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DUCHENE Caroline
Résumé
Le cadmium est un métal non essentiel largement répandu dans I’environnement suite aux
activités humaines. De ce fait, il peut s’accumuler dans les organismes aquatiques et induisent
des effets néfastes. Les principaux objectifs de ce travail étaient de comprendre les
mécanismes d’accumulation du cadmium chez un crustacé euryhalin: le crabe chinois,
Eriocheir sinensis. Pour ce faire, des organismes acclimatés a I’eau douce ont été contaminés
sous différentes conditions : les premiers a 0,5 mg cd* pendant 3 jours (stress aigu) ; les
seconds, a 10 pg Cd**/1 pendant 30 jours (stress chronique) ; 3 jours a 0,5 mg Cd**/1 aprés ce
stress chronique (CC10); d’autres encore a 50 pg cd*'/1 pendant 30 jours (C50) et enfin, un
dernier groupe qui a €été contaminé a 0,5 mg Cd**/1 pendant 3 jours aprés ce stress chronique
(CC50). Des dosages de cadmium par spectrométrie d’absorption atomique (AAS) ont été
effectués sur les hépatopancréas, les branchies postérieures et antérieures, I’hémolymphe, la
carapace et les muscles. Une accumulation du cadmium s’observe au niveau des branchies
antérieures et de I’HP principalement au niveau duquel, une acclimatation a été mise en
évidence. Les concentrations les plus élevées sont rencontrées dans les branchies antérieures
pour lesquelles, les concentrations moyenne se situent entre 4,729 pg Cd*/g PS (T) et
775,806 (CC50). Les autres organes ont des concentrations entre 1,132 pg Cd*'/g PS (T) et
279,755 pg Cd**/g PS (CC50) pour ’hépatopancréas, et entre 0,353 pg Cd*'/g PS (T) et
210,230 pg Cd*'/g PS (CC10) pour les branchies postérieures. Dans les autres organes, les
concentrations sont plus faibles. Des différences significatives sont observées entre les
différentes conditions. Pour tous les organes mis a part I’hépatopancréas, le stress aigu permet
une plus forte accumulation tandis que pour ce dernier, un temps d’exposition plus important
est nécessaire afin d’observer une accumulation plus élevée.
Le second objectif était de mettre au point un dosage des métallothionéines totales (par
saturation a I’argent) dans les hépatopancréas et de mettre en relation les concentrations en
métallothionéines et celles en cadmium. Nous avons déterminé que les concentrations en
métallothionéines étaient comprises entre 325 (T) et 600 pg équivalents MT/g PF (CC50).
Des différences significatives étaient observées entre les T et les CC10, C50 et CC50. De
plus, nous avons mis en évidence une corrélation positive entre cadmium et
métallothionéines.
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utilisation Cd dans le monde
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Fig 1 : utilisation du cadmium dans le monde (d'aprés Hoskin, 1991)
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Le cadmium

Le cadmium est un métal du sous-groupe IIb dans la série de transition du tableau périodique
des éléments. C’est un métal ductile, blanc argenté avec des teintes de bleu, lustré dont le
point de fusion est de 321°C et le point d’ébullition de 765°C. Il a un numéro atomique de 48,
une masse atomique de 112,4 g/mol et une masse volumique de 8,65 g/cm?® a 20°C (Nriagu,
1980).

A I’état naturel, il existe principalement au degré d’oxydation +2. Il peut également se trouver
a I’étage d’oxydation 0, c’est-a-dire a 1’état métallique (CNRC, 1979).

Son utilisation peut étre trés variée. A I’échelle mondiale, il y a cinq grands domaines
d’utilisation du cadmium : les piles Ni-Cd (qui représentent pres de 50 % de la consommation
mondiale de cadmium), les enduits (20 %), les pigments (18 %), les stabilisants dans les
plastiques et les produits synthétiques (6 %), et les alliages (6 %) (Hoskin, 1991) (Fig 1).
Mais on retrouve également de petites quantités de cadmium dans les tubes-images de
téléviseurs, les fils de téléphone, les radiateurs d’automobile, les barres de commande et les
blindages de réacteurs nucléaires, les huiles moteurs et les agents de vulcanisation du
caoutchouc (CCMRE, 1987).

