organisme va pr®senter des 

altérations fonctionnelles visibles pouvant entrainer sa mort à plus ou moins long terme. 

Durant cette phase, lôindividu peut compenser le stress subi jusquô¨ un certain seuil, une fois 

ce dernier d®pass® il sera incapable dôeffectuer une compensation. Si le contaminant est retir® 

de lôenvironnement, il peut retrouver son ®tat normal (lôalt®ration est r®versible). Lorsque la 

quantit® de polluant est trop importante, lôorganisme atteint un stade o½ les alt®rations 

deviennent irréversibles entrainant inéluctablement sa mort (Figure 12).De plus, cette figure 

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

 

 

Figure 12 : Progression de lô®tat de sant® dôun individu ¨ lôexposition dôune 

augmentation de la concentration dôun polluant (Allen et Moore, 2004). Les 

biomarqueurs 1 ¨ 3 peuvent correspondre aux biomarqueurs dôexposition et 4 et 5 aux 

biomarqueurs dôeffets. 
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Les biomarqueurs ont été classifiés en trois cat®gories: Les biomarqueurs dôexposition, 

dôeffet et de susceptibilit® (Timbrell et al., 1994; Lagadic et al., 1997; Van der Oost et al., 

2003). 

Les biomarqueurs dôexposition sont des indicateurs de la contamination des systèmes 

biologiques par un (des) xénobiotique(s). Ils sont en général impliqués dans les mécanismes 

de défense cellulaire (ex : enzymes antioxydantes) et de détoxication des xénobiotiques. Leurs 

variations nôentrainent pas obligatoirement dôeffets d®l®t¯res. Ils t®moignent de la pr®sence 

dôun contaminant dans le milieu et par cons®quent de sa disponibilit® pour lôorganisme. Leur 

suivi peut aussi consister en la d®tection au sein dôun individu de m®tabolites issus de la 

métabolisation du xénobiotique ou de produits issus de son interaction avec certaines 

biomolécules ou cellules cibles.  

 

Les biomarqueurs dôeffet correspondent à des altérations biologiques qui en fonction de 

lôintensit® des r®ponses peuvent °tre associ®es de mani¯re av®r®e statistiquement ou possible 

du point de vue mécanistique à une pathologie ou un état physiologique altéré.  

 

Les biomarqueurs de susceptibilité/sensibilité indiquent quant à eux la capacité inhérente 

ou acquise dôun organisme ¨ r®pondre au stress induit par lôexposition ¨ un x®nobiotique. 

Cette sensibilité individuelle peut résulter de polymorphismes des gènes impliqués dans le 

métabolisme des xénobiotiques ou dans la réparation des lésions de l'ADN. Néanmoins, 

malgr® lôint®r°t croissant suscit® par le ph®nom¯ne de variation dôorigine g®n®tique de la 

réponse à la contamination par les polluants, les études incluant le suivi de biomarqueurs de 

susceptibilité sont rares. Les facteurs impliqués sont en effet très complexes tant au niveau de 

la multiplicité des nuisances rencontrées en milieu environnemental que de la multiplicité des 

voies métaboliques et des mécanismes de réponse. 

 

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

peuvent être interprétées comme étant des effets biologiques ou biochimiques induits suite à 

lôexposition ¨ lôagent toxique; ceci donnant th®oriquement ¨ ces r®ponses la capacit® de 

mettre en ®vidence ¨ la fois lôexposition et les effets toxiques. Dans le but dô®viter des 

confusions, lôensemble des marqueurs biologiques (quôils soient biochimiques ou 

histologiques) mesurés au sein des organismes durant cette thèse sera regroupé sous le terme 

de ñbiomarqueursò. 
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Différents biomarqueurs ont été proposés dans la littérature pour analyser les impacts 

des agents toxiques (polluants métalliques et organiques) sur les écrevisses et pour les utiliser 

en biomonitoring. Citons entre autre le suivi des niveaux de composés protéiques (ex: 

métallothionéine et vitellogénine) (Martín-Díaz et al., 2006) et non protéiques (ex : GSH, 

glutathion total (tGSH), glutathion oxydé (GSSG)) (Kovac̓͂eviĺ et al., 2008); des atteintes 

(induction/répression) enzymatiques (ex : estérases, topoisomérase, cytochrome P450é) 

(Escartín et Porte, 1996; Fernandes et al., 2002; Paolucci et al., 2004; Vioque-Fernández et 

al., 2007a; Vioque-Fernández et al., 2007b); des modifications de lôosmor®gulation (variation 

dans les concentrations de sodium, calcium et chlorure de lôh®molymphe) (Demers et al., 

2006) ; des symptômes histopathologiques (Martín-Díaz et al., 2006) ; des modifications des 

systèmes oxydants et pro-oxydants (Stolyar et al., 2006; Elia et al., 2007; Tan et al., 2007; 

Dörr et al., 2008; Faria et al., 2010), des variations dans les réponses immunitaires (ex : 

lysozyme) et des niveaux des produits de peroxydations lipidiques (ex : le malondialdéhyde 

(MDA)) (Tan et al., 2007).  

En ce qui concerne plus spécifiquement les biomarqueurs de contamination au Cd 

chez les crustacés, nous retrouvons dans la littérature que la protéomique est utilisée 

régulièrement comme technique pour évaluer le stress engendré par ce xénobiotique. Le suivi 

des niveaux dôinduction des m®tallothion®ines (MT) est la m®thode la plus utilis®e dans la 

littérature pour mettre en évidence ce stress (Pedersen et al., 1998; Guan et Wang, 2004; 

Martin-Diaz et al., 2005; Wu et Chen, 2005; Amiard et al., 2006; Martín-Díaz et al., 2006; 

Nunez-Nogueira et al., 2006; Liberge et Barthélémy, 2007; Erk et al., 2008; Ma et al., 2008; 

Wang et Wang, 2009; Wen-Hong et al., 2009; Geffard et al., 2010; Khan et al., 2010) suivi 

par lô®tude des variations des niveaux de la vitéllogénine (Martin-Diaz et al., 2004; Martin-

Diaz et al., 2005; Martín-Díaz et al., 2006). Nous pouvons trouver aussi des études qui ont 

utilisé les réponses histopathologiques (Martín-Díaz et al., 2006; Lei et al., 2011), des 

marqueurs de stress oxydants (Silvestre et al., 2006; Liberge et Barthélémy, 2007; Wang et 

Wang, 2009; Wen-Hong et al., 2009; Lei et al., 2011) et de peroxydation lipidique (Wang et 

Wang, 2009) pour mettre en évidence le stress causé par le Cd.  

Par contre, jusquô¨ ce jour les ®tudes qui portent sur lôutilisation de biomarqueurs 

subcellulaires dôU sont rares chez les organismes aquatiques, voire inexistantes chez les 

crustacés. En effet, les études écotoxicologiques des effets de ce radionucléide concernent le 

zooplancton. Ces ®tudes sont bas®es sur lôobservation des individus via des tests de mortalité 

ou dôimmobilisation (Barata et al., 1999; Semaan et al., 2001; Kuhne et al., 2002; Antunes et 

al., 2007a; Antunes et al., 2007b; Zeman et al., 2008; Khangarot et Das, 2009). Dôautres ont 
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évalué les impacts sur la reproduction (Semaan et al., 2001; Zeman et al., 2008; Massarin et 

al., 2010), sur lôassimilation de la nourriture et la croissance (Kuhne et al., 2002; Zeman et al., 

2008; Massarin et al., 2010; Massarin et al., 2011) et sur dôautres processus physiologiques 

(ex : consommation de lôoxyg¯ne) (Zeman et al., 2008; Massarin et al., 2010). Une ®tude sôest 

aussi fondée sur lôutilisation des indices biologiques fonctionnels pour ®valuer lô®tat des 

écosystèmes près de sites miniers. Les auteurs ont eu recours au recensement des espèces de 

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

lôabondance du zooplancton ¨ diff®rentes p®riodes (Melville, 1995). Massarin et al., (2011) 

ont aussi utilis® lôhistopathologie comme biomarqueur pour r®v®ler les atteintes de 

lô®pith®lium intestinal des daphnies apr¯s exposition ¨ lôU.  

Cooley et al (2000) ont utilisé les MT, le MDA (produit de la peroxydation lipidique) 

et lôhistopathologie comme marqueurs pour d®tecter lôimpact de lôU sur les poissons 

Coregonus clupeaformis. Labrot et al., (1996; 1999) ont ®valu® lôinduction du 

malondialdéhyde chez Danio rerio, le mollusque Corbicula sp. et le vers Eisenia fetida pour 

mettre en évidence une éventuelle peroxydation lipidique générée par lôU. Dans plusieurs 

®tudes dôimpacts de lôU sur poissons, mollusques et vers de terre, les changements de 

lôactivit® de certaines enzymes (ex : catalase, glutathion peroxydase, superoxyde dismutase) et 

de niveau de molécules hydrosolubles (glutathion total) antioxydantes impliquées dans 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., 2011). Le niveau 

de lôac®tylcholinesterase a ®t® aussi d®termin® pour ®valuer la neurotoxicit® de lôU chez 

Danio rerio (Labrot et al.1996 ; Barillet et al. 2007, 2011) le mollusque Corbicula sp. et le 

vers Eisenia fetida (Labrot et al. 1996). Simon et al. (2011a) et Barillet et al. (2011) ont étudié 

la g®notoxicit® (test com¯te) induite par lôU chez le bivalve Corbicula fluminea et le poisson 

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

structurales des cellules (histologie) de cette m°me esp¯ce de poisson afin dô®valuer la 

toxicit® de lôU. De m°me, Lerebours et al. (2009; 2010a; 2010b) ont utilis® lôhistopathologie 

et les r®ponses transcriptomiques comme biomarqueurs de contamination ¨ lôU chez cette 

espèce. 
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3. Généralités sur le Cadmium 

3.1. Description 

Quarante huitième élément de la table périodique, le Cd un métal trace non essentiel. À 

lô®tat pur il est mall®able, inodore et de couleur m®tal blanc-argent, légèrement bleuté. Son 

poids atomique est de 112.41 g/mol (Lide, 1998-1999) et il possède 8 isotopes naturels stables 

et 14 isotopes radioactifs. Lôisotope radioactif 
109

Cd est utilisé comme traceur isotopique 

(Martin-Garin et al., 2004). La masse volumique du Cd à 20°C est égale à 8.65 g/cm
3
 et sa 

température de fusion est égale à 321.07°C (Lide, 1998-1999). Ce métal possède une 

temp®rature de vaporisation basse de 767ÁC qui permet lôinhalation de vapeur de cadmium 

(ex: cigarette) (Lide, 1998-1999; Pinot et al., 2000). En solution, il se trouve principalement 

sous la forme de cation, ¨ l'®tat dôoxydation +II (Tricot, 1999).  

 

3.2. Origine et distribution  

Le Cd est présent dans lôenvironnement (roches, s®diments, sol, poussi¯re, air, eau, 

plantes et animaux, tableau). Il est naturellement présent dans la croute terrestre (0,11 µg/g) et 

les roches où il est généralement associé au zinc (WHO, 1992; Pinot et al., 2000). Il est 

présent dans des roches phosphatiques et les sols à des concentrations allant de 0,1 à 100 mg/g 

(Pinot et al., 2000) et de 0 ,1 à 1 mg/g respectivement (Korte, 1983). La pluie et lô®rosion 

naturelle font en sorte que le Cd rejoint les milieux aquatiques et int¯gre le cycle de lôeau 

(Tableau 2) (WHO, 1992). L'activit® volcanique est une source naturelle majeure dô®mission 

de cadmium atmosphérique. Les volcans marins sont aussi ¨ lôorigine de la pr®sence de ce 

m®tal en mer, mais la quantification de la part de Cd apport®e par ces processus nôa pas 

encore été réalisée (WHO, 1992). Toutefois, le bruit de fond naturel du Cd (Tableau 2) ne 

semble pas avoir de conséquences graves sur la survie et la santé des organismes vivants ni 

sur lôenvironnement (Pinot et al., 2000).  
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Tableau 2 : Bruit de fond du cadmium dans lôenvironnement (dôapr¯s Pinot et al., 2000). 

Milieux Concentration du Cd 

Croute terrestre 0.11µg/g 

Roches phosphatiques 0.1 - 100 mg/g 

Sols 0.1- 1 mg/g 

Sols de surface 0.07 - 1.1 µg/g 

Poussière ménagère 0.42 - 6.6 µg/g 

Air de régions inhabitées < 1 ng/ m3 

Eau non pollué (en général) < 1 µg/L 

Eau de mer 0.02 - 0.1 µg/L 

Eaux côtières et eaux douces < 0.1 µg/L 

 

Les activit®s anthropiques contribuent ¨ lôaugmentation des concentrations des m®taux 

dans lôenvironnement. Durant la seconde moiti® du si¯cle pr®c®dent, la production et la 

consommation du cadmium ont augmenté considérablement dans la plupart des pays 

industrialisés (Pinot et al., 2000). Les quantités mondiales de Cd retrouvées dans 

lôenvironnement ont ®t® estim®es entre 25 000 à 30 000 tonnes par an, dont 4000 à 13000 

tonnes sont générées par les activités humaines telles que les exploitations minières 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 monde est supérieur à 1110 tonnes. Toutefois, Mahler et al. (2006) 

rapportent que cette contamination dôorigine anthropique tend ¨ diminuer dans certains pays 

certainement gr©ce aux r®glementations li®es ¨ lôutilisation et au rejet du Cd mises en place au 

cours de ces dernières décennies (WHO, 1992; Denmark, 2002). 

 

Le Cd est principalement obtenu (comme sous-produit) à partir des extractions minières 

de zincafin dô°tre utilis® dans le secteur industriel et la manufacture de divers produits. Il est 

utilisé essentiellement dans les applications suivantes (Thornton, 1992): 

¶ Les batteries (nickel- cadmium)  

¶ Pigments de peinture (plastique, verre et lô®mail)  

¶ Stabilisant dans le traitement des polymères de PVC 

¶ Dans lôindustrie de plastique 

¶ Dans la pr®paration dôalliages spéciaux. 



 

41 

 

Ces usages conduisent ¨ r®pandre le Cd dans lôenvironnement ¨ cause des ®missions 

atmosphériques, des effluents liquides, des eaux usées, des déchets solides, de boues et de 

vases. Le Tableau 3 résume les sources les plus importantes et les quantit®s dô®mission de Cd 

en Europe report®es par Pinot et al. (2000). En France, quelques cours dôeau souffrent de 

contaminations importantes au Cd à cause des activités anthropogéniques comme par exemple 

le Riou Mort, petit affluent du Lotoù les concentrations annuelles moyennes peuvent atteindre 

22µg Cd/L (Morin et al., 2007). Les concentrations en Cd des eaux côtières de Patras en 

Grèce peuvent atteindre la concentration de 9 µg/L (Koliadima et Karaiskakis, 1990). Les 

concentrations de Cd retrouv®es dans le delta de lôEbre en Espagne sont de lôordre de 4.24 ¨ 

5.22 Õg Cd/L (Schuhmacher et al., 1995). Dans lôestuaire Reghaia en Alg®rie les 

concentrations de Cd peuvent atteindre 200 à 1000 µg/L (Belabed et al., 1994). 

 

Tableau 3 : Emissions de Cd en Europe (dôapr¯s Pinot et al., 2000). 

Émissions du cadmium en Europe 

Cadmium 

(tonnes/an) 

Dépôts de déchets solides 4425 

Rejets issues des incinérations 29 

Emissions des industries d'acides phosphoriques 157 

Déchets solides issues de la production du fer et de l'acier 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 espèces dissoutes en solution concerne la distribution d'un 

élément selon différentes catégories d'espèces chimiques dans un système (Campbell et 

Couillard, 2004). Pour un métal cationique, on peut considérer les formes suivantes (Figure 

13):  

- Lóion m®tallique libre (ex : Cd
2+

). 

- Des complexes impliquant des anions inorganiques (phase dissoute < 10 nm) présents dans 

les milieux naturels (HO
-
, F

-
, Cl

-
, HCO3

-
, CO3

2-
, SO4

2-
, S2O3

2-
é). 

- Des complexes impliquant des ligands organiques simples (acides aminés, hydroxamiques, 

polycarboxyliquesé) ou complexes (acides humiques, fulviques, prot®inesé) (phase 

dissoute < 0.45 µm). 
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Le m®tal peut aussi sôassocier ¨ des phases particulaires (>0.45 Õm) organiques (ex : débris de 

végétaux, bactéries, zooplancton, phytoplanctons, cop®poditesé) et inorganiques (ex : 

Argiles, oxydes et hydroxydes de fer et de mangan¯se). Lôabondance relative de chaque 

espèce chimique va être dépendante de plusieurs facteurs, et notamment de la composition 

ionique de lôeau, qui va moduler les caract®ristiques physico-chimiques telles que la salinité 

(Figure 13) ou le pH (Figure 14), ainsi que la composition et la richesse en matière 

organique. Le Cd
2+

 est lôesp¯ce la plus pr®sente ¨ faible pH et ¨ faible pCl (Figure 13), 

exception faite des formes adsorbées. 

Les formes ioniques dissoutes ou ion libres, Cd
2+

, sont les plus biodisponibles pour les 

organismes aquatiques (Campbell, 1995), du fait de leur capacité à traverser les membranes 

biologiques des branchies (contamination par voie directe) (Di Toro et al., 2001). Selon le 

mod¯le de lôion libre (FIAM : free ion activity model-(Morel, 1983)), tout ligand capable de 

complexer lôesp¯ce M
n+

 (avec M un m®tal et n le nombre dô®lectrons) peut diminuer ses 

capacités de bioaccumulation. En effet, la complexation de Cd
2+

 avec les phases organiques 

ou inorganiques pr®sentes dans lôeau va rendre ce m®tal moins biodisponible aux organismes 

aquatiques par voie directe (Van Ginneken et al., 1999; Niyogi et Wood, 2004; Clifford et 

McGeer, 2010), hormis pour les espèces susceptibles dôing®rer ces particules (organismes 

fouisseurs, déposivores et mollusques filtreurs), qui peuvent ainsi se contaminer par voie 

trophique (voie indirecte). De plus, une diminution de lôaccumulation de lôion libre peut 

survenir ¨ cause dôune compétition entre les ligands présents dans le milieu et les sites de 

fixation au niveau de la membrane biologique (Di Toro et al., 2001; Niyogi et Wood, 2004).  

Afin de sôassurer que les esp¯ces chimiques de Cd sont toujours les m°mes entre les 

différentes conditions dôexposition, nous avons choisi dôeffectuer toutes nos exp®riences dans 

une eau artificielle à pH 6-7. La composition chimique de cette eau est donnée dans le 

(Tableau 4) (eau Al Kaddissi/écrevisses) et la spéciation chimique du Cd dans ces conditions 

expérimentales est donnée dans la figure 14. Les espèces chimiques prépondérantes du Cd 

dans cette eau à pH 6-7 correspondent aux cations Cd
2+

 et CdCl
+
. 
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Figure 13 : Illustration des diff®rentes voies de contamination dôune écrevisse et de 

complexation du Cd avec des phases organiques et inorganiques (dissoutes et 

particulaires) (source: S.AL.K/IRSN/CNRS). 
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Tableau 4 : Bilan des concentrations des ions majeurs (µmol/L) présents dans les 

différents types dôeau ®tudi®s au sein du laboratoire 

Ions 

majeurs 

(µmol/L)et 

pH 

Eau-

Esparron 

(écrevisses) 

Eau 

robinet-

LRE 

(écrevisses) 

Eau 

Zeman 

(daphnies/ 

écrevisses) 

Eau 

Bourrachot 

(poissons) 

Eau 

Lerebours 

(poissons) 

Eau 

robinet-EA 

(écrevisses) 

Eau  

Al -

Kaddissi 

(écrevisses) 

Ca
2+

 1300 1985.8 2000 289 218 2440 1640 

Mg
2+

 218.9 434.1 500 195 60 610 500 

Na
+
 783 700.3 870 324 221 490 870 

K
+
 88 36.6 81 152 25 86 80 

Cl
-
 1074.7 702.3 4100 919 378 820 4100 

SO4
2-
 724.5 997.3 510 100 130 650 509 

NO3
-
 124.7 54.8 3.2 310 148 58 76.5 

HCO3
-
 n.d n.d 770 X X n.d 15*  

CO3
2-
 n.d n.d X 7 7.5 n.d X 

PO4
3-
 <0.1 4.2 2.1 X X n.d X 

NO2
-
 26.1 X X X X 2 X 

pH 8.6 8.37  8 6.5 6.5 8.4 6.7 
(X) absent. (n.d) non déterminé. Note : Les 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 naturelles (Eau-Esparron, Eau robinet-LRE, Eau robinet-

EA). (*) lôeau adapt®e ¨ P. clarkii après équilibre avec la PCO2atmo= 0.000316présente une 

concentration de HCO3
-
 égale à 281 µmole/L. (Écrevisses) Eau adaptée aux besoins des écrevisses. 

(Daphnies) Eau adaptée aux besoins des daphnies. (Poissons) eau adaptée aux besoins des poissons.  
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Figure 14 : Spéciation chimique de 10µg/L de cadmium dans une eau douce synthétique 

adaptée aux besoins des écrevisses (simulation avec le programme de spéciation 

géochimique J-CHESS). 
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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, au travers des barrières épithéliales (ex : 

branchies, paroi du tractus digestif, revêtement tégumentaire). La première phase 

dôaccumulation des m®taux est donc liée aux phénomènes de traversée des membranes 

biologiques (bicouche phospholipidique incluant des prot®ines). Dans le cas dôune 

contamination par voie directe, le Cd de la phase dissoute est absorbé par les surfaces 

directement en contact avec le milieu extérieur (ex : branchies). Mentionnons que la présence 

de mucus à la surface des échangeurs respiratoires peut représenter une barrière très efficace 

limitant lôaccessibilit® des m®taux ¨ la membrane biologique (Lacroix et al., 1993). Les 

métaux adsorbés sur la phase particulaire seront plutôt ingérés puis internalisés après 

solubilisation dans le tube digestif (Figure 13). Chez les crustac®s, lôentr®e du Cd par voie 

directe ne peut se faire que par les parties perm®ables de lôexosquelette donc notamment par 

les branchies (Rainbow, 1997). Le m®canisme dôentr®e du Cd utilise les m°mes voies que 

celle du calcium (Verbost et al., 1989; Bjerregaard et Depledge, 1994; Silvestre et al., 2004; 

Bondgaard et Bjerregaard, 2005). La substitution des ions Ca
2+

 par Cd
2+

 au niveau des canaux 

calciques est expliquée par le rayon atomique du Cd très proche de celui du Ca (0.96 et 0.99 

Å respectivement) (Silvestre et al., 2004). Le Cd peut être 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 (Grouselle et al., 1996). Rainbow 

(1995) évoque une autre possibilité de transport des ions métalliques libres chez les crustacés 

où le métal pourrait se lier à une protéine de transport et être transféré à la cellule par 

diffusion facilitée. Le passage du Cd dans le milieu interne des organismes dépend également 

de leur état physiologique: en effet la bioaccumulation du métal va augmenter chez les 

crustacés après la mue car le pompage du calcium augmente (Bondgaard et Bjerregaard, 

2005). Ce phénomène est accru chez les crustac®s dôeau douce qui doivent en plus lutter 

contre la fuite des ions en milieu hypotonique (Mantel et Farmer, 1983). Lôh®molymphe des 

crustacés est capable de transporter le Cd vers différents organes (Martin et Rainbow, 1998; 

Silvestre et al., 2004). A titre dôexemple, une contamination du crabe Carcinus maenas à 3 

µg/L de Cd par voie directe et pour une période de 21 jours a conduit à une bioaccumulation 

massive du m®tal au niveau des branchies puis de lôh®patopancr®as(Martin-Diaz et al., 2005). 