En Belgique, trois groupes d’industries produisent énormément de cadmium : la métallurgie
du zinc et du plomb, les usines productrices d’engrais phosphatés et le secteur utilisant le
cadmium comme revétement de surface. Les concentrations en cadmium sont alors beaucoup
plus élevées dans les eaux prés de ces industries.

A D’état naturel, le zinc est étroitement lié au cadmium et il est impossible de les séparer
totalement. (Claeys et al., 1992).

En général, les concentrations en cadmium sont trés faibles dans 1’eau. La concentration dans
’eau douce est de I’ordre de 1 pg/l et de I’ordre de 0,1 pg/l dans I’eau de mer (Claeys et al.,
1992). Mais ces concentrations peuvent cependant varier énormément. Par exemple, ce métal
est trouvé a une concentration moyenne inférieure a 0,2 pg/l au niveau de la station de
pompage de Tailfer. Cependant, en aval de Liége, il peut atteindre la concentration de 7 pg/1
(RIWA, 1992).

Depuis 1988, les concentrations en cadmium dans la Meuse ne cessent de diminuer (Devos,
1999).

Une étude, menée dans le Bénélux, rapporte que la valeur percentile 60 s’élevait a 1,2 pg Cd/I
en Belgique durant la période 1978-1982 alors que jusqu’a ce jour la norme de concentration
dans les eaux est de 1 pg/l . Aux Pays-Bas, cette valeur était de 0,5 pg/l et de 0,2 pg/l pour la
Luxembourg. Ceci peut étre expliqué par une production importante d’engrais phosphaté et
une concentration anormalement élevée de 1’industrie des non-ferreux (Claeys et al., 1992).

A titre de comparaison, on peut trouver dans certains lacs canadiens des concentrations bien
supérieures a celles trouvées dans nos régions. Ainsi, dans le lac Schist des concentrations
d’environ 900 pg/1 ont été mesurées (tableau 1). Par contre, dans le fleuve Saint-Laurent, il est
présent en concentration beaucoup plus faible ; 0.002 pg/l environ.
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Les concentrations mesurées dans les sédiments et dans les sols sont reprises dans les tableaux
2et3.

Les principales causes naturelles de pénétration du cadmium dans 1’atmosphére sont le
transport éolien de particules du sol, les incendies de forét et les émissions volcaniques. A
I’échelle de la planéte, on estime que les émissions naturelles de cadmium dans I’atmosphére
sont d’environ 1 300 tonnes par année (Nriagu, 1989). Les activités humaines rejettent dans
I’atmosphére de 3 a 10 fois plus de cadmium que les sources naturelles (soit de 3 100 a
12 000 tonnes par année) (Yeats et Bewers, 1987 ; Nriagu et Pacyna, 1988) (tableau 4).

Le cadmium peut provoquer de graves dommages chez les individus qui en ingérent soit par
inhalation, soit par I’alimentation ou encore par absorption d’eau contaminée.

Les premiers effets mortels du cadmium chez I’homme ont été découverts en 1968 au Japon.
I1 s’agissait de la maladie Itai-itai. Cette maladie est un type du syndrome acquis de Fanconi.
Elle se manifeste par une atrophie des reins et 1’ostéoporose au niveau du fémur, du pubis et
des cotes.

Chez I’homme, une exposition prolongée diminue le calcium contenu dans les os et les rend
ainsi beaucoup plus fragiles (Goldsmith et Hildyard, 1990).

Les plus fortes concentrations de cadmium dans le corps humain se retrouvent dans les reins
(surtout le cortex rénal) et le foie, bien que I’on puisse déceler ce métal dans presque tous les
tissus des adultes des pays industrialisés (Elinder, 1985). Les concentrations dans les reins
augmentent avec 1’age jusqu’a 40 a 60 ans, aprés quoi elles se réduisent (Chung et al, 1986).

Les effets les plus courants dus a 1’administration de chlorure de cadmium par voie orale sont
une réduction de la croissance, une modification du poids ou des paramétres
histopathologiques des organes (notamment les reins, les testicules, le foie et I’intestin), ainsi

que des effets sur le systéme immunitaire (Ministére des Approvisionnements et Services
Canada, 1994).