Une même tendance a été observée chez Procambarus clarkii exposé 21 jours à 10 ou 30 

µg/L de Cd par voie directe (Martín-Díaz et al., 2006). 
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3.5. Effets biologiques du Cd 

3.5.1. Au niveau de lôorganisme et des tissus 

Reddy et Fingerman (1995) ont étudié un impact physiologique du Cd conduisant à un 

changement de couleur chez le crabe Uca pugilator apr¯s 48h dôexposition ¨ 10 mg/L de Cd 

(forte dose) par voie directe. Ces auteurs ont démontré que la diminution de la dispersion des 

pigments noirs dans les mélanophores (cellules contenant les pigments noirs) était 

significative suite ¨ cette contamination. Apparemment, ce m®tal nôaffecte pas directement les 

mélanophores, mais agit sur le processus neuroendocrinien qui contrôle le phénomène de 

dispersion.  

Rodríguez Moreno et al. (2003) ont montré que 0.5 mg/L de Cd administré par voie 

directe peut entraîner une inhibition de la mue chez les crabes adultes Chasmagnathus 

granulata. Les auteurs reportent que le Cd empêche la production des quantités nécessaires 

dôecdysones (hormone de mue) pour déclencher la mue.  

Le Cd peut altérer le comportement des organismes. Une étude a montré que ce 

métaldiminue le taux de prise de nourriture de Gammarus pulex (après 168h, diminution de 

30% à 7.5 µg/L et de 36% à 15 µg/L). Il diminue aussi sa locomotion (après 120h, diminution 

de 20% à 7.5 µg/Let de 31% à 15 µg/L ; après 168h, diminution de 38% et de 39 % à 7.5 et 

15 Õg/L respectivement) et sa ventilation (apr¯s 120h lôeffet sur lôhypoventilation est 

significatif à 15 µg/L ; après 168h la même 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 lôouverture valvaire du bivalve dôeau douce Corbicula fluminea (Tran et al., 2003), 

de perturber lôorientation et la capacité de nage de Neomysis integer (Roast et al., 2000) et de 

diminuer la vitesse de locomotion des crevettes Hippolyte inermis (Untersteiner et al., 2005). 

Il faut mentionner que le comportement des animaux est de plus en plus utilisé comme une 

mesure dôexposition sub-létale aux contaminants toxiques (Felten et al., 2008). 

Le Cd peut affecter la reproduction des crevettes Palaemonetes pugio. Une exposition à 

2.51 µg/L de Cd a entraîné une diminution de 50% des femelles gravides, une diminution 

significative du nombre de larves par portée (diminution de 27% à 1.51 µg/L ; et de 36% à 

2.51 Õg/L). La fertilit® a diminu® dôenviron 50% ¨ 1.51 Õg/L et de 75% à 2.51 µg/L (Manyin 

et Rowe, 2008). Chez lô®crevisse Procambarus clarkii, lôinjection de 0.5 µg Cd/ g de poids 

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 

dô®crevisses Procambarus Clarkii exposées par voie directe à 0.5 mg/L de Cd pendant 4 mois 

montrent une diminution significative du nombre dôîufs par port®e (48 Ñ 22.97) par rapport 
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au contr¹le (203 Ñ 145.57) et du succ¯s dô®closion (95% des contr¹les ont ®clos versus 17% 

des contamin®s). Ainsi, le Cd a affect® dôune façon considérable la production des îufs et 

leur éclosion (Naqvi et Howell, 1993). 

Le Cd peut causer des changements structuraux. Citons ¨ titre dôexemple les changements 

observés au niveau des épipodites et des branchies chez les crevettes Penaeus japonicus 

(Soegianto et al., 1999). Lôexposition directe ¨ 2000 et 4000 Õg/L Cd durant 4 jours a entra´n® 

des changements structuraux profonds au niveau des branchies. Les cellules épithéliales 

branchiales étaient nécrosées, désorganisées et vacuolisées. Les expositions à 200 µg/L durant 

15 jours et à 2000 et 4000 µg/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 mitochondries... Les auteurs suggèrent que ces altérations 

peuvent conduire ¨ une perturbation de la respiration et de lôosmor®gulation chez les 

organismes contaminés. Une exposition de P.clarkii pendant 21 jours à 10 et 30 µg Cd/L a 

conduit à des changements histologiques au niveau des branchies et de lôh®patopancr®as, dont 

les symptômes majeurs observés étaient une vacuolisation des tissus et une désintégration de 

lô®pith®lium (Mart²n-D²az et al., 2006). Les h®patopancr®as dô®crevisses Astacus astacus 

présentaient des atteintes structurales similaires avec une nette dilatation des tubules après 10 

semaines dôexposition ¨ 2 Õg/L (Meyer et al., 2006). 

 

3.5.2. Effets Sub-cellulaires 

Au sein de la cellule le Cd peut impacter lôADN, lôexpression des g¯nes, certaines 

activités enzymatiques, les mitochondries et/ou induire des esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne 

(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., 2006). A ce titre, le Cd est parfois utilisé comme 

xénobiotique modèle afin dôexprimer un stress cellulaire et induire une réponse spécifique aux 

métaux traces comme les MT(protéines de faibles poids moléculaires capables de séquestrer 

le Cd), ou bien afin de générer un stress thermique ou oxydatif, comme lôHSP (heat shock 

proteins) ou lôHO (h¯me oxyg®nase) (Pinot et al., 2000). Le Cd est surtout connu pour sa 

capacit® ¨ modifier lô®tat redox de la cellule. Toutefois certains effets peuvent être liés à sa 

structure similaire au calcium (Pinot et al., 2000). En effet, le Cd pénètre dans la cellule par 

les m°mes voies dôentr®e que le calcium, affectant ainsi sa mobilisation et son homéostasie 

dans la cellule (Staessen et al., 1996). 
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3.5.2.1. Stress oxydant 

 Les esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne (ERO), ou ç Reactive Oxygen Species » (ROS) en 

anglais, incluent les radicaux libres d®riv®s de lôoxyg¯ne (Tableau 5), lôoxyg¯ne singulet (
·
O-

O
·
) qui est un d®riv® tr¯s r®actif de lôoxyg¯ne et le peroxyde dôhydrog¯ne (H2O2). Un radical 

libre est une espèce chimique (atome ou molécule) instable contenant un ou plusieurs 

électrons célibataires (non appariés, noté par un point) (Tessier et Marconnet, 1995). Ce 

d®s®quilibre nôest que transitoire et est combl® par lôacceptation dôun autre ®lectron ou par le 

transfert de cet électron libre sur une autre molécule (Afonso et al., 2007). Les radicaux libres 

vont oxyder les protéines, l'ADN et les membranes cellulaires (attaque des lipides constitutifs 

par peroxydation lipidique) et perturber ainsi le fonctionnement normal des cellules (Wang et 

al., 2004).  

 

Tableau 5: Bilan des diff®rents radicaux libres centr®s sur lôoxyg¯ne (Gardès-Albert  et 

al., 2003 ; Valko et al. 2006). 

Radicaux libres centr®s sur lôoxyg¯ne 

O2
·-
 Radical superoxyde 

HO2
·
 Radical perhydroxyle 

·
OH Radical hydroxyle 

RO2
·
 Radical peroxyle (ex: (HOO·) le radical hydroperoxyle) 

RO
·
 Radical alkoxyle (où R est une chaîne carbonée) 

 

En plus des radicaux oxygénés libres (Tableau 5), les radicaux libres rassemblent aussi ceux 

d®riv®s dôacides gras insatur®s (ex : (LOO·) radical lipidique peroxylé), le peroxynitrite 

(ONOO
-
) et le monoxyde dôazote (NO·). Lôorigine de la production des ERO peut être 

endogène (ex : mitochondrie, peroxysome, cytP450, NADPH-oxydase, Xanthine oxydase, 

réactions immunitaires) ou bien exogène (ex : rayons ɔ, X, UV, ®lectrons, m®taux, 

xénobiotiques, pathogènes) (Stohs et Bagchi, 1995; Afonso et al., 2007) (Figure 15).  

http://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_d%C3%A9soxyribonucl%C3%A9ique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lipide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peroxydation_des_lipides
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Figure 15 : Origine extra- et intracellulaire des radicaux libres d®riv®s de lôoxyg¯ne. 

XO: xanthine oxydase. P-450 : cytochrome P-450. RLO : radicaux libres dérivés de 

lôoxygène (Afonso et al., 2007). 

 

Ainsi, les cellules des °tres a®robies, en ®tat dôoxydor®duction normal, ont une concentration 

basale en radicaux libres de lôoxyg¯ne non nulle. Par ailleurs, au sein de certaines cellules 

immunitaires, des enzymes interviennent dans la production de radicaux libres pour détruire 

les microorganismes, des macromolécules étrangères ou les cellules en décomposition de 

tissus nécrotiques (Wilson et Salamatian, 2003). La source principale de g®n®ration dôERO 

endogènes dans la cellule est la respiration mitochondriale (Tessier et Marconnet, 1995). En 

effet, lors de la respiration cellulaire, la réduction de l'oxygène moléculaire par les 

cytochromes respiratoires peut être réalisée de façon incomplète et s'accompagner ainsi d'une 

formation parall¯le dôesp¯ces extr°mement r®actives de lôoxyg¯ne. Il faut aussi noter quôau 

sein du cytosol, diverses r®actions chimiques peuvent produire ces d®riv®s de lôoxyg¯ne. Pour 

lutter contre un exc¯s de production de ERO, lôorganisme dispose dôun arsenal important 

dôantioxydants (Figure 16) comme les superoxydes dismutases (SOD), les glutathions 

peroxydases (GPx), les catalases (CAT), les métallothionéines (MT) et les glutathions S-

transf®rases (GST)é  
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Figure 16: Systèmes enzymatiques impliqués dans la défense contre le stress oxydant 

adapt®s dôapr¯s Valko et al. (2006). 

Note: Les équations ne sont pas équilibrées. (SOD) superoxyde dismutase. (O2
.-
) ion 

superoxyde. (H2O2) peroxyde dôhydrog¯ne. (GPx) glutathion peroxydase. (GSSG) 

glutathion oxydé.(GSH) glutathion réduit. (Gred) glutathion réductase. (
.
OH) radical 

hydroxyle. (Fe
2+

) ion ferreux. (Fe
3+
) ion ferrique. (LH) acide polyinsatur®. (LÅ) radical 

lipidique. (LOOÅ) radical lipidique peroxyl®. (T-OH) forme réduite de la vitamine E. (T- 

OÅ) un radical de la vitamine E. (LOOH) hydroperoxyde lipidique. (AscHī) ascorbate 

monoanion. (AscÅī) radical ascorbyle. (DHLA) acide dihydrolipoique. (ALA) acide Ŭ-

lipoique. (GST) Glutathion S transférase.(LOH) alcools lipidiques. (CAT) catalase.  

 

La superoxyde dismutase (SOD) 

La superoxyde dismutase est une enzyme ubiquitaire chez les organismes aérobies. Côest une 

métalloprotéine à Cu et à Zn présente dans le cytosol des eucaryotes (Cu/Zn SOD), et à Mn 

dans les mitochondries (Mn SOD). Elle catalyse la dismutation du radical superoxyde selon la 

réaction (Culotta et Earl, 2001 ; Ruas et al., 2008; Aschner et Jiang, 2009): 

2H
+
 +O2

·-
 + O2

·-
 Ÿ O2 + H2O2 

Les cellules se protègent ainsi des effets toxiques du radical superoxyde, très réactif avec les 

molécules biologiques, en le convertissant en un composé moins toxique: le peroxyde 

dôhydrog¯ne. Ce dernier compos® demeurant toutefois toxique pour la cellule, dôautres 
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enzymes vont intervenir dans la neutralisation de cette espèce : la catalase et la glutathion 

peroxydase (Kono et Fridovich, 1982; Michiels et al., 1994; Arthur, 2000). 

 

La catalase (CAT) 

Côest une enzyme h®minique, elle contient donc des atomes de fer au sein de hèmes 

qui constituent les sites actifs de la protéine. Sa fonction principale est la protection contre les 

effets toxiques du peroxyde dôhydrog¯ne en catalysant sa d®composition en eau et oxygène 

(Kono et Fridovich 1982; Michiels et al. 1994):  

2 H2O2 Ÿ O2 + 2 H2O 

 

La glutathion peroxydase (GPx) 

La glutathion peroxydase est une enzyme qui intervient, avec la catalase, dans la 

destruction de lôH2O2 (Blum et Fridovich, 1985; Labrot et al., 1996), et aussi dans la 

neutralisation des hydroperoxydes issus de la peroxydation des acides gras polyinsaturés 

(Valko et al., 2006). 

Elle catalyse la r®duction du peroxyde dôhydrog¯ne par le glutathion (tripeptide constitu® de 

glutamate, cystéine et glycine): 

H2O2 + 2G-SH Ÿ 2 H2O + G-S-S-G, ainsi que celle des hydroperoxydes: 

R-O-O-H + 2G-SH Ÿ ROH + H2O + GSSH 

 

La glutathion S transférase (GST): 

La glutathion-S-transférase est une enzyme qui catalyse la conjugaison entre un 

peptide, le glutathion réduit, et les composés électrophiles. Elle intervient au niveau de la 

phase II 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 rôle dans la destruction des peroxydes et des époxydes provenant de 

lôoxydation non enzymatique des acides gras (Valko et al., 2006). Des ®tudes ont aussi montr® 

que le H2O2 peut aussi induire la GST (Hayes et Pulford, 1995; Solé et al., 2004).  

 

La métallothionéine (MT) : 

Cette protéine de faible poids moléculaire (6 kDa possédant 57-58 acides aminés chez 

les crustacés) très riche en cystéine (18 des acides aminés), (Pedersen et al., 1996; Vaġ§k, 

2005), poss¯de de fortes potentialit®s de fixation des m®taux (peut lier jusquô¨ sept atomes de 

métaux divalents) basées sur les propriétés thioloprives de ces xénobiotiques (forte affinité 
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pour les groupements thiols) (Overnell et al., 1988; Sparla et Overnell, 1990). De plus, sa 

structure lui confère des capacités redox (Hamer, 1986). Ainsi, cette protéine joue un rôle 

important dans lôhom®ostasie des m®taux essentiels, dans la d®toxication des m®taux toxiques 

(Ahearn et al., 2004; Paul-Pont et al., 2010), mais également dans la protection contre les 

radicaux libres et les dommages oxydatifs (Palmiter, 1998) en piégeant les ions superoxydes 

et les radicaux hydroxyles (Thornalley et Vasak, 1985; McAleer et Tuan, 2001b, a). 

Les cellules poss¯dent ®galement dôautres syst¯mes de d®fense contre les esp¯ces 

r®actives de lôoxyg¯ne tels que des molécules antioxydantes hydrosolubles (glutathion, 

vitamine C, acide urique) et liposolubles (Vitamine E, caroténoïdes, bilirubine), intervenant 

tout particulièrement au niveau des membranes cellulaires et des lipoprotéines plasmatiques. 

Ainsi, les antioxydants ont été définis comme des substances capables de concurrencer 

dôautres substrats oxydables ¨ des concentrations relativement basses et donc de retarder ou 

dôemp°cher lôoxydation de ces substrats (Afonso et al., 2007). Lorsque la production des ERO 

est maîtrisée par les systèmes de défense, la balance anti-oxydants/pro-oxydants est dite en 

équilibre. Lorsque ces espèces sont produites en trop grande quantité et/ou que les défenses 

anti-oxydantes sont insuffisantes, une rupture de lô®quilibre oxydatif survient et un stress 

cellulaire se produit appel® ñstress oxydantò (Jensen, 2003) dont les cons®quences pour la 

cellule peuvent prendre la forme de dommages irréversibles (Figure 17). 

 

Figure 17: Schéma de la balance anti-oxydants/pro-oxydants représentant un stress 

oxydant (Barillet, 2007). 
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Le Cd est incapable de générer directement des radicaux libres (Watjen et 

Beyersmann, 2004; Jomova et Valko, 2011). Ce métal ne peut pas catalyser de réactions 

redox dans les systèmes biologiques. Les métaux « redox-active »quant à eux, (ex : fer, 

cuivre) peuvent directement augmenter la production des radicaux hydroxyles (
.
OH) grâce à 

la réaction Fenton(Ercal et al., 2001; Cuypers et al., 2010):  

M
(n)

+ O2
.- 
Ÿ M

(n-1)
 + O2 

2 O2
.- 

+ 2H
+ 
Ÿ H2O2 + O2 

M
(n-1)

 + H2O2 Ÿ M
(n)

+ 
.
OH + OH

- 

(avec M un métal « redox-active è et n le nombre dô®lectrons).  

Le Cd peut cependant générer un stress oxydant indirectement en remplaçant dans 

diverses protéines le fer et le cuivre (ex : ferritine et apoferritine), contribuant à une 

augmentation de leurs concentrations intracellulaires augmentant ainsi la quantité de métaux 

« redox-active» (Casalino et al., 1997; Dorta et al., 2003; Watjen et Beyersmann, 2004).  

Le Cd peut aussi affecter directement le système 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). Toutefois, si la synthèse de ces 

prot®ines nôest pas suffisante pour prendre en charge lôensemble du Cd pr®sent, le m®tal libre 

va alors affecter dôautres systèmes de défenses (Klaassen et Liu, 1997). Vue la forte affinité 

de ce contaminant pour les groupements thiols, le Cd peut se lier au glutathion (GSH) (Zalups 

et Ahmad, 2003),connu pour ses propriétés antioxydantes, perturbant la balance oxydative de 

la cellule (Ercal et al., 2001) (Figure 18). Rappelons que ce métabolite est le substrat de 

plusieurs enzymes antioxydantes (GST et GPx) et quôune diminution du taux de GSH 

cellulaire peut conduire à une perturbation du fonctionnement de ces enzymes.  

Les effets du Cd sur la balance oxydative sont complexes: il peut aussi bien diminuer 

la concentration et/ou lôactivit® des antioxydants (Figure 18) ou conduire à leur augmentation 

dans les cellules en fonction de lôimportance du stress (Ochi et al., 1987; Yang et al., 1997; 

Dagnino et al., 2007; Cuypers et al., 2010). Casalino et al. (2002) supposent que la diminution 

de lôactivit® de la SOD chez des rats expos®s au cadmium peut °tre li®e ¨ une interaction 

SOD/ Cd qui conduirait à des changements dans la topographie de la protéine et modifierait sa 

fonction catalytique. Une diminution de lôactivit® CAT est ®galement possible comme le 

supposent Wroñska-Nofer et al., (1999) chez la souris où une possible interaction entre le 

métal et la sous-unité catalytique de cette enzyme pourrait expliquer 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 ¨ lôorigine dôune baisse de lôactivit® CAT car le fer est 



 

54 

 

un élément essentiel du centre actif de la protéine. Une étude récente chez la crevette 

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

glutathion dans la GST (Salazar-Medina et al., 2010). Une peroxydation lipidique (oxydation 

des lipides insaturés des membranes, cf. chapitre I, 4.5.2.1) peut aussi survenir durant une 

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

dans le système de défense (ex : le niveau de concentrations en GSH et MT) vont conduire les 

ERO (ex: 
.
OH et O2

.-
) à être libres dans la cellule et ainsi déclencher des peroxydations 

lipidiques. Le stress oxydant généré par le Cd peut aussi être lié à des impacts au niveau des 

mitochondries (Pinot et al., 2000; Ercal et al., 2001) (cf. chapitre I, 3.5.2.2) (Figure 18).  

 

 

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

cadmium dôapr¯s Ercal et al., 2001 et Cuypers et al., 2010. 

Cadmium 

Mitochondria 
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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 la production dôATP (principale source dô®nergie pour la cellule) (McBride et al., 2006). 

Elle intervient également dans le d®clenchement de lôapoptose (mort cellulaire programmée). 

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

mitochondries. Elle comprend quatre ®tapes dôoxydation catalys®es par quatre complexes 

enzymatiques membranaires (I, II, III, IV) ; les vecteurs dô®lectrons entre les complexes sont 

deux mol®cules mobiles dans la bicouche phospholipidique: lôubiquinone et le cytochrome c. 

Lors du fonctionnement de la chaîne, un potentiel électrochimique de protons est généré au 

travers de la membrane par les complexes I, III, et IV. Le gradient de protons participe à la 

phosphorylation de lôADP en ATP (Figure 19).Le complexe I ou NADH-déshydrogénase, 

oxyde le NADH en NAD
+
 et réduit le coenzyme Q (coQ) en coenzyme QH2 (coQH2). La 

r®action sôaccompagne dôun pompage de protons de la matrice vers lôespace 

intermembranaire. Le complexe II ou succinate-déshydrogénase, oxyde le succinate en 

fumarate et réduit le coQ en coQH2. Le complexe III ou cytochrome-c-réductase oxyde le 

coQH2 en coQ et réduit le cytc(Fe
3+

) en cytc(Fe
2+
). La r®action sôaccompagne dôun pompage 

de protons de la matrice vers lôespace intermembranaire. Le complexe IV ou cytochrome c 

oxydase, oxyde le cytc(Fe
2+

) en cytc(Fe
3+

) et réduit lôO2 enH2O. La r®action sôaccompagne 

dôun pompage de protons de la matrice vers lôespace intermembranaire. Le complexe V ou 

lôATP-synthase, est une enzyme couplée énergétiquement avec la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Elle est constituée du complexe extramembranaire F1 associé au complexe 

membranaire F0. Ce dernier est un canal ionique ¨ lôint®rieur duquelpassent les protons gr©ce 

¨ lô®nergie fournie par le gradient de potentiel ®lectrochimique des protons ȹɛH+. La 

synth¯se dôATP est alors r®alis®e au niveau du complexe F1 avec un courant de protons de 

lôespace intermembranaire vers la matrice. Lorsque le gradient de protons est favorable, 

lôenzyme couple la synth¯se de lôATP (¨ partir de lôADP et du Pi) au flux spontan® de protons 

qui sôeffectue ¨ travers Fo vers la face de la membrane où se situe F1 (Figure 19) 

(Raisonnier, 2004). Il faut mentionner que dans certains cas pathologiques, lôATP synthase 

peut fonctionner dans le sens inverse de lô®tat physiologique normal, hydrolysant ainsi lôATP 

au lieu dôen produire (Nevi¯re, 2008). A lô®tat physiologique normal et en absence de toute 

contamination, les mitochondries sont les sources majeures de la production des ERO dans les 

cellules (Cuypers et al., 2010). En effet, les ERO sont naturellement produits au niveau du 

complexe I et du complexe III ¨ lô®tat normal (Gao et al., 2008). 
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Figure 19 : Schéma de la chaîne respiratoire mitochondriale. (T) ATP translocase, 

facilite le transport dôune mol®cule dôATP de la matrice vers lôespace 

intermembranaire, en ®change dôune mol®cule dôADP dans lôautre sens. (P) La Porine, 

prot®ine transporteuse, permet ¨ lôATP de franchir la membrane externe de la 

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

 

Le Cd peut inhiber plusieurs enzymes participant aux processus de la chaîne 

respiratoire mitochondriale (Ivanina et al., 2008;Garceau et al., 2010). Il peut se lier aux 

groupements thiols des molécules mitochondriales critiques et inactiver ainsi les enzymes. 

Wang et al. (2004) ont montr® que les complexes II et III sont plus sensibles ¨ lôinhibition du 

Cd que les autres. De plus, lôinactivation des groupements thiols peut g®n®rer un stress 

oxydant, une dépolarisation (diminution du potentiel membranaire) et une perméabilité 

membranaire conduisant ¨ un dysfonctionnement de la mitochondrie. Lôalt®ration du potentiel 

membranaire et le découplage de la phosphorylation oxydative par le Cd conduisent à une 

diminution de la synth¯se de lôATP. Ceci peut °tre suivi par lôouverture des pores de 

transition de perméabilité mitochondriale (Pinot et al., 2000). Ces pores sont des canaux 

(complexes prot®ique) au niveau de la membrane mitochondriale dont lôouverture libère dans 

le cytosol plusieurs facteurs pro-apoptotiques ¨ lôorigine de la mort cellulaire (Berson, 2005). 
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Les esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne et le cytochrome c sont alors rejet®s de la mitochondrie 

vers le cytosol où ils activent les caspases qui ¨ leur tour vont conduire ¨ lôapoptose (Figure 

20). De plus, les ERO rel©ch®es vont d®grader des prot®ines cellulaires. Dans le cas dôune 

diminution s®v¯re de lôATP, une n®crose cellulaire survient, alors que dans le cas dôune 

diminution modérée, la cellule va tenter de stabiliser tant que possible la dégradation des 

protéines (ex: grâce à la protéine Hsp70 qui va se complexer aux protéines affectées et les 

conduire en dehors de la cellule). Suite à cet effet, des mécanismes cellulaires vont être 

perturb®s et dôautres vont se mettre en place pour essayer dôatt®nuer la toxicit® du Cd (ex: 

surexpression de certains gènes de détoxication ou de compensation) (Pinot et al., 2000). Des 

études in vitro de fibroblastes- fîtal de poumons humains ont montré que les ERO générés 

par le Cd conduisent à une dépolarisation membranaire de la mitochondrie, à une altération 

dans le transfert dô®lectrons de la cha´ne respiratoire et ¨ une diminution de lôATP suite ¨ une 

inhibition de lôATP synthase et ¨ lôoxydation de lôADN mitochondrial (Freeman et Crapo, 

1982; Doelman et al., 1990; Yang et al., 1997). Le Cd est aussi capable de déplacer le zinc des 

MT (Dallinger et al., 1997), or une augmentation en ion libre de zinc dans les mitochondries 

peut conduire à un blocage de la respiration mitochondriale, qui en conséquence va conduire à 

une ouverture du pore de transition de la perméabilité membranaire, puis un rejet du 

cytochrome c, la génération de ERO (Bossy-Wetzel et al., 2004) et à l'apoptose. 
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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) facteur dôinduction de la transcription du g¯ne codant pour la Hsp70 (Pinot et al., 

2000). 

 

3.5.2.3. Effets sur lôADN et lôexpression g®nique 

Lôacide d®soxyribonucl®ique (ADN) est pr®sent dans toutes les cellules eucaryotes et 

constitue le patrimoine g®n®tique dôune espèce. Il contient toutes les informations permettant 

la p®rennit® dôune esp¯ce par la transmission des caract¯res h®r®ditaires. LôADN est form® de 

deux brins complémentaires enroulés en hélice (double hélice). Il est constitué par un 

enchaînement (séquence) précis d'unités élémentaires que sont les nucléotides. Le nucléotide 

est lui-m°me form® dôun phosphate li® ¨ un sucre (le 2-désoxyribose) lui-même relié à une 

base (purique (Adénine, et Guanine) ou pyrimidique (Thymine et Cytosine)) (Figure 21). 
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Figure 21 : L®sions de lôADN form®es par attaque radicalaire du patrimoine g®n®tique 

des cellules (dôapr¯s Favier, 2003). 

 

Comme nous avons pu le voir précédemment, le Cd peut générer un stress oxydant, 

or lôADN est tr¯s sensible ¨ lôattaque par les d®riv®s r®actifs de lôoxyg¯ne. En effet, les 

esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne peuvent causer des dommages oxydatifs ¨ lôADN, ¨ la fois 

nucl®aire et mitochondrial. La formation de dommages oxydatifs ¨ lôADN nôest possible que 
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pour les ERO qui poss¯dent lô®nergie suffisante ¨ lôinduction des atteintes (ex: 1O2 (oxygène 

singulet), H2O2 et 
.
OH). Ces réactions peuvent conduire à la formation de cassures simples 

ou doubles brins (Yu et Anderson, 1997; Jacobi et al., 1998). Lôattaque de la liaison entre la 

base et le désoxyribose est aussi possible créant ainsi un site abasique (Ramana et al., 1998). 

Les bases et particuli¯rement la guanine, sont sensibles ¨ lôoxydation. Lôattaque radicalaire 

peut °tre directe et entra´ner lôoxydation des bases, engendrant un grand nombre de bases 

modifiées (Cadet et al., 1999).Lôattaque radicalaire des prot®ines qui sont en contact avec 

lôADN (ex : prot®ines dôhistones, enzymes et facteurs de r®plication ou de la transcription), 

entraîne des pontages des protéines (ADN- protéine) (Dizdaroglu, 1998; Favier, 2003). De 

plus, les aldéhydes mutagènes qui résultent de la peroxydation lipidique, peuvent se fixer sur 

une des bases de lôADN, formant ainsi des adduits sur les bases (ex : MDA-guanine) (Favier, 

2003). Lôion Cd
2+

 est capable de se lier directement ¨ lôADN (Yang et al., 2002) et aux acides 

nucléiques isolés et induire des changements conformationnels aux ligands (Beyersmann et 

Hechtenberg, 1997). Des cassures des brins de lôADN et les aberrations chromosomiques 

peuvent se produire mais seulement quand les concentrations dôexposition sont très élevées 

(Beyersmann et Hechtenberg, 1997).  

 Ce m®tal provoque ®galement des changements dans lôexpression de plusieurs g¯nes 

conduisant soit à leur répression soit à leur induction. Dans une étude récente, Pierron et al. 

(2011) ont corrélé les réponses transcriptionnelles de plusieurs gènes à la concentration de Cd 

accumulée dans le foie de Perca flavescenssuite à une exposition chronique in situ. Les 

corrélations établies étaient le plus souvent négatives. En effet, une diminution dans les 

niveaux de transcription de nombreux gènes impliqués dans la biosynthèse de protéine, dans 

le système immunitaire, dans le métabolisme énergétique et lipidique a été observée. Les 

auteurs suggèrent que cette diminution marquée provient d'un dysfonctionnement du 

métabolisme des acides biliaires et de la restriction d'énergie par le Cd. De plus, ils émettent 

l'hypothèse que des modifications épigénétiques des histones et de l'ADN peuvent mener à la 

mise sous silence d'un gène (gene silencing)/ répression d'un gène. Les analyses de puces à 

ADN (appelées aussi puces à gènes, biopuces,DNA chip, DNA-microarray et biochip) en 

écotoxicologie sont de plus en plus utilisées pour évaluer les impacts de polluants sur 

lôexpression dôun grand nombre de g¯nes (Reynders et al., 2006). Cette biotechnologie 

récente permet d'analyser le niveau d'expression des gènes transcrits dans une cellule, un 

tissu, un organe, ou encore un organisme, à un moment donné et dans un état donné par 

rapport à un échantillon de référence. Une analyse utilisant cette technique a été effectuée sur 

le foie de la carpe pour déterminer les mécanismes biologiques affectés par le Cd. Pour cela, 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Biotechnologie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Expression_g%C3%A9n%C3%A9tique
http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Transcription_(biologie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_(biologie)
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les poissons ont été contaminés par voie trophique (9.5- 144 µg/g) et directe (9-480 µg/L) 

simultanément pendant 28 jours à différentes concentrations. Les résultats ont montré que 

parmi 643 gènes testés, 95 gènes dont le rôle est connu étaient affectés par la présence du Cd. 

Ces derniers sont impliqués dans divers mécanismes cellulaires, tels le métabolisme 

énergétique, le métabolisme lipidique, les réponses immunitaires, le stress (ex: Hsp, les 

marqueurs de stress oxydant et les enzymes de métabolisation des xénobiotiques), la 

d®toxicationé Lôexpression des g¯nes codant pour les MT, analys®e par la technique de RT-

PCR a montré une surexpression de ces gènes, alors que le gène codant pour la cytochrome c 

oxydase ®tait inhib® indiquant la mise en place dôun m®tabolisme ana®robie (Reynders et al., 

2006). Les r®sultats dôune analyse de puce ¨ ADN et de RT-PCR chez le poisson Platichthys 

flesus montrent aussi quôen pr®sence du Cd, lôexpression des g¯nes codant pour les prot®ines 

marqueurs de stress oxydant et des gènes codants pour les MT est affectée. De plus, les 

mécanismes impliqués dans la synthèse protéique, le transport et la dégradation sont modifiés. 

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

impliqu®s dans lôapoptose et le cycle cellulaire sont impact®s (Williams et al., 2006). Chez le 

micro-crustacé Daphnia magna après exposition au Cd, les r®sultats dôune puce ¨ g¯ne ont 

montr® que 29% des g¯nes dont lôexpression était altérée participent au métabolisme et à la 

production dô®nergie, 31% sont impliqu®s dans la transcription et la traduction, et 40% sont 

associés aux processus de croissance, de transport dôions, de la mue et aux r®ponses de stress 

(comme le stress oxydant) (Connon et al., 2008). Lôanalyse dôune biopuce effectu®e sur les 

ARNm totaux de Saccharomyces cerevisiae après exposition au Cd a montré que 310 gènes 

ont été surexprimés en présence de ce métal et 322 gènes ont été réprimés. Parmi les gènes 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 énergétiques, 8% dans le métabolisme et 7% sont impliqués dans 

lôhom®ostasie ionique. Les g¯nes les plus r®prim®s mis en ®vidence dans cette ®tude 

participent à la synthèse protéique (surtout les protéines ribosomales) (Momose et Iwahashi, 

2001). Plusieurs études sur différents organismes (levures, crustacés, poissons, rats) 

confirment que les gènes codant pour les MT et les protéines de stress (ex : Hsp) sont 

hautement surexprimés dans les cellules exposées au Cd (Bartosiewicz et al., 2001; Momose 

et Iwahashi, 2001; Shaw et al., 2007; Connon et al., 2008; Tokumoto et al., 2011). Le grand 

nombre de gènes impliqués dans divers processus biologiques, impactés par le Cd montre la 

complexité de la cyto-toxicité de ce métal. 
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4. G®n®ralit®s sur lôuranium 

4.1. Description 

Lôuranium (U) correspond au quatre-vingt douzième élément du tableau périodique. 

Côest un ®l®ment radioactif appartenant ¨ la famille des actinides. A lô®tat pur, côest un m®tal 

gris et dur, très dense (sa masse volumique est de 19,05 g/cm
3
), avec une température de 

fusion de 1 133 °C et de poids atomique égal à 238,02891 g/mole. Il a dix-sept isotopes, tous 

radioactifs (WHO, 2001). LôU se désintègre pour donner un élément plus stable ; ceci 

sôaccompagne de lô®mission de rayonnements ionisants (ASTDR, 1999). Lôatome dôuranium 

possède 6 électrons périphériques qui sont facilement extractibles. Il peut adopter quatre états 

de valence associés aux formes ioniques suivantes: III (U
3+

), IV (U
4+

), V (UO2
+
) et VI 

(UO2
2+
). En solution aqueuse, lôuranium est retrouvé en conditions oxydantes sous la forme 

soluble de valence VI alors que les composés sous forme U(V) et la plupart des composés 

U(IV) sont insolubles.  

 Lôuranium naturel (U nat) se pr®sente sous la forme dôun m®lange de trois isotopes : 

0.0055% de 
234

U, 0.72% de 
235

U et 99.27% 
238

U (Aigueperse et al., 2001; WHO, 2001). Parmi 

ces trois isotopes, seuls 
235

U et 
238
U sont primordiaux (côest ¨ dire quôils existent depuis 

lôorigine de la Terre, donc depuis 4,5 milliards dôann®es). Lôisotope 
234

U est quant à lui un 

produit de la décroissance de 
238

U (Madic et Genet, 2001) (Figure 22). Les trois isotopes 

(
234

U, 
235

U et 
238

U) présentent les mêmes propriétés chimiques mais possèdent des propriétés 

radioactives différentes. Il est donc nécessaire de déterminer le pourcentage des trois isotopes 

dans un ®chantillon pour y d®terminer la radioactivit® totale de lôU. Cette diff®rence de 

radioactivit® sôexprime ¨ travers la demi-vie des isotopes (244 mille ans pour 
234

U, 710 

millions pour 
235

U et 4.5 milliards dôann®es pour 
238
U).En effet, lô

234
U très radioactif, possède 

la plus courte demi-vie, alors que lôisotope le moins radioactif i.e. 
238

U, possède la plus 

longue. Ainsi grâce à sa forte activité spécifique (2.3 10
8
 Bq/g) (Delacroix et al., 2004), lô

234
U 

contribue ¨ environ 49.5% de la radioactivit® de lôU naturel. Lô
238

U (activité spécifique est de 

1.24 10
4
 Bq/g) (Aigueperse et al., 2001), quant ¨ lui ne contribue quô¨ 48.2% de lôactivit® 

totale en dépit de sa forte abondance dans lôU naturel et les 2.3% restants sont li®s ¨ la 

décroissance radioactive de 
235

U (activité spécifique est de 8 10
4
 Bq/g) (Bleise et al., 2003) 

(Tableau 6). Il faut cependant noter que lôactivit® sp®cifique totale de lôUnat est faible. De ce 

fait, sa toxicité est principalement attribuable aux caractéristiques chimiotoxiques et non 

radiotoxiques (ASTDR, 1999, Barillet et al, 2007 ; Bourrachot et al., 2008). Les activités 

anthropiques contribuent ¨ changer lôisotopie de lôU g®n®rant ainsi de lôU appauvri (UA ou 

DU: « depleted uranium ») et de lôU enrichi. Avec une teneur en 
235

U comprise entre 0.2 et 
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0.3 %, lôUA est moins radioactif que lôUnat (Aigueperse et al., 2001) (ATSDR.1999). 

Lôaugmentation de la radioactivit® de lôU est r®alis®e en enrichissant la quantité de 
234

U et de 

235
U ou en produisant dôautres isotopes tr¯s radioactifs tel le 

232
U (7.92 10

5
 Bq/g) et le 

233
U 

(3.57 10
8
 Bq/g) (ATSDR.1999 ; WHO, 2001, Delacroix et al., 2004). 

 

 

 

Figure 22 : Chaîne de désint®gration de lô
234

U, 
235
U et de lô

238
U. (U) uranium; (Th) 

thorium; (Pa) protactinium; (Ac) actinium; (Tl) 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 activit® de lôuranium naturel et de 

lôuranium appauvri ¨ 0.2% en 
235
U (dôapr¯s Aigueperse et al., 2001). 

 Masse (%) Activité (%) Activité (Bq/g) 

Uranium 
238

U 
235

U 
234

U 
238

U 
235

U 
234

U 
238

U 
235

U 
234

U 

Uranium naturel 99.274 0.72 0.0055 48.2 2.3 49.5 12400 580 12474 

Uranium appauvri 99.797 0.202 0.0008 86.1 1.1 12.8 12400 158 1843 
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4.2. Origine et distribution  

LôU est un ®l®ment naturel pr®sent dans les roches, le sol, et lôeau. Il est largement 

représenté dans la croute terrestre où sa teneur moyenne sô®l¯ve de 2 Õg/g ¨ 4 Õg/g (Ribera et 

al., 1996; Bonin et Blanc, 2001; WHO, 2001). La concentration moyenne en U dans les sols 

est dôenviron 1.8 Õg/g. Sa r®partition dans le sol va d®pendre de la lixiviation (transport par 

lôeau), la diffusion, le transport biologique (plantes, microorganismes, insectesé) et la 

dispersion par le vent et la pluie (Ribera et al., 1996). Les sources hydrothermales 

repr®sentent une des principales sources dôU (Ribera et al., 1996). Dans les eaux douces, les 

concentrations sont très variables allant de 0.01 µg/L à 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 ont rapport® des concentrations en U ®lev®es dans lôeau de 

consommation humaine au niveau de puits (forage en profondeur) (Tableau 7). Les eaux 

souterraines se chargent en minéraux et notamment en U au contact des dépôts géologiques. 

Les concentrations mesurées peuvent être nettement supérieures à la valeur recommandée par 

lôorganisation mondiale de la sant® dans lôeau de consommation humaine, qui est de 15 Õg/L 

(WHO, 2004). Dans les océans les concentrations retrouvées sont de lôordre de 3.3 Õg/L 

(Ragnarsdottir et Charlet, 2000).  

 

Tableau 7: Concentrations mesur®es dans lôeau de consommation humaine issue de 

puits 

localisation 

concentration (µg 

U/L) références 

Canada 2-781 Limson Zamora et al. (1998) 

Canada 0.7-19.6 Mao et al., (1996) 

Etats-Unis 1.8-7780 Orloff et al., (2004) 

Finlande 0.03-1500 Kurttio et al., (2006) 

Norvège 0-750 Frengstad et al., (2000) 

 

Les activit®s anthropiques contribuent ¨ lôaugmentation des concentrations en U dans 

les diff®rents compartiments de lôenvironnement et peuvent provoquer localement des 

pollutions importantes (Saari et al., 2008). LôU dôorigine anthropique peut provenir des 

activit®s m®dicales (Saari et al., 2008) et de recherche. Lôint®r°t que suscite lôutilisation de 

lôU dans diverses activit®s industrielles est surtout li® ¨ sa r®sistance et sa densit®. 

Lôutilisation civile de lôU se fait surtout dans les centrales nucléaires électriques (ATSDR, 

1999). De lôUA est g®n®r® par lôindustrie nucl®aire, cet ®lément peut provenir soit des usines 

dôenrichissement en 
235
U de lôuranium naturel pour la fabrication du combustible des 
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réacteurs nucléaires, soit du retraitement de combustibles irradiés (Aigueperse et al., 2001). 

Dans le domaine militaire, lôUA est utilisé pour le blindage de certains chars et la fabrication 

dôobus perforants (Aigueperse et al., 2001). Lors des tirs dôarmes ¨ lôUA, ce dernier se 

disperse sous forme de fines particules dôoxydes dôuranium peu solubles qui se d®posent 

rapidement sur le sol (Bem et Bou-Rabee, 2004). Certains pays utilisent lôU comme source de 

pouvoir et pour la fabrication dôarmes nucl®aires (ATSDR, 1999). Dans le domaine industriel, 

lôUA entre dans la fabrication dôailes et de gouvernails dôavion, dôh®licopt¯res, de quilles de 

voilier, et de protections contre les effets biologiques des rayonnements ionisants comme les 

collimateurs dôappareils dôirradiation m®dicale. Une tr¯s faible quantit® est aussi utilis®e pour 

la fabrication de vernis à céramique, des ampoules électriques, des fertilisants et de certains 

produits chimiques ménagers et photographiques (ATSDR, 1999) Lôutilisation dôengrais 

contenant des impuretés dôU participe ¨ lôaugmentation de ses concentrations dans 

lôenvironnement. Ces concentrations d®pendent du type de roche utilisée pour la production 

de ces fertilisants ; les engrais produits à partir de roches riches en phosphates peuvent 

contenir des concentrations dôU pouvant atteindre 129 µg/g (Kratz et Schnug, 2006).  

Une partie de lôU est arrach®e ¨ la terre par lôactivit® mini¯re et les phénomènes 

naturels (ex : le vent et la pluie) qui peuvent aussi effriter les roches. Ainsi, la pluie va 

pouvoir transporter lôU vers les syst¯mes aquatiques, tandis que le vent va transporter des 

a®rosols charg®s dôU. A leur tour les petites particules dôU dans lôair peuvent tomber sur les 

surfaces de sols ou dôeau (ATSDR, 1999). En cons®quent, la proximit® des milieux 

aquatiques dôune zone impact®e par lôactivit® humaine (p. ex. exploitation dôune mine, sites 

de stockage de déchets nucléaires) peut résulter en une élévation localement importante des 

teneurs en uranium, pouvant aller jusquô¨ 10 voire 20 mg/L (Ragnarsdottir et Charlet, 2000). 

Il faut mentionner que la capacit® des s®diments ¨ fixer lôU est consid®rable, ils ont un rôle de 

stockage de lô®l®ment dans lôenvironnement. Cette fixation d®pend de la granulom®trie ; les 

plus grandes quantit®s dôU sont retrouv®es dans les fractions granulom®triques les plus fines 

(< 50 Õm). Ainsi, une partie de lôU pr®sent dans la colonne dôeau peut pr®cipiter et/ou se fixer 

aux sédiments.  