Les concentrations chez I’homme peuvent varier selon le type d’alimentation et selon la
quantité ingérée. Toutefois, les concentrations les plus importantes se trouvent chez les
invertébrés marins et surtout les crustacés.




Fig 2 : coupe transversale dans l'epithélium d'une branchie antérieure d'Eriocheir
Sinensis (X 8000).

Fig 3 : coupe transversale dans I'épithélium d'une branchie postérieure d'Eriocheir
sinensis (X 5000).
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Accumulation du cadmium dans les différents tissus de
Crustacés.

1. Voies d’entrée du cadmium.

11 existe différentes sources de cadmium qui pourraient provoquer une accumulation de celui-
ci dans un organisme aquatique. I1 peut provenir de I’alimentation ou de I’eau environnante
(Jennings et Rainbow, 1979).

A partir de ces deux sources, le cadmium peut pénétrer dans I’organisme par différentes voies.
I1 peut pénétrer dans 1’organisme par les surfaces qui sont en contact avec le milieu extérieur,
c’est-a-dire soit par les branchies, soit par la carapace (tégument), ou alors par le systéme
digestif (Rainbow, 1997).

Il peut y avoir adsorption passive des ions de cadmium sur la carapace, mais une plus grande
quantité de cadmium sera trouvée dans les branchies (Jennings et Rainbow, 1979).

Chez Eriocher sinensis (Milne-Edwards, 1854), le crabe chinois, les branchies antérieures et
les branchies postérieures ne jouent pas les mémes roles (Péqueux and Obersnel, 1996 ;
Pedersen and Bjerregaard, 1995). Les branchies antérieures sont uniquement respiratoires
tandis que les postérieures interviennent activement dans le transport des ions et donc dans
I’osmorégulation. Cette différence de fonction s’explique par des différences dans
I"ultrastructure de la cuticule des branchies antérieures et postérieures.

L’épithélium des branchies antérieures est fin (2 a 4 um) et est recouvert d’une cuticule
épaisse (environ 1 pm) qui est perméable aux gaz. Celui des branchies postérieures est plus
épais (jusqu’a 10 pm) et la cuticule qui le recouvre est plus fine (0,3 pm).

Ces différences montrent que les branchies antérieures ont un rdle respiratoire tandis que les
postérieures sont osmorégulatrices. L’épithélium fin effectue des échanges gazeux alors que
celui qui est plus épais effectue des transports ioniques. (Fig 2 et 3).

Gutknecht (1983) a montré que le passage du cadmium a travers la membrane branchiale se
fait sous la forme de Cd™ et non sous la forme de CdCl,. Etant donné que le cadmium a le
méme diamétre que ’ion Ca"™" (rayon atomique du calcium : 0,99 A et celui du cadmium est
de 0,90 A), il peut passer a travers les canaux a calcium de la membrane apicale des cellules
épithéliales par diffusion (Verbost, 1989).

Lorsque la source de cadmium est la nourriture ingérée, il pénétrera dans 1’organisme par
I’intestin et se retrouvera dans I’hépatopancréas (McPherson et Brown, 2001).

Le pompage des métaux a travers la paroi gastro-intestinale est plus important dans la partie
antérieure de I’intestin (Shears et Fletcher, 1989).




Cadmium Speciation
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Fig 4 : représentation de la spéciation du cadmium en fonction d¢ la salinité
(d'apres Rainbow, 1995).
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2. Transport du cadmium dans ’organisme.

Qu’il provienne de la carapace ou des branchies, le cadmium est dirigé vers I’hépatopancréas
via ’hémolymphe (Bryan, 1971). Cet auteur stipule que les ions de cadmium se lient a
I’hémocyanine (pigment sanguin) de I’hémolymphe.

L’absorption du cadmium est un processus de diffusion a partir du cadmium de I’eau vers
I’hémolymphe faisant suite a I’absorption du métal sur la cuticule des branchies (Bryan,
1971). 1l postule que I’affinité du métal pour I’hémocyanine de I’hémolymphe doit étre
suffisante pour créer un gradient de concentration allant de 1’eau vers I’hémolymphe.

De I’hémolymphe, le cadmium, alors li€¢ a I’hémocyanine, est dirigé vers les organes comme
I’hépatopancréas pour le stockage ou vers les glandes antennaires pour I’excrétion. La aussi,
le cadmium est largué dans ces organes suivant un gradient de concentration de cadmium
entre I’hémolymphe et les organes (Wright, 1977).