Dans le contexte de lô®valuation des apports anthropiques dôU dans lôenvironnement 

par les activit®s dôextraction mini¯re, la production mondiale dôU et la localisation des 

ressources mondiales (Figure 23) permettent dôavoir un aper­u des risques potentiels de 

contamination. Dôapr¯s la banque de donn®es ç World Nuclear association », en 2010 la 

contribution la plus importante pour lôapprovisionnement mondial en U revient au Kazakhstan 

(33%), suivi du Canada (18%) et de lôAustralie (11%). Au 1
e
 janvier 2009, les ressources 
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identifiées (< 260 US$/Kg) dans le monde (Figure 23) s'élevaient à 6 298 500 tonnes d'U 

(NEA-IAEA, 2010). La France quant ¨ elle nôa produit que 7 tonnes en 2010 (Figure 24). 

  

A 

 
B

Figure 23: (A) Production mondiale dôuranium ¨ partir de sites miniers en 2010 

pr®sent®e en tonnes par pays. (B) Inventaire des r®sidus miniers dôuranium recensés 

dans le monde en 2009 exprimés en million de tonnes ou en tonnes suivant les pays 

(dôapr¯s NEA-IAEA 2010). 

 

 

La Figure 24 indique la distribution des sites miniers au niveau national. Près de 210 

sites miniers dôU sont r®partis en France principalement sur le pourtour du Massif-Central, la 

Vend®e, la Bretagne et lôAlsace. Suite ¨ 50 ans dôexploitation de lôU (de 1945 à 2001), 52 

millions tonnes de résidus de traitement de minerais extraits des mines françaises ont été 

trait®s pour produire au total 76 000 tonnes dôuranium (IRSN, 2009). 
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Figure 24: Carte des mines d'uranium et sites de stockage en France (2009) (source 

IRSN) superposée à la cart e de distribution (zone en rose)de P. clarkii (Collas et al., 

2007). 

 

4.3. Spéciation chimique 

Pour quôun m®tal exerce un effet sur la composante biotique, il doit °tre sous une 

forme chimique ayant la capacit® dôatteindre les cibles biologiques. Seules certaines formes 

(ou esp¯ces) du m®tal peuvent °tre assimilables pour les organismes aquatiques. Lôion uranyle 

(UO2
2+
) et lôesp¯ce hydroxyl®e UO2OH

+
 seraient les esp¯ces responsables ¨ 96% dôun impact 

au niveau de la r®ponse biologique, et lôion uranyle serait deux fois plus toxique (Markich et 

al., 1996). En effet, ces deux espèces sont connues pour être les formes les plus biodisponibles 

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

une étude plus récente suggère une co-accumulation de lôion libre et des esp¯ces carbonat®es 

ou bien avec une des espèces UO2OH
+
 ou UO2(OH)2 ce qui nuance lôhypoth¯se pr®c®dente 

(Denison, 2004). Les études de transfert des métaux nécessitent dans un premier temps, le 

développement dôoutils permettant dô®valuer la sp®ciation de lôU dans lôeau (en la mesurant et 

non pas juste par modélisation). Dans un second temps, il faudra établir un lien entre cette 

sp®ciation, la fraction dôU bioaccumul®e et les effets biologiques engendr®s pour mettre en 

évidence les espèces biodisponibles. 
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La sp®ciation de lôuranium en eau douce est complexe et est influenc®e par la 

composition ionique de lôeau (ions inorganiques), le pH, la temp®rature, le potentiel 

dôoxydor®duction, la pr®sence de ligands organiques, lôalcalinit® (concentration des 

carbonates), la dureté (concentrations de calcium ou de magnésium) et la matière organique 

dissoute du milieu. En effet, les substances humiques repr®sentant jusquô¨ 75 % du carbone 

organique dissous dans les hydrosystèmes fluviaux favorisent la formation de complexes 

organiques stables de lôion uranyle (Colle et al., 2001). Concernant les ®changes avec les 

particules, la r®tention de lôuranium est dôautant plus faible que les conditions sont oxydantes 

et alcalines (Bird et Evenden, 1996). Ainsi dans les eaux fortement carbonatées, on note une 

diminution de lôadsorption de lôuranium sur les particules du fait dôune augmentation de la 

solubilit® de lô®l®ment (complexes uranyles carbonat®s dominants). La pr®sence de 

phosphates, diminue la biodisponibilit® de lôU (Fortin et al., 2004). Elle peut entra´ner la 

précipitation des ions uranyles et leur transfert vers le compartiment sédimentaire. En effet, la 

complexation des métaux avec des ligands (tels les phosphates, les carbonates, les hydroxydes 

et les matières organiques) diminue leur disponibilité aux organismes (Fortin et al., 2004). La 

toxicité chimique de lôion uranyle diminue avec lôaugmentation de la duret®, de lôalcalinit® 

(Sheppard et al., 2005) et de la concentration en matières organiques dissoutes de lôeau 

(Markish et al., 1996). Lôexplication de cette diminution de la toxicit® repose sur une 

comp®tition de lôion uranyle avec les esp¯ces cationiques pr®sentes dans lôeau. De plus, le pH 

influence significativement la sp®ciation de lôU et donc sa biodisponibilit®. En effet, lorsque 

le pH est faible, la concentration en ion uranyle est forte, alors que dans le cas contraire les 

formes carbonatées deviennent dominantes (Fortin et al., 2007). Zeman et al. (2008), 

confirment que la CL 50-48h du micro-crustacé Daphnia magna varie de 0.39 ± 0.04 mg/L à 

pH 7 ¨ 7.8 Ñ 3.2 mg/L ¨ pH8. Une autre ®tude a montr® que la toxicit® de lôU chez cette même 

esp¯ce diminue quand la duret® et lôalcalinit® de lôeau augmentent (CL 50-48h plus forte) 

(Poston et al., 1984). Chez les poissons, les CL 50 ¨ 96 h sô®tendent de 0,7 ¨ 135 mgU/L en 

fonction des facteurs biotiques (espèce, stade de maturité) et abiotiques (température, dureté, 

pH) (Garnier-Laplace et al., 2001). Ainsi, le risque de toxicit® que pr®sente lôU pour un 

organisme vivant dépend de sa biodisponibilité.  

Dans une eau douce synthétique adaptée aux besoins des écrevisses et équilibrée avec 

la pression atmosphérique de CO2 (pCO2 atm), la modélisation de la spéciation de 30µg U/L 

(logiciel J-CHESS), dans la gamme 5< pH < 6 présente majoritairement les espèces suivantes 

(Figure 25): UO2
2+

, UO2OH
+
, UO2CO3

0
. Dans la gamme 6< pH < 6.5 les espèces 

majoritaires sont: (UO2)2CO3(OH)3
-
, UO2CO3

0
, UO2OH

+
 et UO2OH2

0
, Tandis que dans la 
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gamme 6.5 < pH <7 les espèces majoritaires sont: Ca2UO2(CO3)3 (aq), (UO2)2CO3(OH)3
-
, 

UO2CO3
0
 et CaUO2(CO3)3

2-
. Au-del¨ de cette derni¯re gamme et jusquôau pH 8, les esp¯ces 

dominantes sont le Ca2UO2(CO3)3
0
 et le CaUO2(CO3)3

2-
.  
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Figure 25 : Spéciation chimique de 30 µg/Ldôuranium dans une eau douce synth®tique 

adaptée aux besoins des écrevisses (simulation avec le programme de spéciation 

géochimique J-CHESS). 

 

4.4. Mécanismes de contamination 

La capacit® des formes chimiques de lôU ¨ acc®der et interagir avec les interfaces entre 

les °tres vivants et le milieu environnant, ¨ sôy complexer (adsorption) et ®ventuellement ¨ 

traverser ces barrières biologiques (absorption), conditionnent les phénomènes de 

bioaccumulation et par conséquent, les atteintes structurales et fonctionnelles pouvant en 

d®couler. Le transfert de lôU aux organismes aquatiques se fait ¨ partir de diff®rents 

compartiments : la colonne dôeau (Barillet et al., 2007), les s®diments (cas des fouisseurs) 

(Lagauzère et al., 2009), la chaîne trophique (Simon et Garnier-Laplace, 2005) (plantes, 

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

et al., 2008). Lôimportance de la contamination d®pend de plusieurs facteurs comme les 

capacit®s de lôanimal ¨ ®liminer le m®tal, la persistance du contaminant dans le milieu (surtout 

les milieux fermés ex : les lacsé) et dô®ventuelles d®sorptions des radionucl®ides fix®s aux 

sédiments (Coulon, 1990). Dans le cas dôune contamination directe, côest par les branchies 

que lôU entre dans le corps, mais cet organe peut aussi servir de barrière de protection en 

emprisonnant le m®tal dans le mucus qui les prot¯ge (Barillet et al., 2007). La partie de lôU 
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qui arrive à traverser cette barrière biologique est ensuite transportée par le sang (Tran et al., 

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

zèbre Danio rerio, lôU sôaccumule pr®f®rentiellement dans deux organes, les branchies et le 

foie (Barillet et al., 2007). Lôimportance de la contamination par voie trophique d®pend de 

lôabsorption et de la r®tention du m®tal par la voie gastro-intestinale. Lôabsorption de lôU au 

niveau de lôintestin dépend de la solubilité du composé, de la valence de lôU et de la taille de 

la particule (Durbin et Wrenn, 1975). Citons aussi ¨ titre dôexemple, quôune exposition de 

lô®crevisse Orconectes limosus ¨ lôU par voie trophique a montr® que lôh®patopancr®as et 

lôestomac sont les deux organes cibles de lôU mais lôU ®tait aussi pr®sent en faible proportion 

dans les branchies, les muscles et la carapace (Simon et Garnier-Laplace, 2005). 

 

4.5. Effets biologiques de lóU 

4.5.1. Au niveau de lôorganisme et des tissus 

LôU comme la plupart des m®taux cause des changements physiologiques, 

comportementaux, structuraux et affecte la reproduction(Domingo, 2001). Chez différentes 

esp¯ces de poissons, les sympt¹mes d®crivant lôintoxication ¨ lôuranium par voie directe ¨ 

forte dose (5.8 mg/L) pendant 96h progressent depuis une augmentation de la ventilation 

respiratoire, vers une nage d®sordonn®e, une perte dô®quilibre, un changement de couleur 

(plus sombre), des hémorragies au niveau des nageoires puis la mort (Bywater et al., 1991).  

Tran et al. (2008) ont mis en ®vidence lôimpact de U sur la physiologie du bivalve Corbicula 

fluminea qui diminue son d®bit cardiaque afin de limiter le transport de lôU du sang vers les 

organes.U affecte ®galement son comportement valvaire puisquôune fermeture des valves a 

été observée chez 50% des individus suite à une contamination de 0.05 µmol/L (~12 µg/L) 

dôU ¨ pH 5.5 apr¯s 5h dôexposition (Fournier et al., 2004). 

Des effets t®ratog¯nes et reprotoxiques de lôU ont ®t® observ®s chez les poissons 

zèbres. Bourrachot et al. (2008) ont montré que lôU (250 Õg/L) sôaccumule dans lôembryon 

apr¯s avoir travers® le chorion et induit un effet significatif sur le succ¯s dô®closion des îufs 

du poisson zèbre Danio rerio avec un retard dô®closion de 42% par rapport au contr¹le. Une 

diminution temporaire de croissance et une mortalité post-larvaire élevée ont été aussi 

observées. Une étude récente a montr® que lôexposition de la m°me esp¯ce de poisson par 

voie trophique entraîne une réduction du succès reproducteur, du nombre des îufs (~50% 

après exposition à 50 et 500 µg/g) pondus et de leur viabilité après 10 jours de la 

fertilisation(Simon et al., 2011b). 
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Lôexposition ¨ des effluents dôune extraction mini¯re dôU a conduit à une diminution de la 

taille des larves de Rana perezi seoane accompagn®e dôune diminution de la réponse face à un 

stimulus, dôune augmentation de la pigmentation et des malformations des queues (Domingo, 

2001; Marques et al., 2008).  

Des atteintes structurales de divers organes ont été observées chez les poissons suite à 

une contamination à lôU (Cooley et al., 2000; Barillet et al., 2010; Lerebours et al., 2010a; 

Lerebours et al., 2010b). Une exposition du poisson zèbre à des concentrations 

environnementales de lôU (15, 30 et 100 ÕgU/L) a conduit ¨ des atteintes ultrastructurales du 

bulbe olfactif (Lerebours et al., 2010a; Lerebours et al., 2010b) et des muscles (Lerebours et 

al., 2010a). Des alt®rations des myofibrilles et des dilatations de lôendomysium (espace inter-

myofibrille) des muscles ont ®t® observ®es. De plus, lô®cartement de lôendomysium a laissé 

apparaître des morceaux de structures qui pouvaient correspondre à des débris de 

mitochondries, des tubules T ou du reticulum sarcoplasmique (Lerebours et al., 2010a). 

Barillet et al. (2010) ont montré des atteintes structurales au niveau des branchies, des 

muscles et des gonades de Danio rerio exposé à 100 µg/L de UA ou 93.35 µg/L de UA 

mélangé à 6.65 µg/L de 
233

U (plus radiotoxique). Ces atteintes peuvent avoir des 

cons®quences graves sur lôorganisme puisquôune diminution des performances reproductives 

du poisson, une diminution des échanges gazeux et un impact sur les capacités de nage 

peuvent en d®couler. De plus, lôintensit® des impacts au niveau de ces organes semble 

dépendre de la radiotoxicité du contaminant. Un des résultats intéressants de cette étude a 

r®v®l® que la radiotoxicit® de lôU peut conduire ¨ une distribution anormale des mitochondries 

dans les muscles. Cooley et al. (2000) ont montré que les atteintes histopathologiques au 

niveau des reins et du foie du poisson Coregonus clupeaformis étaient dose (100, 1000 et 

10000 µg U/g de nourriture) et temps dépendants (10, 30 et 100 jours). Les lésions les plus 

prononc®es dans le foie ®taient la n®crose cellulaire et des alt®rations de lô®pith®lium des 

tubules. Au niveau des reins, les symptômes apparents étaient une nécrose des tubules rénaux, 

une inflammation, une hémorragie, une diminution des tissus hématopoïétiques, des 

altérations des tubules distaux et des canaux collecteurs, une dilatation des tubules, une 

prolifération de macrophages pigmentés et des lésions glomérulaires. 

 

4.5.2. Effets sub-cellulaires 

La toxicit® chimique de lôU est due ¨ son affinit® pour les prot®ines et ¨ la formation 

de complexes stables avec des ligands biologiques de faible poids moléculaire. De ce fait, les 

ions uranyles affectent sérieusement la réabsorption du glucose et les acides aminés (Bem et 
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Bou-Rabee, 2004). Des ®tudes sur la toxicit® de lôU appauvri chez les animaux mettent en 

évidence ses propriétés carcinogènes et mutagènes (McClain et al., 2001). LôU induit la 

génération de ERO (Tasat et al., 2007), perturbe les systèmes de défense antioxydants, génère 

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

membranaires (Banday et al., 2008). 

 

4.5.2.1. Stress oxydant 

LôU est capable de générer un stress oxydant en induisant la formation de radicaux 

hydroxyles en présence du peroxyde dôhydrog¯ne (Taqui Khan et Martell, 1969). Le schéma 

réactionnel de ce phénomène a récemment été décrit, basé sur un mécanisme 

dôoxydor®duction de type Fenton. Comme certains métaux de transition (ex : Fe
2+

 et Cu
2+

), 

lôU serait susceptible dôinduire une r®duction du peroxyde dôhydrog¯ne intracellulaire, 

induisant ainsi la formation dôun ion hydroxyde (OH
-
) mais ®galement dôun radical hydroxyle 

(Miller et al., 2002). Yazzie et al. (2003) suggèrent que la première des deux réactions initiées 

serait la suivante :  

½ U(IV) + H2O2 Ÿ İ U(VI) + HO 
. 
+ HO

- 

La seconde étape de réduction du métal assurerait le passage de la forme U(VI) en U(IV) 

(insoluble) sous lôaction dôagents r®ducteurs tels que lôascorbate ou le glutathion (Miller et 

al., 2002; Yazzie et al., 2003; Pourahmad et al., 2006; Viehweger et al., 2011). Le schéma 

r®actionnel dans le cas de la r®duction par lôascorbate serait d®fini comme suit: 

U(VI) + ascorbate (vitamine D) Ÿ U(IV) + d®shydroascorbate 

U(IV) + O2 + 2H
+
 Ÿ U(VI) + H2O2 

Ascorbate + O2 + 2H
+
 Ÿ d®shydroascorbate + H2O2 

Pourahmad et al., (2006) suggèrent que le U(VI) peut être réduit en U(IV) par le glutathion, la 

NADPH-P450 réductase et le Cytochrome P450 r®duit et g®n®rer des ERO (notamment lôion 

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 ainsi 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 lôactivit® de ces deux enzymes antioxydantes, ce qui va affaiblir le système 

de d®fense cellulaire contre le stress oxydant et par cons®quent g®n®rer un stress. Dôapr¯s 

Taqui Khan et Martell (1969) et Miller et al (2002), lôU dans la cellule subit un cycle 

dôoxydor®duction, successivement pr®sent sous les formes U(VI) et U(IV), libérant des 

esp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne telles que le peroxyde dôhydrog¯ne ou le radical hydroxyle. De 
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plus, lôU est un radionucl®ide capable dôarracher un ®lectron ¨ la mati¯re (poss¯de un 

rayonnement ionisant). Le rayonnement ionisant peut interagir avec la mol®cule dôeau. Ce 

ph®nom¯ne est appel® radiolyse de lôeau et conduit ¨ la formation dôesp¯ces radicalaires et 

ioniques (ex: 
.
OH et H

.
) (Jones et al., 2003). La production dôesp¯ces r®actives de lôoxyg¯ne 

pourrait °tre ¨ lôorigine dôun stress oxydant cellulaire dont les protéines, les 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 

radicalaires. Lôoxydation alt¯re leurs structures et leurs fonctions (Favier, 2003). Ainsi, les 

ERO peuvent oxyder les enzymes impliquées dans la défense contre le stress oxydant et les 

inactiver (Davies, 2005). De plus, les membranes ®tant constitu®es dôune double couche 

phospholipidique, les radicaux générés (surtout les 
.
OH) sont susceptibles de réagir avec les 

chaînes dôacides gras insatur®s des phospholipides au niveau des doubles liaisons et causer 

une peroxydation lipidique (Figure 26) (Gutteridge, 1995).  

 

Figure 26 : Peroxydation d'une portion dôune cha´ne dôacide gras insatur®e 

(représentation topologique). La flèche rouge indique l'endroit de la chaîne qui subira 

l'enlèvement d'un atome H°. Le point illustre l'électron célibataire (Source: 

http://www2.ulg.ac.be/cord/initiation%20au%20met%20oxygene/peroxlip.html). 

 

La peroxydation lipidique affecte les structures et les fonctions membranaires 

(membranes cellulaire et des organites). En effets, les hydroperoxydes instables formés sont 

responsables de la diminution de la fluidité membranaire (Rémita, 2001). Or, toute altération 

de la membrane peut conduire à la modification des flux calciques, lesquels sont impliqués 

par exemple, dans les mécanismes apoptotiques (Stark, 2005). Au niveau de la mitochondrie, 

ce ph®nom¯ne peut conduire ¨ une perte de lôactivit® du cytochrome oxydase. Les 

hydroperoxydes instables en se décomposant vont donner de nouveaux radicaux libres 
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provoquant des oxydations des biomolécules (Cillard et Cillard, 2006). Les produits formés 

par la d®gradation des hydroperoxydes comme le malondialdehyde (MDA) peuvent sôav®rer 

toxiques pour le matériel génétique cellulaire via la formation dôadduits sur les groupements 

NH2 des biomolécules (acides nucléiques, protéines, lipides) (Breton et al., 2003). 

 

4.5.2.2. Effets sur les mitochondries 

Des ®tudes ont montr® que lôuranium est capable dôimpacter les mitochondries 

(Gough, 1931; Carafoli et al., 1971; Brady et al., 1989; Pourahmad et al., 2006; Lerebours et 

al., 2009; Barillet et al., 2010; Lerebours et al., 2010a; Lerebours et al., 2010b). Cependant, 

les m®canismes dôinduction de la toxicit® sont loin dô°tre compl¯tement connus. Des 

observations histologiques de néphrites de lapins contaminés ¨ lôU (injection, 10Õg/g pf) ont 

permis de mettre en évidence des altérations structurales de ces organites (Gough, 

1931).Lôauteur a observ® que les mitochondries ®taient en forme de petites granules ou ®taient 

remplacées par des corps sphériques dispersés dans le cytoplasme. Une étude a aussi montré 

que lôU affecte le 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 niveau basal. Ceci semble être lié à un impact au niveau des transporteurs 

calciques mitochondriaux. Il faut mentionner quôune augmentation de la concentration en 

calcium peut conduire ¨ lôouverture du pore de transition de perm®abilit® membranaire des 

mitochondries et ainsi conduire ¨ lôapoptose (Budd et al., 2000). Brady et al., (1989) ont 

®tudi® lôaction de lôuranium in vitro sur lôactivit® mitochondriale de tubules proximaux de 

lapins. Les auteurs ont remarqué une inhibition de la consommation en oxygène et une 

d®ficience du couplage ®nerg®tique ¨ partir dôune exposition ¨ 1 mM (238 mg/L) dôuranium. 

Lerebours et al. (2010a) ont mis en évidence une perturbation du couplage énergétique de la 

chaîne respiratoire dans les muscles et le cerveau des poissons zèbres Danio rerio exposés à 

30 µg U/L après 10 et 28 jours. De plus, les auteurs ont remarqué une modification du 

contenu protéique du complexe IV de la chaîne respiratoire mitochondriale à travers 

lôinduction des deux sous-unités I et IV de la cytochrome c oxydase. Les modifications de la 

synth¯se prot®ique diff¯rent selon lôorgane consid®r®, la concentration et le temps 

dôexposition. Apr¯s 10 jours dôexposition ¨ 30 et 100 ÕgU/L, une augmentation de la synthèse 

de COX IV est observée dans le cerveau des poissons. Dans les muscles, une tendance à 

lôaugmentation de la synth¯se de COX I est observ®e chez les organismes expos®s ¨ la faible 

concentration et une augmentation significative apparaît chez les organismes exposés à la 

concentration la plus élevée après 28 jours dôexposition (Lerebours et al., 2010a). De plus, des 
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études effectuées sur le poisson Danio rerio ont montré que même de faibles concentrations 

(15, 30, 100 ÕgU/L) dôexposition peuvent alt®rer lôexpression de g¯nes codant pour des 

complexes enzymatiques (IV et V) de la chaîne respiratoire mitochondriale (Lerebours et al., 

2009; Lerebours et al., 2010b). De fortes concentrations dôexposition de lôU peuvent conduire 

¨ une diminution du potentiel membranaire des mitochondries. En effet, lôincubation ¨ 50ÕM 

(~ 12 mg/L) dôU(VI) de cellules dôh®patocytes de rats, a conduit ¨ une diminution du 

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

et al., 2006). En r®sum®, ces ®tudes r®v¯lent quôen pr®sence de lôU, les mitochondries de 

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

doses et les voies de contamination (in vitro/ in vivo) administrées. 