3. Accumulation dans les différents organes.

Dans un milieu contaminé par le cadmium, une forte concentration en cadmium sera observée
surtout dans I’hépatopancréas, ce qui refléte bien le réle de I’hépatopancréas en tant
qu’organe de stockage a long terme (Rainbow, 1998). Cette concentration est généralement
plus €levée que celle mesurée dans les branchies (Legras et al., 2000).

Une étude de Mouneyrac et al. (2001) montre que dans un milieu pollué (estuaire de la
Gironde en France), une concentration de 2,7 pg/g poids sec est mesurée dans
I’hépatopancréas du crabe Pachygrapsus marmoratus alors qu’elle est de 0,46 pg/g poids sec
dans les branchies.

4. Facteurs influencant ’accumulation et la toxicité du cadmium.

La quantité¢ de cadmium absorbée peut varier suivant différents facteurs tels que la salinité du
milieu, I’age et le sexe des individus, leur taille,...

La salinité est le parameétre le plus important. Elle peut faire varier le taux de cadmium entrant
car elle détermine les formes de cadmium et donc leur biodisponibilité pour le crabe
(Bjerregaard et Depledge, 1994).

Si la salinité¢ dans le milieu environnant est faible, le cadmium se trouve sous forme d’ions
libres, Cd**. C’est la forme la plus toxique pour les individus. Tandis que lorsque la salinité
est élevée, le cadmium se trouve associé avec les ions chlorure et est beaucoup moins toxique.
En résumé, lorsque la salinité est faible, il y a moins d’ions chlorure et donc plus d’ions libres
de cadmium ce qui signifie une toxicité plus importante pour les organismes (Fig 4).

La salinité peut jouer également sur les mécanismes d’osmorégulation des individus (Roast et
al., 2002).
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Les voies d’entrées étant pour la plupart des transports passifs, une diminution de pompage
s’observe au point isosmotique.

Lorsqu’un organisme est plongé dans un milieu ou la pression osmotique est inférieure a celle
du corps, il y a une entrée d’eau dans le corps par osmose, qui est alors €liminée via une urine
plus abondante et isosmotique. Cette perte de sels est compensée par un pompage actif d’ions
essentiels (comme le sodium et le calcium). Donc il y a plus d’ions métalliques qui seront
pompés en méme temps que ces ions essentiels.

Si I’organisme est plongé dans un milieu ou la pression osmotique est cette fois supérieure a
celle de son corps, cela va provoquer une sortie d’eau par osmose. Afin de remplacer cette eau
perdue, I’animal va en ingérer une plus grande quantité. Pour maintenir une osmolarité
constante de I’hémolymphe, I’organisme va pomper des ions (chlorure et sodium, par
exemple). Par ce pompage, des ions métalliques vont également étre pompés (Spaargaren,
1971).

Par contre, lorsque 1’animal est dans un milieu ou les pressions osmotique et corporelle sont
identiques, il y a moins d’échange d’eau ou d’ions ; et aussi moins d’entrée de métal.

L’accumulation de cadmium via les branchies peut aussi varier en fonction de la
concentration en calcium dans le milieu externe. Wright (1977) a mesuré des concentrations
opposées en calcium et en cadmium dans les branchies et I’hémolymphe. Il suggére une
compétition entre ces deux ions pour les sites de liaison ; le cadmium et le calcium ayant
plusieurs propriétés similaires (dont leur rayon atomique plus ou moins identique), ils peuvent
étre confondus lorsqu’ils sont pompés par la pompe Ca®" des branchies.

Deux autres paramétres qui font varier I’accumulation de cadmium sont la taille et le sexe des
organismes. Radhakrishnaiah et al. (1991) ont mené une étude sur des crabes de taille et de
sexe différents et ont observé que les males et les organismes de petite taille absorbaient plus
de cadmium que les femelles et ceux de grande taille.

La température est un parametre qui peut aussi influer sur la concentration de cadmium ingéré
dans le sens ou elle peut provoquer une augmentation de 1’activité métabolique et contribue
alors a une augmentation de concentration du cadmium transféré a partir des branchies vers
I’hépatopancréas (O’Hara, 1973).

Mécanismes de défense et acclimatation des organismes a des
polluants

1. Conditions et mécanismes

Les organismes réagissent contre des polluants en mettant en place des mécanismes de
défense comme une synthese de métallothionéines, de protéines de stress (HSP), le systéme
MXR (multixenobiotic resistance) qui leur permettent de survivre et/ou de s’acclimater.
L’organisme est alors capable de résister a un stress qui normalement serait 1étal.
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Une acclimatation a n’importe quelle contamination ou pollution suppose une exposition a
cette pollution & long terme et non a court terme. Ceci suppose également que I’intensité¢ du
stress est inférieure a celle qui provoquerait la mort des organismes.

On parle alors de stress chronique. Dans ces conditions, les différents moyens de survie sont
exploités. Par exemple, I’induction de toute une série de protéines qui jouent un role
important dans la réparation et/ou 1’élimination des protéines cellulaires endommagées par le
facteur responsable du stress, ou dans la régulation ou la neutralisation de ce facteur
(Dhainaut et al., 1997).

Les HSP sont exprimées dans les cellules en 1’absence de stress mais elles sont surexprimées
dans de mauvaises conditions. Les HSP 70 vont alors jouer un rdle de protéines chaperonnes
et se lier a des protéines cibles au niveau des sites hydrophobes pour moduler leur repliement
et/ou leur transport a travers des membranes biologiques (Feige et Polla, 1994).

Ces protéines peuvent étre induites par des contaminants présents dans I’environnement
comme le cadmium. L’induction de ces protéines fait intervenir une séquence HSE (Heat
Shock Element) comprise dans les génes des HSP (Mosser et al., 1990).

La concentration de ces protéines n’est pas la méme dans tous les types de cellules. Elle est
maximale dans les organes cibles (Stringham et Candido, 1994).

Un autre systéme qui peut étre mis en place pour résister a un stress est le syst¢éme MXR.

Ce systéme est présent chez les individus non exposés a la pollution mais fortement induits
chez les organismes ayant toujours vécu dans un milieu pollué (Kurelec et al., 1995). Ce
mécanisme agit comme une pompe qui €limine les produits chimiques endogénes et les
xénobiotiques des cellules et donc évite leurs accumulations et leurs effets cytotoxiques
(Bard, 2000). Mais ce systeme est assez fragile dans le sens ou certaines classes de produits
chimiques peuvent compétitivement inhiber ce MXR ce qui provoque une bioaccumulation de
xénobiotiques et donc une augmentation des toxines dans les cellules (van des Oost et al.,
2003).

La résistance MXR peut étre considérée comme une premiére ligne de défense vis-a-vis de
nombreux xénobiotiques, les expulsant hors de la cellule afin d’éviter leur accumulation.

I1 existe une multitude d’autres moyens de lutter contre un polluant. Nous avons choisi de
nous focaliser sur la synth¢se de métallothionéines dans les organes cibles. Celles-ci vont
piéger les ions métalliques et les rendre non-toxiques pour la cellule.
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Les métallothionéines

1. Propriétés des métallothionéines.

Ces protéines possédent différentes propriétés qui sont communes aux différentes familles
(Harmer, 1986).

- Leur structure primaire est composée d’une soixantaine d’acides aminés.

- Elles sont de faible poids moléculaire : 6-7 KDa.

- 30 % environ de leurs acides aminés sont représentés par des cystéines.

- Elles peuvent contenir une quantité importante de métaux (de quatre a douze atomes
par mole) qui se lient exclusivement aux cystéines en formant des liaisons thiolates.

- Iln’y a aucun acide aminé aromatique ni d’histidine.

- Ces protéines sont trés stables a haute température.

2. Les différentes classes.

Auparavant, quatre classes de métallothionéines ont été mises en évidence.
Ces différentes classes différaient par la localisation des acides amin€s cystéine et selon leur
mode de synthése (Roesijadi, 1992).

Classe 1 : retrouvée partout dans le régne animal et dans tous les organes, c’est un
polypeptide avec une localisation des cystéines similaires a celles des
métallothionéines découvertes en premier lieu dans un rein de cheval en 1958.