 

4.5.2.3. Effets sur lôADN et lôexpression g®nique 

Comme d®j¨ mentionn®, lôADN est particuli¯rement sensible ¨ lôattaque par les ERO 

(cf. chapitre I, 3.5.2.3). Ainsi, la chimio- et la radiotoxicit® de lôU, capables de g®n®rer un 

stress oxydant et dô®mettre des rayonnements ionisants (cf. chapitre I, 4.5.2.1) vont augmenter 

les risques des attaques ¨ lôADN. Il existe une tr¯s grande vari®t® des degr®s dôalt®ration de 

lôADN. Il est en effet classique dôobserver des l®sions primaires ¨ lôADN (lôADN est ainsi 

chimiquement modifi®: ex: cassures de brins, adduits, alkylations de bases, pontagesé) (cf. 

chapitre I, 3.5.2.3). La survie de la cellule est assur®e dans la majorit® des cas par lôaction de 

mécanismes de réparation de lôADN qui ®liminent les l®sions avant quôelles ne soient 

engagées dans des processus vitaux comme la réplication ou la transcription (Hartwell et 

Weinert, 1989; Moustacchi, 1999). Ces mécanismes assurent le maintien de la molécule 

dôADN et en cons®quence la stabilit® de lôinformation g®n®tique. Lorsque la r®paration est 

absente ou incomplète (réparation fautive), et selon la nature des lésions, les modifications de 

lôADN peuvent °tre ¨ lôorigine dô®v®nements g®n®tiques anormaux tels que des mutations 

géniques (mutations concernant une à quelques paires de bases), chromosomiques (mutations 

concernant des dizaines de kilobases) (effets clastogènes) et génomiques (modifications 

chromosomiques) (effets aneugènes) (Orsière et al., 2005). A leur tour, ces dommages 

pourront avoir des cons®quences graves sur la sant® de lôorganisme, pourront °tre ¨ lôorigine 

de cancers ou peuvent encore induire la mort cellulaire (Bootsma et Hoeijmakers, 1991) 

(Figure 27). Certains auteurs sugg¯rent que lôU pourrait agir directement par fixation sur les 

groupements phosphate de lôADN et catalyser une r®action dôhydrolyse de la liaison sucre-

phosphate dont la manifestation directe serait lôapparition de cassures mono ou bicat®naires 

(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 consiste en un arrachement dô®lectron avec formation dôun 

radical cation, conduisant notamment à la formation de cassures mono- et bicaténaires mais 

également à la formation de bases modifiées identiques à celles induites par le stress oxydant 

(Cadet et al., 2002; CEA/DSV, 2002) (Figure 28). Des études effectuées au sein de notre 

laboratoire ont déjà montré une augmentation significative des dommages ¨ lôADN des 

cellules dôembryons de poissons z¯bres expos®es in vitro à 20 et 100 ɛg/L dôuranium, et des 

cellules germinales mâles et femelles après 20 jours dôexposition in vivo ¨ 250 ɛg/L 

(Bourrachot, 2009). Un effet génotoxique a été également observé au niveau des érythrocytes 

de D. rerio expos®s ¨ 500 ɛg U/L apr¯s 20 jours dôexposition (Barillet et al., 2007) et chez les 

bivalves Corbicula fluminea apr¯s 90 jours dôexposition ¨ 10 Õg U/L (Simon et al., 2011a).  

 

 

Figure 27: Effets biologiques des rayonnements ionisants. Evolutions possibles au niveau 

cellulaire en fonction du temps (Vuillez, 2011). 
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Figure 28 : Les cinq grands types de d®gradation de lôADN, pr®sent®s sur les quatre 

bases pouvant être touchées, les pyrimidines (cytosine C et thymine T) et les purines 

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

exemple. Dans un premier temps, un électron est arraché à la base guanine, dans un 

second temps le groupement amine NH2 de lôacide amin® (ici une lysine) se lie à la 

guanine ionisée (CEA/DSV, 2002). 

 

LôU semble aussi alt®rer lôexpression transcriptionnelle. Lôexposition de poissons zèbres 

pendant 28 jours à 30 et 100 µg/L a induit une modification précoce (dès 3 jours) de 

lôexpression g®nique dans le cerveau (synthèse du glutamate (gls1) ou le transport vésiculaire 

de lôac®tylcholine (vchat)) et dans les muscles (métabolisme mitochondrial (coxI, atp5f1)). 

Une réponse tardive (28 jours dôexposition ¨ 30 ɛgU/L) est observée dans le foie avec 

lôinduction de gènes impliqués dans le métabolisme mitochondrial (coxI, atp5f1), la réparation 

des dommages ¨ lôADN et la balance oxydative. Une r®ponse tardive est ®galement observ®e 

dans les branchies après 21 jours dôexposition ¨ 100 ɛgU/L avec lôinduction de gènes 

impliqués dans la détoxication, la balance oxydative, le métabolisme mitochondrial et la 

r®paration des dommages ¨ lôADN. Apr¯s 8 jours de d®puration, des r®ponses 

transcriptionnelles sont particulièrement importantes dans le foie des poissons avec 

lôinduction de g¯nes impliqu®s dans lôapoptose, lôinflammation ou la d®toxication (Lerebours 

et al., 2009). Pour ®valuer lôimpact de lôU sur lôexpression dôun plus grand nombre de g¯nes, 

Lerebours et ses collaborateurs (Lerebours et al., 2010b) ont effectué une analyse dôune puce 
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à ADN où ils ont testé lôexpression de 3479 s®quences oligonucl®otidiques repr®sentant des 

gènes de fonctions connues ou prédites chez le poisson zèbre Danio rerioaprès exposition à 

15 et 100 Õg/L de UA pendant 3 et 10 jours. Lôexpression de 67 gènes était modifiée après 

exposition ¨ lôU. Ces g¯nes ont ®t® regroup®s dans 8 catégories en fonction de leurs 

implications dans différents processus biologiques qui sont la transduction du signal, la 

r®gulation de lôexpression des g¯nes, le processus de transcription, la synthèse protéique, 

lôorganisation du cytosquelette, la croissance, les r®cepteurs de surface cellulaires et le 

métabolisme cellulaire (métabolisme général, détoxication, turnover protéique, métabolisme 

énergétique et lipidique, transport des ions et adhésion cellulaire). De même, Taulan et 

al.(2004) ont montré que le nitrate dôuranyle induit des alt®rations dans lôexpression de plus 

de 200 gènes chez la souris (contamination via lôeau de boisson 80 et 160 mgU/L- 4 mois) 

dont les plus importantes sont impliquées dans la réponse au stress oxydant, le métabolisme 

cellulaire, la transduction de signaux, dans les protéines ribosomales et les transporteurs de 

solutés. 
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Chapitre I -C 

 

Choix stratégiques et démarche 

expérimentale 
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Cette partie vise ¨ pr®senter les principaux choix ayant guid® lô®laboration du 

programme de recherche mis en place dans cette thèse. 

 

1. Choix du modèle biologique 

 Procambarus clarkii est lô®crevisse la plus cosmopolite du monde. Elle est capable de 

tolérer des environnements extrêmes et pollués. Elle a été utilisée comme indicateur de 

pollution métallique dans de nombreuses études environnementales (Gherardi, 2006; cf. 

chapitre I-A). Ainsi, lóacquisition de biomarqueurs de toxicit® du Cd et de lôU sur P.clarkii a 

de fortes de chances dô°tre utilisable sur le terrain dans des ®tudes de 

biomonitoring/surveillance ou dô®valuation des risques ®cologiques. 

Ces organismes peuvent accumuler les métaux et possèdent plusieurs caractéristiques 

appréciées en écotoxicologie (Finerty et al., 1990; Sánchez López et al., 2004; Higueras et al., 

2006; Hothem et al., 2007; Richert et Sneddon, 2008; Faria et al., 2010; Moss et al., 2010; 

Suárez-Serrano et al., 2010). En effet, cette espèce est considérée comme une espèce 

sentinelle car elle a une mobilit® r®duite dans lôenvironnement et peut donc refl®ter une 

pollution locale. Les individus sont facilement capturés en milieu naturel. Au stade adulte, ils 

fournissent assez de matériel biologique pour effectuer plusieurs analyses biochimiques sur un 

m°me sp®cimen. Lô®tude mutli-crit¯res dôeffet gagne ainsi en coh®rence en limitant la 

variabilité inter-individuelle. De plus, cette espèce se conserve facilement en laboratoire et sa 

maintenance est peu coûteuse. Sa position dans la chaîne trophique fait en sorte que cet 

organisme peut être un vecteur potentiel de contamination pour les niveaux trophiques 

supérieurs (Gherardi, 2006).  

 En se basant sur les travaux de Dörr et al. (2008) et de Elia et al. (2007), il semblerait 

que les réponses enzymatiques de la plupart des antioxydants chez P. clarkii diffèrent entre 

les m©les et les femelles apr¯s une exposition au s®l®nium. Afin dô®viter tout facteur de 

confusion relatif ¨ ces questions, il a ®t® d®cid® de nôutiliser que des individus mâles dans la 

suite de notre travail. 

 

2. Objectifs détaillés et justification de la démarche expérimentale 

Le but in fine de notre programme de recherche est dô®valuer la toxicit® de lôU par 

rapport ¨ celle dôun contaminant bien document® dans la bibliographie, le cadmium. La 

première partie de ce travail a consisté à comparer les mécanismes impliqués dans le stress 

oxydant, les atteintes mitochondriales et histologiques après une contamination aigüe (fortes 

doses, temps courts) et chronique (faible dose, temps longs) au Cd. Ensuite, nous avons 
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essay® dôidentifier des biomarqueurs sensibles au Cd quelque soient la dur®e dôexposition et 

la concentration utilisée (Chapitre III). Lôoriginalit® de cette premi¯re approche consiste 

surtout ¨ lôutilisation des r®ponses dôexpression g®nique repr®sentatives de diff®rents 

mécanismes (fonctionnement de la chaîne respiratoire mitochondriale, stress oxydant et 

d®toxication) comme outils pour mettre en ®vidence les impacts de ce m®tal sur lô®crevisse P. 

clarkii. 

Dans un deuxi¯me temps, des exp®riences de contamination ¨ lôuranium ont ®t® 

men®es. En effet, les ®tudes dôimpact de U sur les crustac®s font cruellement d®faut dans la 

littérature. Il a donc été nécessaire de tester différentes concentrations (de 30 à 8000 µg/L de 

UA) pendant de courtes dur®es dôexposition (4 et 10 jours). Lôobjectif principal de cette ®tude 

®tait dô®valuer les atteintes de lôU ¨ diff®rentes ®chelles de lôorganisation biologique (g¯nes, 

histologie et survie) et dôessayer de d®terminer des biomarqueurs précoces. Nous avons 

®galement tent® de lier les r®ponses biologiques entre elles et ¨ la bioaccumulation de lôU 

dans les organes correspondants (Chapitre IV-A). 

 Dans un troisième temps, nous avons soumis les écrevisses à une exposition chronique 

dôuranium appauvri (30 et 60 jours) à 30 µg/L de UA, ce niveau de contamination étant 

repr®sentatif de concentrations rencontr®es en milieu naturel. Lôobjectif ®tait de v®rifier 

lô®volution des r®ponses g®niques, enzymatiques et histologiques au cours du temps (Chapitre 

IV-B) ainsi quôune ®ventuelle histopathologie. 

Dans une quatrième partie, nous avons essayé de discriminer les effets entre la radio- 

et la chimiotoxicit® de lôU. Pour cela, nous avons expos® des ®crevisses ¨ une faible 

concentration soit 30 µg/L de UA ou de 
233

U (activité spécifique plus élevée) pendant 4 et 10 

jours. Le choix de cette concentration et de cette dur®e dôexposition a ®t® pris en relation avec 

lôexp®rience pr®c®dente. Elle permet de v®rifier la r®p®tabilit® des r®ponses g®niques ®tudiées 

apr¯s exposition ¨ lôuranium appauvri. Durant cette ®tude, nous nôavons pas effectu® 

dôanalyses histologiques car les r®sultats de lôexp®rimentation pr®c®dente indiquaient que les 

atteintes structurales nô®taient pas significatives apr¯s exposition à 30 µg/L de UA. 

Cependant, les r®ponses dôun autre niveau de lôorganisation biologique ont ®t® test®es durant 

cette expérience via le suivi dôactivit®s enzymatiques impliqu®es dans la d®fense contre le 

stress oxydant (Chapitre IV-C).  

 La dernière partie de ce travail concerne la comparaison des impacts de lôU et du Cd 

sur les paramètres biologiques étudiés précédemment après exposition aigüe (40 µM : 8 mg 

U/L et 5 mg Cd/L; 4 et 10 jrs) et chronique (0.1 µM : 30 µg U/L et 10 µg Cd/L ; 30 et 60 jrs 

(Chapitre V). Il faut mentionner que les expositions au Cd et ¨ lôU ont ®t® r®alis®es au m°me 
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moment sur des lots dô®crevisses provenant dôun m°me lieu afin de limiter les variations des 

réponses liées ¨ lô®tat physiologique des organismes. Un bilan de la d®marche expérimentale 

retenue est présenté dans le Tableau 8. 

 

Tableau 8 : Bilan de la démarche expérimentale retenue. Note : les organes de P. clarkii 

en italique nôont fait lôobjet que dô®tude de bioaccumulation. (UA) uranium appauvri. 

(Cd) cadmium. 

 

3. Choix des concentrations 

Dans lôexp®rience dôexposition aigüe des écrevisses au Cd, nous avons choisi 

dôutiliser une large gamme de concentrations (50, 500 et 5000 µg/L) pendant 4 et 10 jours. 

Rappelons que dans les pays en voie de développement, il est possible de trouver des zones 

fortement contaminées au Cd avec des concentrations pouvant atteindre 1000 µg/L (Belabed 

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

plus élevée en U (8 mg/L) en termes de concentration molaire (40 µM). Cette concentration 

permet la comparaison des effets de lôU et du Cd ¨ fortes doses. Il faut mentionner que la dose 

de Cd qui cause 50% de mortalité des écrevisses P. clarkii pendant 96h (LC50-96h) reportée 

dans la littérature varie entre les études. En effet, Del Ramo et al. (1987) ont reporté une 

valeur équivalente à 58.5 mg/L pour les adultes (intervalles de confiance à 95%: 41.8- 81.9 

Etudes Métaux Concentration(s) 
temps 
 (jrs) 

Effets étudiés Tissus cibles/  
bioaccumultion 

Stade de 
mue Mortalité Histologie stress oxydant Mitochondries 

Chapitre III Cd 
Fortes: 50, 500 et 

5000  µg/L 
4 - 10 R R 

Expression 
génique 

Expression 
génique 

Branchies + 
hépatopancréas 

Intermue 

    Faible: 10 µg/L 30 - 60 R R 

Expression 
génique 
+ activité 

enzymatique 

Expression 
génique 

Branchies + 
hépatopancréas 

Intermue 

Chapitre IV-
A 

UA 
Fortes: 600, 4000 

et 8000 µg/L 
Faible: 30 µg/L 

4 - 10 R R 
Expression 
génique 

Expression 
génique 

Branchies +  
hépatopancréas 

Intermue 

Chapitre IV-
B 

UA Faible: 30 µg/L 30 - 60 R   

Expression 
génique 
+ activité 

enzymatique 

Expression 
génique 

Branchies +  
hépatopancréas 

Prémue 

Chapitre IV-
C 

UA vs 
233U 

Faible: 30 µg/L 4 - 10 R   

Expression 
génique 
+ activité 

enzymatique 

Expression 
génique 

Branchies + 
Hépatopancréas 
+ Glande verte + 

Estomac + 
Intestin + 
Muscles + 
Carapace 

Intermue 

Chapitre V UA vs Cd Fortes: 40 µM 4 - 10 R R 
Expression 
génique 

Expression 
génique 

Branchies +  
hépatopancréas 

Intermue 

    Faibles: 0.1 µM 30 - 60 R R 

Expression 
génique 
+ activité 

enzymatique 

Expression 
génique 

Branchies +  
hépatopancréas 

Intermue 
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mg/L), alors quôune ®tude plus r®cente a montré que la LC50-96h de cette espèce (au stade 

adulte) est égale à 2.66 mg/L (intervalles de confiance à 95%: 1.57- 4.44 mg/L) (Wigginton et 

Birge, 2007). Ces contradictions semblent être liées aux conditions physico-chimiques de 

lôeau utilis®e durant les expériences, modifiant la biodisponibilité du Cd. Ainsi, nous avons 

d®cid® dôeffectuer une exposition aigüe en utilisant notre eau synthétique dans le but de 

déterminer une LC50-96h et une LC10 qui auraient pu être utilisées dans la suite des 

expériences.  

La concentration de 10 µg Cd/L a été choisie pour correspondre à la même 

concentration molaire (0.1 ÕM) de celle de lôU dans la condition dôexposition la plus faible 

(30 µg U/L) pour faciliter la comparaison des effets. De plus, cette concentration en Cd peut 

être retrouvée dans les milieux aquatiques pollués européens (Koliadima et Karaiskakis, 1990; 

Martín-Díaz et al., 2006; Morin et al., 2007). 

 

Dans la premi¯re exp®rience dôexposition de P. clarkii ¨ lôU, nous avons test® une 

large gamme de concentrations allant de 30 à 8000 µg U/L représentatives de situations 

environnementales. La concentration la plus faible est proche de la valeur conseillée par 

lôorganisation mondiale pour la sant® qui est ®gale ¨ 15 Õg/L (WHO, 2001) et se retrouve 

dans des milieux ¨ proximit® dôanciens sites miniers en France. La concentration de 600 Õg/L 

est repr®sentative des niveaux retrouv®s dans lôeau de consommation humaine issue de puits 

de forage proche de zones industrielles fortement impactées (ex : Canada et la Norvège) 

(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 en aval immédiat de sites miniers 

(Ragnarsdottir et Charlet, 2000).  

Dans les autres expériences, nous nous sommes focalisés sur la plus faible 

concentration dôU (30 Õg/L) car le programme de recherche mis en îuvre dans cette th¯se 

sôins¯re dans le contexte du programme ENVIRHOM, dédié à la caractérisation des effets 

biologiques des substances radioactives (dont lôU) lors dôexpositions chroniques ¨ faibles 

doses. 
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4. Choix de lôexposition par voie directe et de la composition ionique de lôeau 

 Les différentes formes chimiques de lôU d®terminent sa biodisponibilit® et, par 

conséquent, son accumulation et les effets potentiels toxiques. Nous avons décidé de favoriser 

la biodisponibilité de ces deux métaux. Les connaissances actuelles respectant le modèle de 

lôion libre consid¯rent que lôion uranyle et les hydroxyles dôuranium sont les esp¯ces les plus 

biodisponibles. Ainsi, nous avons utilisé une eaus ynthétique (Tableau 4) présentant des 

spécificités jugées intéressantes vis-à-vis de la sp®ciation de lôU comme un pH compris entre 

6.5 et 7, une absence de phosphates (complexant majeur de lôU) et une faible concentration en 

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

de conditions physiologiques pour lôanimal et lôoptimisation de la biodisponibilit® de lôU. Peu 

dôinformations existent dans la litt®rature concernant les param¯tres physico-chimiques 

optimaux pour le maintien de P. clarkii. Dôapr¯s Roqueplo (1992), les ®crevisses ont besoin 

dôune concentration de calcium dissous entre 5-120 mg/L (la concentration de Ca
2+ 

dans notre 

eau est égale à 65.72 mg/L). Dans le tableau 4 figure la composition ionique des eaux dans 

lesquelles les écrevisses ont été conservées (eau du lac dôEsparron et eau du réseau). Ce 

tableau renseigne sur 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 assurer la disponibilit® de lôU lors des exp®riences de contamination sur différents 

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

sont très peu minéralisées et potentiellement incapables de fournir les ions nécessaires aux 

crustacés. Nous avons donc décidé de modifier la composition ionique de lôeau utilis®e par 

Zeman et al. (2008) pour les micro-crustacés Daphnia magna en changeant les concentrations 

en Ca
2+

, NO3
-
 et HCO3

-
 afin de diminuer le pH et favoriser une meilleure disponibilit® de lôU. 

Enfin, nous avons choisi dôexposer les ®crevisses par voie directe. En effet, les taux de 

transfert trophique de lôU sont généralement faibles (Simon et Garnier-Laplace, 2005). 

 

5. Choix des paramètres biologiques 

Comme nous lôavons d®j¨ mentionn®, il existe tr¯s peu dôinformations dans la 

littérature concernant les réponses biologiques au niveau sub-cellulaire suite à une 

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

document®e. De nombreuses ®tudes ont propos® lôutilisation des MT et des r®ponses des 

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

v®rifier si ces biomarqueurs identifi®s pour le Cd peuvent t®moigner dôune toxicit® de lôU 

chez lô®crevisse. De plus, les travaux de Barillet et al. (2007, 2011) et de Lerebours et al. 
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(2009, 2010b), sur Danio rerio ont d®j¨ montr® que lôU peut g®n®rer un stress oxydant chez 

les poissons. Vu que ces deux métaux semblent avoir un effet commun, cette piste a donc 

suscité notre intérêt. De plus, la comparaison des réponses face au stress oxydant permettra de 

mettre en évidence des diff®rences potentielles dans les m®canismes dôaction de ces deux 

métaux.  

De m°me, nous nous avons ®tudi® les impacts de lôU et du Cd sur les mitochondries. 

Ces organites ont un rôle primordial, puisque l'énergie fournie par les molécules organiques 

est récupérée sous forme d'ATP (énergie utilisable par les cellules) dans la mitochondrie, la 

source principale d'énergie pour la cellule eucaryote, par le processus de phosphorylation 

oxydative. Ils interviennent aussi dans des processus critiques pour les cellules comme la 

génération du stress oxydant ou la mort cellulaire programmée. Dôapr¯s Chavez-Crooker et al. 