Classe 2 : retrouvée aussi dans toutes les espéces étudiées et dans quasiment tous les organes
Mais chez celles ci, la place des cystéines ne ressemble que vaguement a celle des
métallothionéines de la classe 1.

Classe 3 : mise en évidence dans le cerveau humain et dans les neurones (Giacconi et al.,
2003).

Classe 4 : présente uniquement dans certains tissus stratifiés, la majorité des résidus non-
cystéines sont différents (Romero-Isart et al. 2002).

Actuellement, cette classification a été revue étant donné qu’elle ne fait pas une distinction
des similarités structurales entre et a ’intérieur des classes.

Le modele le plus récent de classification des métallothionéines subdivise ces derniéres en
familles, sous-familles, sous-groupes et isoformes isolées et all¢les.

Les métallothionéines sur lesquelles nous nous sommes attardés dans ce travail sont celles des
crustacés qui font partie de la famille 3.
Ces protéines sont de petites protéines qui comprennent 18 cystéines.
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Fig 5 : séquence d'acides aminés de la métallothionéine des crustacés

Fig 6 : structure tertiaire d'une molécule de métallothionéine.
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Elles se distinguent des autres familles par la suite d’acides aminés P-(GD)-P-C-C-x (3 ou 4)-
C-x-C qui est localisée a I’extrémité N-terminale (Fig 5).
Elles possédent 58 a 60 acides aminés (avec ou sans les Met de I’extrémité N-terminale).

3. Structure des métallothionéines.

Les différentes classes de ces protéines sont composées de deux domaines: domaine o
(composé de 30 acides aminés) et le domaine B (composé de 31 acides aminés) qui sont reliés
par une courte séquence d’acides aminés flexible composée d’une suite de lysine (Romero-
Isart et al., 2002) (Fig6).

Chacun de ces deux domaines peut lier un certain nombre d’ions métalliques en fonction du
nombre d’acides aminés cystéine présents dans le domaine. Le domaine o contient 11
cystéines et peut lier 4 atomes métalliques bivalents (M4S,;) tandis que le domaine  peut lui,
lier 3 atomes de métaux bivalents grace a ses 9 cystéines (M3So) (Klaassen et al., 1999).

Les métallothionéines de crustacés sont également composées de deux domaines globulaires
contenant chacun 9 cystéines. Celles-ci peuvent lier 3 ions métalliques bivalents (et non plus
3 et 4 ions) (http://www.ebi.ac.uk/interpro).

Les deux domaines sont globulaires avec un diamétre de 15-20 A.

Le repliement des deux domaines est topologiquement identique mais leur chiralité est
opposée.

Dans les deux domaines, la chaine polypeptidique fait trois tours pour former une spirale
autour des atomes métalliques (Hamer, 1999).

En conclusion, les métallothionéines sont des protéines désignées a se lier aux métaux lourds
de maniére coopérative et étroite et ces protéines peuvent adopter différentes conformations
suivant le métal qui s’y lie.

4. Fonctions des métallothionéines.

Depuis leur découverte en 1958 par Margoshes et Vallee (1958), diverses fonctions leur ont
été attribuées.

Tout d’abord, elles ont un réle important dans I’homéostasie des métaux essentiels tels que le
zinc et le cuivre (Klaassen et al., 1999).

Grace a leurs groupements sulfhydrils, les métallothionéines peuvent se lier a ces métaux
quand elles sont encore sous forme d’apo-protéines et devenir, une fois liées aux métaux, des
métallothionéines (Ejnik et al., 2002). Ainsi, elles peuvent réguler le transport a travers tout
’organisme des atomes métalliques essentiels qui sont présents dans 1’individu.

Grace a cela, ces protéines peuvent réguler I’activation et I’inactivation de nombreux
effecteurs moléculaires qui dépendent de la présence du zinc.

Lorsque du cuivre est séquestré dans la protéine, celle-ci régulera la mise en action de
diverses enzymes telle la Cu/Zn superoxyde dismutase ou encore la cytochrome ¢ oxydase
ainsi que de nombreux facteurs de transcriptions. (Klaassen et al., 1999).
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Les métallothionéines sont donc impliquées dans les nombreuses fonctions normales du
cuivre et du zinc en situation normale.

Un second rdle qui peut leur étre attribué est un role de protection contre la toxicité¢ des
métaux lourds tels le cadmium, le mercure, le plomb,...

Griace a leur structure, les métallothionéines peuvent séquestrer les atomes métalliques
toxiques pour ’organisme. La force de liaison entre les métallothionéines et les métaux est
différente selon ces derniers. C’est le mercure qui se lie le plus fort a ces protéines, ensuite par
ordre décroissant de force de liaison, ce sont I’argent, le cuivre, le cadmium et le zinc.

Etant piégés, les ions métalliques ne peuvent plus se fixer sur les protéines de haut poids
moléculaire et sont incapables de les dénaturer (Amiard et Cosson, 1997).

(Fig 7 et 8).

Le role de protection contre les agents oxydants leur est également attribué. En effet, elles
agissent comme anti-oxydant vis-a-vis des médicaments contre le cancer ou autres substances
comme différentes drogues,...

Vu leur caractere nucléophile et grace aux groupements —SH des cystéines, elles sont capables
de se lier aux substances électrophiles que sont les médicaments ou drogues (Lazo et al.,
1998).

Les métallothionéines trouvées dans le cerveau sont impliquées dans un processus qui retarde
I’avancement de maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la maladie de
Pick,... (Giacconi et al., 2003).

Elles agissent comme un facteur d’inhibition de la croissance neuronale (GIF : growth
inhibitory factor).

5. Induction des métallothionéines.

a. Mécanisme d’induction.

Une synthése de protéines se déroule en deux étapes (Campbell, 1995) (Fig 9).

Tout d’abord, il y a une étape appelée transcription pendant laquelle I’ADN est copié¢ en un
brin d’ARNm. Cette étape est initiée par I’activation d’un facteur de transcription et d’une
ARN polymérase. Une fois ces facteurs activés, la transcription a lieu.

Ensuite, vient I’étape de traduction. L’ARNm est lu par un ribosome et traduit en une suite
d’acides aminés dont le repliement lui assurera une fonction bien précise.

Actuellement, la séquence de I’ARNm des métallothionéines d’Eriocheir sinensis est bien
connue (Fig 10). Elle est composée de 177 paires de bases (38A, 48C, 56G et 35T). La
séquence primaire d’acides aminés est également connue (Fig 5). Elle comprend 58 acides
aminés et a un poids moléculaire de 6130 Da (Li et al., 2001).

Plusieurs facteurs peuvent activer I’expression des génes de métallothionéines.




(a) Cellule procaryote

(b) Cellule eucaryote

Fig 9 : mécanisme d'induction des protéines (d'aprés Campbell, 1995)
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Fig 10 : séquence d'ARNm de la métallothionéine chez Eriocheir sinensis
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Le facteur qui déclenche la synthése de métallothionéines, dans le cas d’une exposition au
cadmium, est la concentration en cadmium elle-méme (Roesijadi, 1992). Plus il y a de
cadmium dans la cellule, plus elle synthétise ces protéines.

Les métaux peuvent induire cette expression. Ils activent les MRE (metal responsive
elements) qui eux vont activer les MTF (metal transcription factor). Ces derniers agissent sur
les genes des métallothionéines en activant leur expression (fig 11).

L’extrémité 5° des génes de métallothionéines contient une boite TATA ainsi que d’autres
¢éléments incluant les séquences MREs. Lorsqu’elles se lient au cadmium, ces MREs vont a
leur tour se lier aux MTF. C’est cette séquence qui sert de médiateur dans I’expression des
genes de métallothionéines induite par les métaux (Klaassen et al., 1999).

Ce MTF est sous le controle d’un inhibiteur sensible au zinc. En I’absence de zinc, le MTF
reste complexé a I’inhibiteur tandis qu’en présence de zinc, le MTI (metallothionein
transcription inhibitor) se dissocie du MTF qui peut alors interagir avec le MRE et induire
I’activation des génes de métallothionéines.

Dans le cas de la présence de zinc et de cadmium

MTI-MTF
Zn +Cd

>

MTI + MTF — MTF- MRE — transcription des génes

Dans le cas de présence de cadmium sans zinc.

MTI-MTF
Cd seul

R

MTI-MTF ————» pas d’expression des génes.

b. Organes.