(2002), les mitochondries peuvent séquestrer les métaux. Ces organites peuvent être donc des 

cibles potentielles de lôU et du Cd dans le cas dôune contamination des ®crevisses. Tout 

dysfonctionnement mitochondrial peut entrainer des changements au niveau du 

fonctionnement cellulaire, peut avoir des conséquences graves sur la santé des organismes et 

dans les cas extrêmes peut conduire à leur mort (Duchen, 2004a; Duchen, 2004b). Rappelons 

que Lerebours et al. (2009, 2010a, 2010b) ont montr® que lôU peut impacter les mitochondries 

des poissons zèbres. De même, Gonzalez et al. (2006) ont mis en évidence des altérations de 

lôexpression de g¯nes mitochondriaux chez Danio rerio exposés au Cd. Ces différentes études 

ainsi que le r¹le important quôoccupent les mitochondries au sein des cellules ont conforté 

notre choix de suivre les impacts des métaux sur ce paramètre biologique. 

Lôhistopathologie permet de rendre compte de r®ponses ¨ un niveau dôorganisation 

biologique supérieur. Ces réponses sont en effet consécutives de celles observées au niveau 

dôorganisation inf®rieurs (interactions chimiques et cellulaires) et sont généralement 

indicatrices de pathologies et de dommages irr®versibles (n®crose, apoptose). Lôun de nos 

objectifs ®tant dô®tablir un lien entre les atteintes ¨ diff®rentes ®chelles de lôorganisation 

biologique de lô®crevisse, ce niveau dôint®gration nous semblait pertinent. Les r®ponses 

histopathologiques peuvent °tre aussi corr®l®es ¨ des changements au niveau de lôindividu tels 

des changements physiologiques, des dysfonctionnements des organes et la mortalité 

(param¯tre biologique choisi pour ®valuer lôimpact des m®taux). 

 Les tissus choisis pour les analyses dôhistopathologie ont ®t® les tissus branchiaux 

(Figure 29) et hépatiques (Figure 30). Cependant, la complexité de la morphologie des 

branchies (Figure 29) nôa pas permis de bien distinguer les effets des m®taux sur les 

structures, nous nôavons donc pas donn® suite ¨ cette ®tude. 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Mati%C3%A8re_organique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Ad%C3%A9nosine-triphosphate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphorylation_oxydative
http://fr.wikipedia.org/wiki/Phosphorylation_oxydative
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Figure 29: Repr®sentation sch®matique dôun feuillet branchial dôune ®crevisse. (lam) 

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 très minces (Freire et al., 2008). 
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Figure 30: Représentation schématique des différents types de cellules de 

lôh®patopancr®as des ®crevisses. (R) cellule de type R : absorbe les nutriments, stocke et 

métabolise le glycogène et les lipides. (F) cellule de type F : synthétise des enzymes 

digestives et les stockent dans des vacuoles. (B) cellule de type B : côest la transformation 

des cellules de type F pr®sentant une ®norme vacuole qui r®sulte de lôengorgement des 

enzymes digestives. Ce stade est suivi de lôexcrétion des enzymes. (ac) complexe apical ; 

(bi) invagination basale ; (bl) lamina basal ; (cm) fibre musculaire circulaire ; (cv) 

vésicule ; (dv) corps vésiculaire dense ; (Fe) granules de fer dans des vacuoles ; (gly) 

glycogène ; (gol) corps de golgi ; (hem) hémolymphe ; (ld) gouttelettes lipidiques ; (lm) 

fibre musculaire longitudinale ; (lu) lumen du tubule ; (myo) réseau myoépithélial ; 

(hp ?) processus de neurosecrétion possible ; (pin) vésicules de la pinocytose (absorption 

de gouttelettes de liquide) ; (sec) surface dôentr®e pr®sentant des invaginations ; (vac) 

vacuole (Loizzi, 1971). 
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6. Choix des marqueurs de contamination 

Au cours de ces travaux de thèse, comme les concentrations utilisées en U étaient très 

inf®rieures aux doses l®tales, lôutilisation des marqueurs sensibles sôest av®r®e judicieuse. 

Lô®chelle mol®culaire consid®r®e comme ®tant la plus fine dans le cadre dôexposition ¨ faibles 

doses permet lôanalyse de r®ponses pr®coces. Les modifications mol®culaires sont les 

premiers signes de perturbations dues à un stress. Les marqueurs de transcription ont été 

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

sensibilit® (He et al., 2011) mais aussi parce quôils permettent de caract®riser et de mieux 

comprendre les modes dôactions toxiques et les cibles cellulaires dôun contaminant. En effet, 

lôanalyse des profils dôexpression de g¯nes (®tude de g¯nes cibles ou analyse 

transcriptomique) constitue une approche puissante pour caractériser les différentes atteintes 

mol®culaires potentiellement impliqu®es dans les m®canismes de toxicit® de lôU ou du Cd.  

Cependant le génome de P. clarkii est loin dô°tre compl¯tement s®quenc®. Durant ce 

programme de recherche, nous avons réussi à séquencer le gène atp6 codant pour la sous 

unit® 6 de lôATP synthase et le g¯ne mt codant pour la métallothionéine (Figure 31). Les 

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

comparées aux séquences présentes dans la base de données de NCBI (Tableau 9) pour 

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

apr¯s le s®quen­age nôappartiennent quôaux gènes visés. Nos tentatives pour séquencer les 

g¯nes codant pour les enzymes dôint®r°t impliqu®s dans les r®ponses face au stress oxydant 

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

nucl®otidiques obtenues apr¯s le clonage et le s®quen­age nô®taient pas suffisamment 

sp®cifiques aux g¯nes vis®s (similarit®s avec dôautres g¯nes de la base de donn®es). Ceci était 

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

s®quenc®es chez dôautres esp¯ces et tr¯s rarement chez les crustacés. En conséquence, 

lôalignement de s®quences provenant dôesp¯ces diff®rentes et codant pour une m°me enzyme 

dôint®r°t nôa pas permis de d®terminer une r®gion bien conserv®e et sp®cifique du g¯ne vis® 

quelque soit lôesp¯ce consid®r®e. Ainsi, vu le manque dôinformations actuelles dans la base de 

données (NCBI), nous nôavons pas pu donner suite ¨ cette ®tude.  
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Figure 31: S®quences partielles de nucl®otides et les s®quences dôacides aminés déduits 

(5ô3ô cadre de lecture +1) du gène de la métallothionéine (mt) et de lôad®nosine 

triphosphate synthase-sous unité six (atp 6) de lô®crevisse Procambarus clarkii. Les 

nombres ¨ droites repr®sentent le nombre de nucl®otides (pb) et dôacides aminés. Le 

codon initial (ATG) est marqué en gras. 

 

Tableau 9: Comparaison de la similarité des séquences nucléotidiques (NCBI-BLASTn) 

et des acides aminés (NCBI-BLASTp) des gènes mt et atp6 de P. clarkii à celles présentes 

dans la banque de données de NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 

Gènes de 

P.clarkii 
séquence concernée 

% de similarité des séquences concernées 

chez P. clarkii avec celles des espèces 

présentes dans la banque de donnée de NCBI 

mt séquence nucléotidiques 88% avec Homarus americanus 

  88% avec Pasifastacus leniusculus 

 séquence des acides aminés 95% avec Astacus astacus 

  95% avec Pacifastacus leniusculus 

  93% avec Homarus americanus 

atp6 séquence nucléotidiques 70% avec Schistocerca gregaria 

 séquence des acides aminés 70% avec Cherax dispar 

  68% avec Cherax 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 

lôanalyse fonctionnelle des prot®ines dôun m®canisme dôint®r°t soient considérées moins 

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

dôapprofondir le mode dôaction du toxique et dôacqu®rir une signification biologique plus 

importante.  

Lôanalyse des dommages au niveau de lôultrastructure cellulaire ou tissulaire permet 

de confronter les observations aux r®sultats mol®culaires. Lôhistopathologie pourra aider ¨ 

mieux comprendre les effets au niveau moléculaire puisque les dysfonctionnements 
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cellulaires peuvent conduire à des atteintes aux niveauxsupérieurs de lôorganisation 

biologique (ex : tissus/organes, physiologie, comportement).  

Les concentrations tissulaires en U ou Cd permettent dô®valuer les capacit®s 

dôaccumulation et dô®tablir des relations entre les niveaux dôaccumulation et les effets 

biologiques observés. Les mesures réalisées après différentes durées dôexposition (aig¿e 

versus chronique) et apr¯s diff®rents niveau dôexposition contribuent ¨ lô®valuation de la 

distribution de lôuranium dans les tissus.  

 

7. Choix des organes 

Deux organes majeurs ont été utilisés dans ce travail de thèse, les branchies et 

lôh®patopancréas.  

Les branchies sont les principaux sites dô®changes gazeux et dôosmor®gulation chez 

les organismes aquatiques. De plus, ces organes sont en contact direct avec lôeau, donc dans le 

cas dôune exposition via le milieu environnant (par voie directe) ce sont les premiers tissus à 

°tre contamin®s. Dôapr¯s Borovic et al. (2008), les branchies des ®crevisses poss¯dent un seuil 

bas de réponse face au stress oxydant. Le système de défense va être stimulé pour former la 

premi¯re ligne de lutte de lôorganisme contre les effets dommageables comme le stress 

oxydant.  

 

Lôh®patopancr®as des crustacés est un organe à plusieurs fonctions. Il joue un rôle 

dans la digestion et lôabsorption de diverses mol®cules organiques. De plus, côest un site de 

stockage des métaux et de détoxication (Sterling et al., 2007). En effet, cet organe est un site 

important dôaccumulation du Cd chez les crustacés (Wang et al., 2001). Martin-Diaz (2006) a 

montré que P. clarkii peut accumuler significativement le Cd dans cet organe après exposition 

par voie directe. Simon et Garnier-Laplace (2005) et Chassard-Bouchaud (1982) ont démontré 

que les écrevisses peuvent aussi accumuler lôU dans ce tissus. Vu les r¹les importants que 

détient cet organe, lôh®patopancr®as est le si¯ge o½ se d®roule de multiples r®actions 

oxydatives et en conséquence un site où la génération des radicaux libres pourra être 

considérable dans le cas dôune contamination m®tallique (Borkovic et al., 2008).  

Ainsi, en raison des fonctions physiologiques assurées par les branchies et 

lôh®patopancr®as, leurs capacit®s dôaccumulation des m®taux et leurs potentielles sensibilit®s 

de réponses face au stress oxydant, nous avons choisi dôeffectuer les analyses biochimiques 

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

effectuer diverses analyses biologiques ou toxicologiques (Figure 32). En parallèle, nous 
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avons men® lô®tude de la bioaccumulation de ce m®tal dans dôautres organes (estomac, 

intestin, glande verte, muscles et carapace) après exposition par la voie directe à une faible 

concentration (30 µg/L de DU ou 
233

U) pendant une courte durée (4 et 10 jours) pour 

contribuer ¨ identifier lôorganotropisme de lôU.  

 

 

Figure 32: Photos illustrant la taille des branchies et de lôh®patopancr®as par rapport au 

corps entier de lô®crevisse P. clarkii(source: J.M.B/IRSN/LRE). 

Branchie
s 
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Chapitre II   
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1. Conditions expérimentales 

1.1. Dispositifs expérimentaux 

Les organismes utilisés durant ces travaux ont été collectés dans le marais de Vigueirat en 

Camargue, au sud de la France(coordonnées GPS : 43ę31.863ôN- 4ę45.417ôE) (Figure 33). 

Ces organismes supportent aisément une courte période de transport à sec. Une fois dans le 

laboratoire, ils ont été acclimatés environ 3 semaines aux conditions de l'expérimentation : 

photopériode jour/nuit de 12/12h; eau synthétique à pH 6.5 ¨ 17 Ñ 1ÁC. Afin dôassurer 

lôhomog®n®it® de la qualit® de lôeau synth®tique, celle-ci était fabriquée à partir de solutions 

mères de sels fortement concentrées (1000x) (Tableau 10). Le suivi des concentrations des 

anions majeurs dans cette eau a été réalisé par chromatographie anionique en phase liquide 

(cf. chapitre III 3.2). Lors des expériences de 10 jours, le renouvellement de lôeau synthétique 

(50 % par jour) se faisait manuellement et ponctuellement (une fois par jour) alors que pour 

les exp®riences chroniques (60 jours), des syst¯mes dôexposition sp®cifiques ont ®t® mis en 

place (Figure 34).Dans ce cas de figure, le renouvellement de lôeau se faisait en continu 

(syst¯me ouvert) impliquant lôutilisation de nourrices de 300L pour servir de sources ¨ ce 

système régulé par des pompes péristaltiques. Dans ce genre de dispositif, le taux de 

renouvellement quotidien était de 25 % ; compromis entre le respect du maintien de la 

sp®ciation et la r®duction des volumes dôeffluents. Mise ¨ part cette diff®rence, toutes les 

expériences se sont déroulées dans des unités expérimentales contenant environ 3 écrevisses/L 

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

pour ®viter le cannibalisme. Lôoxyg®nation de lôeau ®tait assur®e par un bullage dôair 

permanent. Une pompe ¨ eau plac®e ¨ lôint®rieur des unit®s exp®rimentales a permis dôassurer 

une circulation de lôeau et par cons®quent lôhomog®n®isation de la contamination. Un syst¯me 

de régulation automatique du pH (pH-stat) relié à un pH-mètre a permis la rectification directe 

du pH par ajouts dôHCl (1 M) quand la valeur mesurée dépassait la valeur de consigne (pH 

6.5). Le maintien de la temp®rature de lôeau des unités expérimentales a été assuré par 

lôutilisation de cryostat (refroidissement de la colonne dôeau par rapport ¨ lôair ambiant) dans 

des bains-marie thermostat®s. Un syst¯me de circulation de lôeau ¨ lôint®rieur de ces bains 

assurait lôhomog®n®isation de l'eau et donc de la temp®rature. 
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Figure 33 : Carte du lieu de prélèvement des écrevisses (source: http: //www.marais-

vigueirat.reserves-naturelles.org/pages/page1.htm). 

 

Tableau 10 : Concentration des solutions mères de sels nécessaires pour la préparation 

de lôeau synth®tique. 

Sels mg/L 

CaCl2, 2H2O 233,60 

Ca(NO3)2,4H2O 9,03 

MgSO4, 7H2O 123,15 

NaCl 49,09 

NaHCO3 1,26 

KCl 5,96 

CaSO4, 2H2O 1,55 
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Figure 34 : Dispositif expérimental (source: S.AL.K/IRSN/LRE). 

 

 

1.2. Mod®lisation de la sp®ciation de lôU 

La modélisation de la sp®ciation de lôU dans nos conditions dôexposition a ®t® effectu®e 

avec le logiciel J-CHESS (base de données thermodynamiques, IRSN LRE V.6) pour les 

diff®rentes conditions dôexposition (cf. chapitre II). Dans lôeau synth®tique ®quilibr®e avec la 

pression atmosphérique de CO2 (pCO2 atm), la modélisation de la spéciation de 30µg U/L a 

montr® quô¨ pH 6.5 les esp¯ces dominantes dans lôeau ®taient: 42% de (UO2)2CO3(OH)3
-
, 

25.7% de UO2CO3
0
, 8.8% de UO2(OH)2

0 
(Figure 25 et Tableau 11).  
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Dans le cas o½ lôeau utilis®e ®tait ¨ pH 7, les esp¯ces majoritaires étaient: 52.1% de 

Ca2UO2(CO3)3
0
, 20.5% de CaUO2(CO3)3

2-
, 9.4% de (UO2)2CO3(OH)3

- 
et 8% de UO2(CO3)2

2-

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

De même, les espèces majoritaires ¨ pH 7 pour une concentration dôU de 600 Õg/L, 

4000µg/L et 8000µg/L étaient le (UO2)2CO3(OH)3
- 
(41.9%, 73% et 79.6% respectivement), le 

Ca2UO2(CO3)3
0
 (35.7%, 15.6% et 7.1% respectivement) et le CaUO2(CO3)3

2-
 (13.9%, 6%, et 

2.8% respectivement). Il faut mentionner que lôaugmentation de la concentration en U dans la 

colonne dôeau augmente le risque de formation de pr®cipit®s. En th®orie ¨ pH 7 un pr®cipit® 

apparait uniquement à la plus forte concentration testée et ceci en proportion négligeable (7%) 

(Figure 35). 

 

Tableau 11 : Pourcentage dôesp¯ces dôU majoritairement pr®sentes dans une eau douce 

synthétique adaptée aux besoins des écrevisses à pH 6.5 et 7 (simulation de 30 µg U/L 

avec le programme de spéciation géochimique J-CHESS). 

pH 6.5 7 

UO2
2+

 0.7% 0.024% 

(UO2)2CO3(OH)3
-
 42% 9.4% 

Ca2UO2(CO3)3
0
 7.6% 52.1% 

CaUO2(CO3)3
2-

 3% 20.5% 

MgUO2(CO3)3
2-
 0.1% 0.5% 

UO2(CO3)2
2-

 6.8% 8.0% 

UO2(CO3)3
4-

 0.04% 0.3% 

UO2(OH)2
0
 8.8% 3.1% 

UO2(OH)3
-
 0.4% 0.5% 

UO2CO3
0
 25.7% 5.1% 

UO2OH
+
 4.6% 0.5% 

UO2SO4
0
 0.2% 0.01% 
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Figure 35: Spéciation chimique de 600, 4000 et 8000 µg/L dôuranium dans une eau douce 

synthétique adaptée aux besoins des écrevisses (simulation avec le programme de 

spéciation géochimique J-CHESS). (c) forme cristallisée. 
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1.3. Gestion de lôexposition aux radionucl®ides en laboratoire 

Lôutilisation de radionucl®ides en laboratoire n®cessite de respecter des règles de 

radioprotection des travailleurs. Ainsi pour chaque type dô®metteur, une quantit® maximale 

utilisable sur paillasse est définie en fonction de groupes de risque auquel il appartient et de la 

zone de manipulation (zone surveillée versus zone contrôlée) (cf. Annexe). Côest une des 

raisons qui a limité lôutilisation de lôuranium 233 dans de grands volumes (300 L) et à fortes 

doses. Les quantités maximales manipulables étaient respectivement égales à 0.226 mg et 153 

mg pour lô
233
U et pour lôuranium appauvri. De plus, les effluents de déchets radioactifs et de 

métaux stables (Cd) nécessitaient une prise en charge particulière. Ils étaient stockés en cuve à 

effluents avant évacuation vers la station de traitement alors que les déchets solides très 

faiblement radioactifs était répartis dans les diverses filières de traitement en fonction de leur 

nature. Afin de minimiser les rejets de Cd et dôU, nous avons développé au cours de cette 

thèse une technique de piégeage de ces métaux. Nous avons utilisé un mini réacteur formé 

dôune colonne en PVC contenant de la calcite (265g de CaCO3; Ø1mm), à travers lequel lôeau 

contaminée passet en circuit fermé de façon continue avec un débit de 15L/h(Figure 36). Ce 

système permettait dô®purer lôeau gr©ce ¨ la sorption des m®taux sur la calcite. Ainsi, 97% de 

sorption du Cd initialement pr®sent dans 3L dôeau synth®tique (10 Õg Cd/L) a ®t® observ® en 

moins dôune heure. De m°me, 80% de sorption de lôU initialement pr®sent dans 3L dôeau 

synthétique (100 µg U/L) a été noté en 24h et plus de 90% en 48h (Figure 37). Ces tests 

préliminaires ont été réalisés sur des eaux qui ne contenaient pas dôécrevisses. Au cours de 

nos expériences, nous avons noté une moindre efficacité du système probablement liée à la 

présence de matière organique excrétée par les organismes. Il est fort probable que cette 

matière organique soit entr®e en comp®tition avec les m®taux pour sôadsorber ¨ la calcite, et 

ainsi diminuer les sites de fixation pour les métaux, ou que les complexes métaux-matière 

organique ne soient pas piégés par la calcite. Quoi quôil en soit, ce syst¯me, facilement mis en 

place, a permis de réduire la concentration en métaux des effluents.  
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Figure 36 : Syst¯me de filtration de lôeau contamin®e au Cd ou ¨ lôU par la calcite pour 

minimiser les rejets(source: S.Al.K/IRSN/LRE). 
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Figure 37 : Suivi des concentrations de Cd ou dôU dans lôeau filtr®e en continu par la 

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

A chaque temps dôanalyse, quatre ¨ cinq ®crevisses ont ®t® pr®lev®es pour chaque 

condition dôexposition, pes®es (poids total), mesur®es du rostre jusquôau telson par 

lôinterm®diaire dôun pied ¨ coulisse (Figure 38) puis sacrifiées (broyage du ganglion sous-

îsophagien). Un maximum de 7 organes : les branchies, lôh®patopancr®as, la glande verte, 

lôestomac, lôintestin, les muscles et la carapace ont ®t® prélevés au cours des différentes 

expériences (Figure 39). Les analyses biochimiques et microscopiques ont été effectuées 

exclusivement sur les branchies et lôh®patopancr®as. Ces deux organes ont ®t® fractionnés au 

maximum en 4 parties suivant le type dôanalyse auquel ils allaient être destinés. Les fractions 

dédiées aux analyses dôexpression de g¯nes ont ®t® congelées à -80% dans du « RNA later » 

(Qiagen) afin dôoptimiser la conservation des ARNs. Les fractions dédiées aux analyses 

enzymatiques et à la bioaccumulation ont été stockées à -80°C. Les fractions des organes 

dédiées aux analyses microscopiques (~0.5 cm
3
)ont été immédiatement immergées dans une 

solution assurant la fixation chimique de la matière vivante(cf. chapitre III, 4.1.1).  

 

 
Figure 38 : Photo illustrant une mesure de la taille dôune ®crevisse(source: 

S.AL.K/IRSN/LRE) . 
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Figure 39 : Photo illustrant une écrevisse disséquée(source: J.M.B/IRSN/LRE). 
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3. Dosage des métaux et des ions 

3.1. Dosage des m®taux dans la matrice biologique et lôeau. 

3.1.1. Préparation des échantillons 

La mesure des contaminants dans les prél¯vements dôeau effectu®s pour le suivi de la 

pression de contamination durant les expériences nécessitait une acidification à 2% par du 

HNO3 (15.5 M). Les échantillons biologiques quant à eux étaient s®ch®s ¨ lô®tuve 48h ¨ 45ÁC 

puis pesés afin de pouvoir par la suite rapporter les quantités bioaccumulées à la masse de 

poids sec (PS). Une digestion des échantillons a été effectuée dans des tubes en polypropylène 

avec 3 ml de HNO3 (15.5 M) pendant 90 min à 95°C afin de décomposer la matière 

organique(Figure 40). Ensuite, les échantillons étaient évaporés à sec pendant 60 min à 

105°C. Ensuite, une seconde étape de minéralisation devait être réalisée, faisant intervenir du 

peroxyde dôhydrog¯ne pour assurer la digestion des derniers résidus. Deux ml de H2O2 (33%) 

étaient rajout®s puis chauff®s ¨ 105ÁC jusquô¨ ®vaporation (~20 min). Les matrices 

biologiques ainsi digérées étaient remises en solution et acidifiées en fonction de la technique 

analytique utilisée. Pour les analyses dôU en spectrom®trie par plasma ¨ couplage inductif 

(ICP-MS et ICP-AES), 5 ou 10 ml dôeau ultrapure acidifiée à 2% avec du HNO3 (15.5 M) 

étaient rajoutés à chaque échantillon biologique. Pour le dosage du Cd par spectrophotométrie 

d'absorption atomique électrothermique (SAAE), une dilution à 0.2% avec du HNO3 (15.5 M) 

a ®t® effectu®e. En ce qui concerne lôanalyse de 
233

U par comptage en scintillation liquide, 1 

ml de chaque minéralisat acidifié à 2% avec du HNO3 (15.5 M) a été rajouté dans un flacon 

en verre contenant 19 ml de liquide scintillant (Instagel, Packard Instruments, Rungis, 

France). 

La bioaccumulation a été calculée à partir de la formule suivante : 

Concentration organe(µg métal. g
-1

 PS)= (quantit® du m®tal d®tect®e dans lô®chantillon (Õg/L)/ 

masse du tissu en mg de poids sec)* facteur de dilution 

Les facteurs de bioaccumulation (AF) observés ont été calculés comme le rapport : 

AF = Corgane/ C eau 

où Corgane est la concentration en uranium bioaccumul®e dans lôorgane (ɛg métal.g
-1

PS) et C 

eau la concentration en uranium du milieu dôexposition (ɛg métal.g
-1

). 
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Figure 40: Procédure de digestion des échantillons biologiques(source: 

S.AL.K/IRSN/LRE) . 

 

3.1.2. Techniques analytiques utilisées 

3.1.2.1. Dosage du cadmium par spectrophotométrie d'absorption atomique 

électrothermique (SAAE) 

Le dosage du cadmium dans les échantillons a été effectué par spectrophotométrie 

d'absorption atomique électrothermique (4110 ZL; Perkin-Elmer ; ®quip®e dôun correcteur de 

bruit de fond à effet Zeeman) qui présente une limite de quantification de 0,1 ɛg.L
-1

 pour le 

Cd (Figure 41). Le principe de ce dosage repose sur une mesure de lô®chantillon ramen® ¨ 

lô®tat dôatomes libres (atomisation). L'®chantillon liquide est aspir® par un passeur 

automatique et introduit dans lôappareil puis porté à une température de 2 à 3000°C pour que 

les éléments présents se retrouvent sous forme ionisée. Lôatomisation est réalisée sous 

atmosph¯re inerte dans un dispositif dôatomisation ®lectrothermique sans flamme appel® 

« four graphite ». Le four est balayé par un flux d'argon (gaz inerte) qui protège les éléments 

de lôoxydation. Une lampe ¨ cathode creuse ®met un rayonnement sp®cifique de lô®l®ment 

étudié (228 nm pour le Cd) qui traverse le tube graphite dans lequel la solution est déposée 

par lô®chantillonneur. Les atomes qui apparaissent au cours de lôatomisation absorbent cette 

longueur dôonde. Lôabsorption est d®pendante de la concentration dôun ®l®ment et peut °tre 

exploitée analytiquement en relation avec un calibrage préalable (en présence de 

modificateurs de matrice). Des modificateurs de matrice sont utilisés de manière à éviter toute 
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absorption non spécifique due à des composés présents dans la matrice. Ces derniers peuvent 

en effet engendrer un biais très important lorsque des éléments sont dosés à faible 

concentration (̈  l'®chelle du ɛg.L
-1

).Lors des dosages du Cd, nous avons utilisé un mélange de 

palladium (Pd) et de nitrate de magnésium (Mg(NO3)2)comme modificateur de matrice. 

Notons que des échantillons certifiés ont été analysés afin de contrôler et valider la qualité des 

dosages(TORT-2: 26.7 ± 0.6 µg Cd/g, Lobster hepatopancreas; DOLT-2: 20.8 ± 0.6 µg Cd/g, 

Dogfish liver; NCR/CRNC, Ottawa, Canada). Comme une contamination par le Cd aurait pu 

survenir lors de la préparation des échantillons, nous avons analysé des blancs représentatifs 

des réactifs et de la procédure de préparations. Les valeurs de Cd détectéesétaient ainsi 

retranch®es de celles d®cel®es dans lô®chantillon. 

 

 

Figure 41 : Phototographie dôun SAAE 4110 ZL Perkin-Elmer(source: 

J.M.B/IRSN/LRE) . 
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3.1.2.2. Spectrom®trie dô®mission atomique par plasma ¨ couplage inductif 

(ICP-AES) 

La spectrom®trie dô®mission atomique est une m®thode photom®trique utilisant un 

plasma (gaz) maintenu ¨ une temp®rature de lôordre de 8000 Á K. A cette temp®rature, les 

atomes de lô®chantillon sont excit®s et ®mettent des radiations ®lectromagn®tiques (photons) 

caractéristiques. Selon le modèle de Bohr, les électrons constituent autour du noyau un nuage 

électronique, réparti en couches et sous-couches, dont le nombre est défini pour chaque 

atome. A chacune de ces sous-couches est associ® un niveau dô®nergie. En r¯gle g®n®rale, 

plus la sous-couche est éloignée du noyau, plus son niveau dô®nergie est ®lev®. Lorsquôun 

atome re­oit de lô®nergie suite ¨ une collision avec une autre particule ou ¨ lôabsorption dôun 

rayonnement, il va absorber cette ®nergie, ce processus correspondant ¨ lôexcitation. Cette 

excitation se traduit par un déplacement dô®lectron vers les sous-couches dô®nergie 

sup®rieure. Pour retrouver un ®tat stable, lô®lectron aura tendance ¨ retrouver le niveau de 

départ. Ce phénomène se traduit par lô®mission de photons de longueurs dôondes 

caractéristiques de chaque élément (spectre de raies dô®mission).Ainsi lô®l®ment va pouvoir 

être quantifié en fonction du nombre de photons émis, puisquôil est proportionnel au nombre 

dôatomes de lô®l®ment consid®r®. Pour le dosage de lôuranium quatre raies dô®mission sont 

utilisées 385, 409, 417 et 424 nm. Lô®chantillon est introduit dans lôICP-AES (Optima 4300 

DV, Perkin Elmer, limite de d®tection = 10 ɛg U/L ± 10%)sous forme liquide(Figure 42). Il  

est pris en charge par une pompe puis transformé en aérosol par un flux dôargon dans un 

nébuliseur. Il est ensuite transport® dans le plasma dôargon par un injecteur o½ il subit 

diff®rentes ®tapes dôatomisation et dôionisation, conduisant ¨ une excitation des atomes et des 

ions. Une gamme dô®talonnage a été effectuée au préalable de chaque dosage. Les solutions 

étalons (10, 25, 60, 160 et 400ɛg U/L) ont ®t® pr®par®es ¨ partir dôune solution mère 

dôuranium ¨ 1 g/L. Le contr¹le qualit® de ce dosage a ®t® r®alis® gr©ce ¨ la mesure dôun ®talon 

pr®par® dans la matrice des ®chantillons apr¯s lôanalyse dôune s®rie de dix échantillons. Un 

étalon interne, lôindium (50 mg/L ; acidifié à 2 % de HNO3 15.5M) a été aussi utilisé pour 

permettre une v®rification du bon fonctionnement de lôappareil et de lôinjection des ®talons et 

de chaque échantillon à mesurer. Pour cela, il suffit de vérifier que lôintensit® de lôindium est 

identique pour les ®chantillons dôune m°me matrice. 
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Figure 42 : Phototographie dôun ICP-AES Perkin Elmer Optima 4300 DV(source: 

J.M.B/IRSN/LRE) . 

 

3.1.2.3. Spectrométrie de masse par plasma à couplage inductif(LôICP-MS) 

Lôavantage de lôICP-MS pour le dosage de lôU r®side dans une meilleure d®tection 

(limite de quantification: 10 ng U/L Ñ 7%) que lôICP-AES ainsi que dans la possibilité de 

mesures isotopiques. Cette technique instrumentale dôanalyse multiélémentaire permet la 

quantification des ®l®ments dôun ®chantillon par analyse du signal ®mis (nombre de coups 

/seconde) à leur rapport masse/charge (m/z). Elle est basée sur le couplage d'une torche à 

plasma (argon ionisé, très haute température) qui permet une atomisation et une ionisation des 

®l®ments et dôun spectrom¯tre de masse quadripolaire qui discrimine les ions formés suivant 

leur rapport m/z. Pour cela, lô®chantillon acidifi® est introduit ¨ l'aide d'une pompe 

péristaltique dans une chambre de nébulisation où il est transformé en un aérosol à l'aide 

d'argon. Ceci est suivi dôune ®tape dôatomisation et dôionisation des ®l®ments, ainsi l'a®rosol 

formé est envoyé dans un plasma d'argon à très haute température (entre 6 000 et 10 000 

°C).Un système de vide différentiel permet la transmission des ions de la lentille de 

focalisation vers le quadripôle via un ensemble de lentilles ioniques. Ce quadripôle (Figure 

43) est constitué de deux paires de barreaux cylindriques amenées à des potentiels électriques 

opposés. Seuls les ions présentant un rapport masse sur charge particulier, sont sélectionnés 

grâce à la fréquence appliquée au quadripôle et ont un parcours stable. Ils peuvent ensuite être 

mesurés. Les autres entrent en collision avec un des barreaux du quadripôle. Les ions arrivant 

sur le d®tecteur permettent la g®n®ration dôun signal proportionnel au nombre dôions dôun 

même rapport m/z (nombre de coups/sec). Par le biais dôune courbe de calibration préparée à 
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partir dôun ®chantillon certifi® (10 mg U/L), le signal est transform® en concentration. 

Lôensemble des ®chantillons a ®t® préparé avec du HNO3 2% Suprapur. Notons que le 

bismuth a été utilisé comme étalon interne pour corriger un éventuel effet matrice. Au cours 

de lôanalyse, des blancs HNO3 2% ainsi que des contrôles qualités (étalons certifiés) ont 

régulièrement été analysés, respectivement tous les 5 ou 10 échantillons. 

 

 

Figure 43 : Photographie dôun ICP-MS Agilent 7500 Cx et schéma de la trajectoire des 

ions dans le quadripôle(source: J.M.B/IRSN/LRE). 

 

3.1.2.4. La scintillation liquide alpha 

Lôuranium 233 a ®t® dos® par scintillation liquide alpha (Quantulus 1220, Wallac-

PerkinElmer, Finland ; limite de détection 0.03 Bq/échantillon)(Figure 44). Cette technique 

consiste ¨ convertir lô®nergie cin®tique de la particule radioactive en ®mission de lumi¯re 

(photons) grâce à un liquide scintillant. Le liquide scintillant est un cocktail de différents 

composés organiques : un solvant et deux solut®s. Les mol®cules du solvant sôexcitent en 

absorbant lô®nergie des particules Ŭ, puis transmettent cette ®nergie aux mol®cules du premier 

soluté (ou scintillateur primaire) qui passent à un état excité à leur tour. Lors de leur retour à 

un ®tat stable qui sôaccompagne de lô®mission de photons entre 300 et 400 nm, elles excitent à 

leur tour les molécules du second soluté (ou scintillateur secondaire). Enfin, ces dernières en 

se désexcitant pour revenir à un état stable, émettent des photons entre 350 et 500 nm qui 
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interagissent avec les photocathodes des photomultiplicateurs. Lors de lôinteraction 

photon/photocathode, un ®lectron est ®mis en emportant une quantit® dô®nergie 

proportionnelle à celle du photon qui lui a donné naissance. La quantité de photons émise est 

donc proportionnelle ¨ lôactivit® radioactive pr®sente dans lô®chantillon et permet alors de 

d®terminer lôactivit® volumique de la solution (exprim®e en Bq/mL). La vérification de 

lôefficacit® de d®tection des particules Ŭ a ®t® faite gr©ce ¨ lôanalyse dô®talons pr®par®s ¨ partir 

dôune source certifi®e. Des blancs dô®chantillons ont aussi ®t® mesur®s ¨ chaque s®rie 

dôanalyse.  

 

 

Figure 44 : Schéma de fonctionnement du comptage en scintillation liquide et 

photographie dôun compteur en scintillation liquide de type Wallac quantulus 1400 

(Loffredo, 2011). 

 

3.1.3. Calculs des débits de doses 

Lôaccumulation dôuranium dans les organismes induit une irradiation interne et 

externe des tissus. La grandeur utilis®e pour quantifier cette irradiation ainsi que lô®nergie 

d®livr®e par le rayonnement sôappelle la dose absorb®e et sôexprime en gray (Gy). Pour ces 

travaux, les doses ont été estimées par modélisation via le logiciel EDEN 2 :2 (Elementary 

Dose Evaluation for Natural Environment) conçu pour le calcul de la dose radiologique reçue 

par les espèces non humaines exposées à une substance radioactive. Cette dose est estimée par 

le biais de facteurs de conversion de lôactivit® pr®sente qui prennent notamment en compte le 

type de rayonnement émis par chaque isotope ainsi que son énergie. Les facteurs de 

conversion de dose sont appelés DCCs (dose conversion coefficient), exprimés en gray par 

unit® (i) de temps et (ii) dôactivit® par unit® de masse du compartiment qui le contient: soit le 
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milieu environnant sôil sôagit dôune irradiation externe, soit de lôorganisme m°me sôil sôagit 

dôune irradiation interne (Gy/ j par Bq/g poids frais). On obtient ainsi un d®bit de dose, 

correspondant ¨ lôaccroissement de la dose par intervalle de temps et traduisant lôintensit® de 

lôirradiation (énergie absorbée par matière par unité de temps en Gy/h ou Gy/j). 

Dans cette étude, le débit de dose total (ddt) résultant de la somme du débit de dose 

interne (ddint) et du débit de dose externe (ddext) a ®t® calcul® pour lôh®patopancr®as des 

écrevisses avec : 

ddint=(DCChépatopancréas i _Ac i) 

ddd ext= (DCCeau i _Aceau i) 

où i est un isotope ou descendant donné ;  

DCChépatopancréas i, le coefficient de conversion calcul® par EDEN pour lô®l®ment i pour 

lôorganisme ; 

Ac i est lôactivit® de lô®l®ment i dans lôorganisme (Bq/kg) calcul®e ¨ partir de la concentration 

mesurée (g i/kg de poids sec) multipli®e par lôactivit® sp®cifique de i (Bq/g) ; 

DCCeaui, le coefficient de conversion calcul® par EDEN pour lô®l®ment i pour le milieu 

extérieur (eau). 

Ac eau i, i est lôactivit® de lô®l®ment i dans le milieu (Bq/g) calculée à partir de la concentration 

mesurée (g i/kg) multipli®e par lôactivit® sp®cifique de i(Bq/g). 

Les hypothèses utilisées pour ces calculs étaient : 

- G®om®trie et composition de lôh®patopancréas 

Les principes de calcul du logiciel EDEN pour les DCCs sont fonction des radionucléides 

®tudi®s mais aussi du sc®nario dôexposition ainsi que de la g®om®trie de lôorgane et de sa 

composition élémentaire: 

(i):Afin de calculer les DCCS pour lôh®patopancréas, la géométrie de cet organe a été 

assimilée à une ellipse (longueur : 4 cm ; hauteur : 0.65 cm ; largeur : 2 cm) composée 

dôhydrogène, de carbone, dôoxygène et dôazote, contribuant ¨ 10.2, 9.5, 77, et 2.3% de la 

masse totale respectivement (valeurs prises par défaut par le programme pour les matières 

organiques). Mentionnons que la forme des branchies est trop complexe pour être modélisable 

par le logiciel. 

(ii):La distribution de lôuranium a ®t® consid®r®e homog¯ne dans lôorgane pour lôutilisation du 

logiciel. 

- Débit de dose externe (ddext) : 

Quel que soit lôuranium utilis®, on consid¯re pour le calcul du d®bit de dose externe lôactivit® 

de tous les isotopes de cet uranium ainsi que celle de lôensemble des descendants ¨ 10 jours 
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(activité à 10 jours calculée via le logiciel Nuclides 2000) pour les solutions dôuranium 

appauvri et 233. 

- Débit de dose interne (ddint) : 

Pour ce calcul, lôactivit® de lôuranium accumul® a ®t® calcul®e ¨ partir des donn®es de 

bioaccumulation mesurées par ICP-MS ou par scintillation liquide et de la connaissance de 

lôisotopie des diff®rentes solutions utilisées: 

Uappauvri:99.65% 
238

U, 0.33% 
235

U, 0.0019% 
234

U, 0.011% 
236

U. 

Uranium 233 :
233

U (100%). 

La modélisation des descendants de lôuranium a été réalisée par le logiciel Nuclides 2000 

(Institute for Transuranium Elements, Karlsruhe, Germany). Le débit de dose interne a été 

calculé suivant 3 scénarios : 

(i) Seuls les isotopes de lôU ont ®t® accumul®s dans lôh®patopancr®as. 

(ii) Les isotopes de lôU présents dans le milieu ont été accumul®s dans lôh®patopancr®as avec 

leurs fils. Dans ce cas, un facteur de transfert (obtenu dôapr¯s la litt®rature) est appliqu® pour 

chaque élément afin dô®valuer lôactivit® des descendants de lôU (ex : 110 pour le Th et 10 

pour le Pa). 

 (iii) identique à (ii) + les descendants des éléments accumulés après 10 jours de décroissance 

correspondant ¨ la dur®e dôexposition. 

Pour les deux derniers scénarios, tous les radionucléides ont été considérés comme ayant pu 

°tre internalis®s d¯s le premier jour dôexposition tout en ayant la même cinétique (taux de 

transfert et dô®limination) et les m°mes cibles biologiques. 

Les DDCs calcul®s pour chaque isotope dôU et les descendants sont présentés dans le 

chapitre IV-C. 
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3.2. Chromatographie ionique 

La chromatographie ionique est une technique séparative couplée à une technique 

analytique (Figure 45). Elle a été utilisée pour mesurer les anions présents dans nos milieux 

dôexposition. La solution à quantifier en anions (minimum 10 mL) est entrainée dans une 

colonne ®changeuse dôanions (Dionex IonPack AS19) ¨ lôaide dôun ®luant dôhydroxyde de 

potassium (10 mM). La colonne sépare les anions en fonction de leur affinité avec la phase 

solide. En sortie de colonne, un conductimètre permet de mesurer la conductivité dont la 

valeur est fonction de la concentration en anion en solution. Une gamme étalon de 0 à 2 mg/L 

en différents anions (F, Br, Cl, SO4, NO3, NO2, PO4), a été préparée et préalablement 

mesurée, permettant de quantifier les anions présents dans la solution à doser. 

 

 

Figure 45 : Schéma de fonctionnement d'une chromatographie ionique en phase liquide 

(ILC) et photographie dôune ILC Dionex ICS 3000 (Loffredo, 2011). 
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4. Analyses des paramètres biologiques 

4.1. Microscopie 

4.1.1. Préparation des échantillons 

Une étape de fixation chimique des échantillons a été réalisée directement après le 

prélèvement des organes. Cette étape consistait à baigner les tissus dans un mélange de 

solutions(2.5% de glutaraldéhyde dans du tampon cacodylate 0.1 M, pH 7.4) pendant 48h à 

4°C afin de bloquer les systèmes enzymatiques et de rendre les molécules insolubles dans 

lôeau mais aussi dans les solvants organiques utilis®s lors de lô®tape de déshydratation. Après 

rinçage (2x5 min) dans du tampon cacodylate (0.1M à pH 7.4), une étape de post-fixation 

était effectu®e. Il sôagissait dôimpr®gner les ®chantillons avec du tetroxyde dôosmium 

(mélange OsO4 1% dans le tampon cacodylate) pendant 1 heure en absence de lumière pour 

obtenir un meilleur contraste lors des observations au microscope électronique en 

transmission (MET). Ensuite, les tissus ont été rincés (3x5 min) au tampon cacodylate puis 

d®shydrat®s par des bains successifs dôalcool éthylique de concentrations croissantes (de 50 à 

100% dô®thanol) et enfin avec de lôoxyde de propyl¯ne (2x30min). Une fois déshydratés, les 

échantillons ont étaient inclus dans une résine Epoxy monomérique, lôEpon 812préparée en 

mélangeant 48 % dôEPON 812, 27 %dôaccelerator MNA, et 23,5 % dô hardener DDSA 

magnétiquement, puis 1,5 % de DMP 30 a été rajout® ¨ lôensemble. Les échantillons étaient 

donc placés dans un mélange de cette résine et dôoxyde de propyl¯ne (v: 1/1) une nuit à 4°C 

jusquô¨ ®vaporation de ce dernier. Enfin, la résine était remplacée et les échantillons étaient 

coulés dans une gélule puis placés dans une étuve à 60ÁC afin que lôEPON polym®rise et 

forme ainsi un bloc plastique dur prêt à être coupé. Des coupes de 80 à 500 nm ont été alors 

réalisées grâce à un ultramicrotome ®quip® dôun couteau de diamant (Leica Microsystems, 

Rueil-Malmaison, France) (Figure 46).Le choix des épaisseurs des coupes dépend des 

techniques dôanalyses auxquels elles sont destinées. Pour les observations au microscope 

optique, des coupes semi-fines de 200 ¨ 500 nm dô®paisseur et des coupes ultrafines de 80 nm 

et 140 nm ont été réalisées pour les observations au microscope électronique en transmission 

(MET) et pour les analyses chimiques par la sonde EDX respectivement. Ces coupes ont été 

déposées sur des grilles de cuivre de 3 mm de diamètre. 



 

112 

 

 

Figure 46 : Illustration de lôultramicrotome ®quip® dôun couteau de diamant (Leica 

Microsystems, Rueil-Malmaison, France)(source: J.M.B/IRSN/LRE). 

 

4.1.2. Microscopie optique 

Avant observation, les coupes étaient colorées au bleu de toluidine puis examinées au 

microscope photonique (Leica, DM750) ®quip® dôune cam®ra ICC50 et du logiciel de capture 

des images LAS EZ (Figure 47). 

 
Figure 47 : Observation de lôh®patopancr®as de P. clarkii au microscope optique(source: 

J.M.B/IRSN/LRE) . 

 

4.1.3. Microscopie Electronique à Transmission couplée à une sonde EDX 

La microscopie électronique en transmission (MET) est une technique de microscopie 

où un faisceau d'électrons est « transmis » à travers un échantillon solide très mince. Les 

effets d'interaction entre les électrons et l'échantillon donnent naissance à une image, dont la 

r®solution est bien plus fine quôen microscopie optique (0,2 nm vs 0,2 ɛm). Au contact de 

lô®chantillon, les électrons incidents (provenant de la source) sont soit arrêtés, soit déviés et 
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ralentis, soit transmis. Le diaphragme objectif éliminant les électrons déviés, la formation de 

lôimage se fait ¨ partir des ®lectrons arr°t®s (zones sombres) et des ®lectrons transmis (zones 

claires). Le microscope utilisé (Tecnai 12 G
2
 Biotwin ; FEI, Eindhoven, Pays-Bas)(Figure 48) 

possède un grossissement possible de 390 à 300 000 fois.  

Il est aussi possible de caractériser la composition chimique de l'échantillon grâce à 

une sonde EDX (Energy dispersive Xray) couplée au microscope qui capture et analyse les 

rayonnements X émis suite aux interactions de la matière biologique avec les électrons 

incidents (processus de d®sexcitation). Lô®nergie de ces photons X est caractéristique des 

atomes dont ils sont issus. Enfin, ces photons sont pr®sent®s sous forme dôun spectre 

élémentaire en fonction de leur énergie (KeV). 

 

Figure 48 : Photographie d'un microscope électronique à transmission TecnaiG
2
 12 

BioTwin avec sa sonde microanalyse EDX(source: J.M.B/IRSN/LRE). 

 

4.2. Dosages enzymatiques 

4.2.1. Préparations des échantillons 

La décongélation des échantillons stockés précédemment à -80°C a été réalisée 

lentement sur glace. Environ 0.2g du tissu dôint®r°t ®tait pes® et transvas® dans un tube ¨ 

hémolyse dans lequel était ajouté un tampon Tris-HCl (100mM, pH 7.8) contenant 100 µM de 

phenylm®thanesulfonyl fluoride (PMSF), 0.008 TIU/ml dôaprotimine et 0.1 mg/ml de 

bacitracine (inhibiteur des oligopeptides des enzymes prot®olytique) afin dôemp°cher les 

prot®inases dôagir (dilution 1 :20 pour lôh®patopancr®as et 1 :10 pour les branchies). Une 
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homog®n®isation a ®t® ensuite r®alis®e ¨ lôaide dôun potter sur la glace en moins dôune minute 

avec des cycles de 15 secondes, puis le broyat a été centrifugé 30min à 15000 xgetà4°C. Le 

surnageant a été ensuite centrifugé à 100000g (Fraction cytosolique S100) pendant 1h à 4°C, 

aliquot® dans des tubes eppendorf de 1.5 ml, congel® avec de lôazote liquide (quick freeze) 

puis stocké à -80°C pour les dosages ultérieurs des concentrations de protéines totales et des 

activités enzymatiques. 

 

4.2.2. Dosage des protéines 

Le dosage des concentrations de protéines totales dans les fractions S100 permet de 

normaliser les résultats des dosages enzymatiques réalisés dans ces mêmes fractions. Ce 

dosage a ®t® fait ¨ lôaide du kit « Micro BCA
TM

Protein Assay Kit » (Thermo scientific). Ce kit 

a été optimisé pour être utilisé dans une gamme de concentrations de 0.5µg/ml à 20 µg/ml. Il 

sôagit dôune m®thode colorim®trique qui permet la d®tection et la quantification des protéines 

totales. Cette technique est bas®e sur lôutilisation de lôacide bicinchoninique (BCA) pour 

détecter le Cu
+
 qui est formé quand le Cu

2+
 est réduit par les protéines dans un milieu alkalin. 

Une coloration mauve apparait lorsque deux molécules de BCA chélatent un ion Cu
+
. Ce 

complexe exhibe une absorption optique maximale à 562nm. Lôabsorbance du m®lange des 

r®actifs et de lô®chantillon est lin®aire et proportionnelle à la concentration de protéines 

présentes. Il faut cependant réaliser avec chaque série d'analyse des échantillons une gamme 

d'étalonnage (de 0 à 40 µg/L) avec une protéine référence, lôalbumine de s®rum bovin (BSA). 

Suivant la concentration prot®ique des ®chantillons, des dilutions pr®alables peuvent sôav®rer 

n®cessaires afin que les valeurs dôabsorbance des ®chantillons soient comprises dans 

lôintervalle des valeurs dôabsorbance de la gamme dô®talon. Ainsi, pour les fractions S100 des 

échantillons hépatiques et branchiaux une dilution de 1/100 et de 1/200 était réalisée 

respectivement. Nous avons aussi test® lôefficacit® du signal suivant lôutilisation de lôeau 

UHQ (ultra haute qualité) ou du tampon Tris-HCl (100 mM, pH 7.8) pour les 

dilutions(Figure 49). Il sôest av®r® que les r®sultats ®taient meilleurs en utilisant lôeau 

distillée. Le mélange des réactifs avec les échantillons dilués ou avec les protéines standards a 

®t® d®pos® dans les puits dôune microplaque suivant les instructions du fournisseur. Ces 

analyses ont été réalisées en triplicat, la microplaque était agitée 30 secondes puis parafilmée 

et incub®e 2h ¨ 37ÁC. ê lôissue de cette incubation, la plaque doit °tre refroidie jusquô¨ 

température ambiante puis introduite dans le lecteur du spectrophotomètre (SOFTmax® Pro) 

pour mesurer les absorbances (Figure 50). Enfin, lô®quation de la droite ç absorbance= f 

(concentrations protéiques) » a été déterminée à partir des résultats obtenus sur la gamme de 
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BSA. La concentration protéique de chacun des échantillons a alors été déduite en tenant 

compte du facteur de dilution initial. 
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Figure 49 : Diff®rentes gammes dô®talon pour le dosage des prot®ines totales. Note : deux 

solutions mères de BSA ont été testées dans deux solvants : lôeau distill®e et le tampon 

Tris-HCl (100 mM, pH 7.8). 

 

 
Figure 50 : Spectrophotomètre (SOFTmax® PRO)(source: J.M.B/IRSN/LRE). 

 

4.2.3. Dosage de lôactivit® de la superoxyde dismutase (SOD) 

Le dosage de lôactivit® de la SOD a ®t® fait ¨ lôaide du kit «19160 SOD determination 

Kitè (Fluka È Analytical). Rappelons que cette enzyme catalyse la dismutation de lôion 

superoxyde (O2
.-
) en peroxyde dôhydrog¯ne (H2O2) et en une molécule dôoxyg¯ne (O2).Ce kit 

permet le dosage de la SOD grâce au sel de tétrazolium WST-1 (2-(4-Iodophenyl)-3-(4-

nitrophenyl)-5-(2.4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium). En pr®sence de lôion 

superoxyde (O2
.-
), ce sel produit un colorant très soluble dans lôeau, le WST-1 formazan 

(Figure 51). La Xanthine oxydase (XO) est ajoutée au milieu réactionnel afin de générer les 

Lecteur 
microplaque 

Lecteur 
cuvette 
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anions superoxyde. Ainsi, la présence de la SOD dans le milieu réactionnel va diminuer la 

concentration des anions superoxyde et en conséquent la quantité du WST1-formazan va 

diminuer. De la sorte, la pr®sence de SOD va inhiber la r®action. Le pourcentage dôinhibition 

peut être quantifié par la mesure de la décroissance de la coloration à 450 nm. Il faut 

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

mise au point du dosage a d¾ °tre r®alis®e avant lôanalyse des fractions S100 (Figure 52). En 

effet, la courbe de % dôinhibition en fonction des concentrations de SOD dans le milieu 

semble °tre lin®aire entre 10 et 70% dôinhibition. Nous avons donc dilu® les ®chantillons avec 

de lôeau distill®e de fa­on ¨ cibler 40 ¨ 60% dôinhibition. Il sôest av®r® quôune dilution 1/5 

était suffisante dans la fraction S100 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 

suivant les recommandations du fournisseur puis ajout® dans les puits dôune microplaque. 

Cette dernière était ensuite parafilmée et incubée 20 min à 37°C puis placée dans le lecteur 

microplaque du spectrophotomètre (SOFTmax® PRO). Suite à la lecture des absorbances 

faite ¨ 25ÁC, le calcul des % dôinhibition ®tait effectu® suivant les recommandations du 

fournisseur. Ensuite, lôactivit® de la SOD dans les ®chantillons a ®t® calcul®e gr©ce ¨ la 

déduction de la droite de calibration « % dôinhibition= f (concentrations SOD (Unit®/ml)) » 

puis multipliée par le facteur de dilution et normalisée par rapport à la concentration totale en 

protéine de la fraction S100 correspondante pour que à la fin les activités soient exprimées en 

U/mg de Protéines totales. 

 

Figure 51 : Principe du dosage de la SOD. 
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Figure 52 : Pourcentage dôinhibition de la r®action colorim®trique par la pr®sence de 

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

 

4.2.4. Dosage de lôactivit® de la catalase (CAT) 

La catalase a été dosée dans la fraction S100 des branchies et de lôh®patopancr®as par la 

méthode spéctrophotométrique utilisée par Elia et al. (2006 ; 2007). Il sôagit de mesurer la 

chute de lôabsorbance li®e ¨ la disparition du peroxyde dôhydrog¯ne, le substrat de lôenzyme 

(CAT + H2O2 Ÿ 2H2O + O2). 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 l'enzyme (temp®rature, de pH,é). Ainsi, le test a ®t® r®alis® 

dans un tampon sodium-phosphate (100 mM, pH 7) avec 12 mM de H2O2. Lôabsorbance du 

mélange réactionnel (échantillon/enzymes ou blanc + tampon + substrat) a été suivie à 240 

nm pendant une minute (dans une cuve: Vtotal= 1 ml) suite ¨ lôajout du substrat et ceci à une 

température constante de 25°C. La concentration du substrat utilisée a été suffisamment 

élevée pour saturer tous les sites actifs des enzymes. En effet, différentes concentrations 

connues de CAT ont été testées au préalable avec 12 mM de H2O2(Figure 53). Cette 

expérience a été nécessaire pour la mise au point de la dilution à appliquer aux fractions S100 

des ®chantillons. Il sôest av®r® quôil fallait ajouter 20 et 40 Õl de la fraction S100 de 

lôh®patopancr®as et des branchies respectivement au volume total qui correspond à 1 ml 

(dilution 1/50 et 1/25 respectivement) afin dô°tre proche de 3 U/ml. Finalement, la loi de 

Beer-Lambert a été appliquée pour le calcul de lôactivit® de la CAT. Rappelons que cette loi 

établit une proportionnalité entre la concentration d'une entité chimique en solution, 

l'absorbance de celle-ci et la longueur du trajet parcouru par la lumière dans la solution : 
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Où : 

¶  est lôabsorbance ou la densité optique (sans unité) de la solution pour une 

longueur d'onde ɚ ;  

¶ (en mol.m
-3
) est la concentration de lôesp¯ce absorbante ;  

¶ (en m) est la longueur du trajet optique ;  

¶ (en mol
-1

.m
2
) est le coefficient dôextinction molaire de lôesp¯ce absorbante en 

solution. Il rend compte de la capacité de cette espèce à absorber la lumière, à la 

longueur dôonde ɚ.  

Dans le cas de ce dosage, le coefficient dôextinction molaire est de 0.04 mM
-1

. cm
-1
. Lôactivit® 

de la CAT a été ainsi calculée grâce à cette formule ((æAéchantillon-æ blancs)/ Ů l) puis 

multipliéepar le facteur de dilution et enfin normalisée par rapport à la concentration des 

protéines totales dans la fraction S100 correspondante et en conséquent exprimée en µmoles de 

H2O2 consommées par minute et par mg de protéines totales (µmoles/min/mg Prot). 
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Figure 53 : Absorbances de différentes concentrations de catalase allant de 0 (blancs) à 

100 U/ml en fonction du temps. 

 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Densit%C3%A9_optique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Longueur_d%27onde
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chemin_optique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Absorptivit%C3%A9_molaire
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4.2.5. Dosage de lôactivit® de la glutathion peroxydase (GPX) 

La technique de dosage de la GPX retenue dans le cadre de ce travail est fondée sur 

celle utilis®e par Elia et al. (2006, 2007). Lôactivit® de cette enzyme est déterminée via la 

formation du glutathion oxydé (GSSG) à partir du glutathion réduit (GSH). Le système 

n®cessite la pr®sence dôun oxydant (cum¯ne-H2O2) et de la glutathion réductase (GR) qui 

réduit le GSSG en oxydant le NADPH en NADP comme suit : 

 

 

 

La mesure consiste donc à suivre par spectrophotométrie la disparition du NADPH à 340 nm 

¨ 25ÁC dans un m®lange r®actionnel form® par lôajout: du tampon sodium-phosphate (100 

mM, pH 7.5) contenant de lôEDTA (1 mM), du GSH (2mM), du NADPH (0.12 mM), la GR 

(1Unité/ml), du DL-dithiothreitol (1 mM) afin de stabiliser les enzymes contenant des 

groupements sulphydryles, de lôhydroperoxyde de cum¯ne (0.8 mM) et dôun volume de 

lô®chantillon ou du tampon pour les blancs qui complètent le volume total (1 ml). Une mise au 

point du dosage de la GPX a été réalisée au préalable afin de déterminer la bonne dilution des 

®chantillons. Cette mise au point consistait ¨ d®tecter une d®croissance de lôabsorbance 

significativement différente de celle des blancs en testant diff®rentes dilutions. Il sôest av®r® 

quôune dilution de 1/12.5 ®tait n®cessaire pour les fractions S100 (Figure 54). Dans le cas de 

ce dosage, le coefficient dôextinction molaire est de 6.22 mM
-1

. cm
-1
. Lôactivit® de la GPX a 

été ainsi calculée en appliquant la loi de Beer-Lambert ((æAéchantillon-æ blancs)/ Ů l) puis 

multipliée par le facteur de dilution et enfin normalisée par rapport à la concentration des 

protéines totales dans la fraction S100 correspondante et en conséquent exprimée en µmoles de 

NADPH consommées par minute et par mg de protéines totales (nmoles/min/mg Prot). 
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Figure 54 : Mise au point du dosage de la GPX : suivi de lôabsorbance de blancs et des 

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

 

4.2.6. Dosage de lôactivit® de la glutathion S transf®rase (GST) 

L'activité enzymatique de la gluthation-S-transférase a été mesurée selon la méthode utilisée 

par Elia et al. (2006, 2007). Lôactivit® de cette enzyme est d®termin®e via la formation du 1-

gluthation-2,4-dinitrobenzène qui sert de chromophore ¨ la longueur dôonde de 340 nm (à 

25°C) à partir du 1-Cl-2,4-dinitrobenzène (CDNB) comme il suit :  

 

Le mélange de réaction contenait (Vtotal= 1ml): du tampon sodium-phosphate (100mM, pH 

6.5), du CDNB (1mM), du glutathion r®duit (GSH) (1mM) et un volume dô®chantillon ou de 

tampon pour les blancs. Une mise au point du dosage de la GST a été réalisé au préalable afin 

de déterminer la bonne dilution des échantillons. Cette mise au point consistait à détecter une 

augmentation de lôabsorbance significativement diff®rente de celle des blancs en testant 

différentes dilutions. Il sôest av®r® quôune dilution de 1/100 ®tait au moins n®cessaire pour les 

fractions S100 des hépatopancréas et des branchies (Figure 55). Dans le cas de ce dosage, le 

coefficient dôextinction molaire est de 9.6 mM
-1

. cm
-1

. Lôactivit® de la GST a été ainsi 
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calculée en appliquant la loi de Beer-Lambert ((æAéchantillon-æ blancs)/ Ů l) puis multipliée par le 

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

la fraction S100 correspondante et en conséquent exprimée en µmoles de 1-gluthation-2,4-

dinitrobenzène formées par minute et par mg de protéines totales (µmoles/min/mg Prot). 
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Figure 55 : Mise au point du dosage de la GST: suivi de lôabsorbance des blancs et des 

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

 

4.3. Expression des gènes 

La d®finition dôamorces permettant dôamplifier des g¯nes par PCR quantitative est 

n®cessaire pour lô®tude de leur expression. Toutefois, le g®nome de P. clarkii nôest pas 

complètement séquencé et la séquence des gènes mt et atp6 chez cette esp¯ce nôa pas ®t® 

identifiée auparavant. Une recherche et un séquençage des régions codantes de ces deux gènes 

ont donc dû être effectués. 

 

4.3.1. Recherche et séquençage des régions codantes d'intérêt 

La recherche des séquences des régions codantes dôint®r°t a ®t® effectu®e par 

bioinformatique. Les séquences connues des gènes mt et atp6 appartenant ¨ dôautres 

espècesont été rapatriées à partir de la banque de données ("GenBank" via pubmed-NCBI) 

puis align®es ¨ lôaide du logiciel Custalw (Infobiogen). Sur la base de cet alignement, les 

régions les plus conservées ont été retenues pour la création de séquences consensus, c'est-à-

dire celles qui ont les plus fortes probabilités d'être retrouvées identiques chezP. clarkii. Des 
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couples d'amorces ont alors été déterminées dans ces régions conservées et synthétisées 

(Sigma-proligo®). 

La première étape pour séquencer les gènes consistait à extraire les ARN totaux (cf. 

4.3.1.1) des tissus et de les rétro-transcrire en ADNc (ADN simple brin) (cf. 4.3.1.2). Une 

amplification de ces derniers par PCR classique (cf. 4.3.1.3) était ensuite réalisée, suivie 

dôune ®tape de v®rification de la taille des fragments amplifiés en effectuant une 

électrophorèse en gel d'agarose (cf. 4.3.1.4) avec les produits-PCR. Cette étape permettait de 

comparer la taille de ces fragments à celle attendue de la région relativement conservée du 

g¯ne dôint®r°t. Les fragments présentant la taille attendue étaient alors purifiés (cf. 4.3.1.5) 

puis clonés (cf. 4.3.1.6) et enfin séquencés par lôentreprise Millegen biotechnologies.  

 

4.3.1.1. Extraction des ARN totaux 

Afin dô®viter toute contamination de lôéchantillon par des ribonucléases (RNAse) lors 

de lôextraction des ARN, le port de gants ®tait obligatoire et l'eau utilisée pour la préparation 

des réactifs devait être auparavant traitée contre les RNAse. Ainsi, du diéthylpyrocarbonate 

(DEPC) 0,1% (v/v) ®tait ajout® ¨ lôeau, le m®lange ®tait gard® pendant 12h à 37°C, puis 

autoclavé. De même, la paillasse devait être décontaminée (RNAse away, Molecular 

BioProducts) et lôensemble du mat®riel utilis® (tubes, pottersé) lors de lôextraction des ARN 

devait être certifié « RNAse free » par le fabricant ou décontaminé puis autoclavé.  

Les ARN de lô®crevisse ont ®t® extraits ¨ l'aide de kit « Absolutely RNA RT-PCR 

miniprep kit » (Agilent) selon les recommandations du fournisseur (Figure 56). Un broyage 

de 20 à 40 mg de tissu a®t® effectu® ¨ lôaide dôun potter en polypropyl¯ne dans 600 ɛL de 

tampon de lyse contenant du thiocynate de guanidine auquel était ajout® 4,2 ɛL de ɓ-

mercaptoéthanol pour inhiber les endonucléases dans les tissus. Cette ®tape a ®t® suivie dôune 

élimination des principaux débris cellulaires. Pour cela, le broyat a été déposé sur une colonne 

de préfiltration et centrifugé 5 min à14 100 g à température ambiante. Une ®tape dô®limination 

des protéines et des lipides des filtrats a ensuite été effectuée. Ainsi, duphénol : choloroforme 

: alcool isoamylique (25:24:1) a été additionné au filtrat (à volume égal), puis agit® ¨ lôaide 

dôun vortex de paillasse et centrifugé pendant 10 min à 14 100g. La phase aqueuse contenant 

les ARN était prélevée puis additionnée à un volume égal d'éthanol 75%, le mélange était 

vortexé puis déposé sur une colonne d'affinité qui ne retient que les acides nucléiques (ADN 

et ARN). Cette ®tape ®tait suivie dôune centrifugation des colonnes pendant 60 sec à 14 100 g 

puis dôune ®limination du filtrat. Une série de lavages était ensuite effectuée grâce à des 

solutions fournies par le Kit. Le premier lavage se faisait par ajout de 600 ɛL dóune solution 
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faiblement concentr®e en sels, suivi dóune centrifugation de 60 sec ¨ 14 100g. Les ADN fixés 

à la colonne étaient d®grad®s par incubation avec 55 ɛL de solution de DNAse I (Tampon 

dóactivit® + 5 unit®s de DNAse I) pendant 15 min à 37°C. Les colonnes subissaient ensuite 

deux lavages, un premier avec 600 ɛL dôune solution fortement chargée en sels pour éliminer 

la DNAse et les fragments dóADN, le second avec 300 ɛL de tampon faiblement charg®s en 

sels. Entre chaque lavage, une centrifugation de 60 sec à 14 100gétait appliquée. La colonne 

était ensuite séchée par une centrifugation de 2 min puis transférée dans un tube neuf et 

incub®e 2 min ¨ temp®rature ambiante avec 30 ɛL de tampon dôélution. Enfin, les ARNs 

purifiés étaient récupérés par centrifugation (60 sec, 14 100 g) puis rétro-transcrits. Notons 

que ces derniers pouvaient être stockés à ï 80°Csi la rétro-transcription nô®tait pas effectuée 

immédiatement.  

 

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

 

4.3.1.2. Rétro-transcription  

L'ARN a été retro-transcrit en ADNc ̈  lôaide du kit «Stratascript first strand synthesis 

system » (Agilent). Le mélange réactionnel était constitu® de 2 ɛL de tampon dóactivit® 10X, 

additionn® dô1 ɛL de dNTP (100 mM), de 14 ɛL dóARN totaux et des amorces (1ɛL oligodT : 

0.5 ɛg.ɛL
-1

 et 1 ɛL hexaprimers : 0.1 ɛg.ɛL
-1

) (Figure 57). Lôensemble ®tait incubé 5 min à 

65°C dans un thermocycleur (Mastercycler, Eppendorf)afin de linéariser les ARN puis 

refroidi progressivement jusquó¨ 42ÁCce qui permet aux amorces de se fixer sur les ARN. 

Enfin, 0.5 ɛL de RNAse block (40 U.ɛL
-1
) et 1 ɛL de Reverse-transcriptase (RT) étaient 

ajoutés puis les tubes étaient incubés 1 heure à 42°C pour permettre la rétro-transcription. Les 

ADNc obtenus étaient conservés à -20ÁC jusquóaux ®tapes de PCR.  

 

 






























































































































































































































































































































































































