Cette synthése de métallothionéines chez de telles espéces se fait dans tous les organes qui

sont contaminés par le cadmium c’est-a-dire les branchies et I’hépatopancréas (Legras et al.,
2000).

Les métallothionéines sont synthétisées dans les branchies puisqu’une quantité importante de
cadmium s’y trouve. Ceci confirme son réle majeur dans ’absorption du métal.
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Elles sont également synthétisées dans 1’hépatopancréas puisque c’est I’organe majeur de
détoxification a long terme du contaminant (Mouneryacet al., 2001).

c. Cinétique.

Beaucoup d’études démontrent une relation entre le cadmium accumulé (soit par alimentation,
soit par eau du milieu ambiant ou soit par des injections directes de cadmium dans
I’organisme) et la synthése de métallothionéines.

En général, chez Carcinus maenas, le crabe vert, c’est dans les branchies que se trouve la
synthése la plus importante de métallothionéines (Chan et al., 2002). Ceci est probablement
di a son role de pompage du métal.

Par la suite, c’est dans I’hépatopancréas que se fait cette synthése. Chan (2002) proposait
I’hypothése d’une redistribution du cadmium des différents organes vers I’hépatopancréas qui
est I’organe de stockage et de détoxification.

Chez la souris, la synthése de métallothionéines augmente de 17 a 25 fois en 1 heure lorsque
I’animal est exposé au cadmium. L’accumulation maximale d’ARNm de métallothionéine est
atteinte apres 4-6 heures d’exposition (Hamer, 1986).

Dans une étude réalisée par Pedersen et al. (1998), des crabes (Carcinus maenas) étaient
contaminés a différentes concentrations (0,25 ; 0,5; 1 ; 2 et 4 mg Cd/ kg poids sec) pendant
différentes périodes (1, 6, 10, 15, 20 jours respectivement).

Ils ont observé que dans I’hépatopancréas, il y avait des concentrations de cadmium 200 fois
supérieures 597,6 nmol/g) par rapport aux crabes témoins (3,2 nmol/g). Les concentrations en
métallothionéines étaient proportionnelles a celles de cadmium accumulé dans cet organe : il
y avait 6 fois plus de MT dans I’hépatopancréas des crabes contaminés (63 nmol/g poids sec)
par rapport aux crabes témoins (10,1 nmol/g poids sec).

La présence de métallothionéines chez les crabes témoins provient du fait qu’il y a une
synthése due a la présence naturelle de cuivre et de zinc dans I’organisme.

La demi-vie biologique des métallothionéines varie en fonction de la nature du métal associé.
Elle est beaucoup plus longue s’il s’agit du complexe Cd-MT que si ¢’est Zn-MT.

Le rendement de la dégradation des métallothionéines par la trypsine en 24 heures est de 15%
pour le complexe Cd-MT et de 17% s’il s’agit du complexe Zn-MT. Par contre, les extraits de
lysosomes dégradent ces deux MT respectivement de 17% et 50% en 1 heure. Tandis que la
Cu-MT résiste a cette derniére dégradation. Il y a formation d’agrégats insolubles de Cu-MT
dans les lysosomes suite, probablement a une oxydation des groupes thiols et a la formation
de ponts disulfures intermoléculaires (Amiard et Cosson, 1997).
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Utilisation comme biomarqueur

Un biomarqueur est indispensable pour refléter I’état de I’environnement dans lequel vivent
les individus (van der Oost et al., 2003) (Fig 12).

Un biomarqueur est un changement observable et/ou mesurable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révele ’exposition présente ou
passée d’un individu & au moins une substance chimique a caractére polluant (Lagadic et al.,
1997).

Différents types de biomarqueurs peuvent étre mis en évidence.

Tout d’abord, les biomarqueurs d’exposition indiquent que le polluant a pénétré dans
’organisme. Ils sont le résultat de I’interaction du polluant avec des molécules biologiques
dans les tissus et/ou dans les liquides corporels.

Ensuite, les biomarqueurs d’effet montrent qu’apres étre entré dans I’organisme et avoir été
distribué dans les différents organes, ce polluant a exercé un effet, toxique ou non, sur une
cible critique.

Et enfin, les biomarqueurs de sensibilité qui signalent I’existence d’une sensibilité génétique
différente vis-a-vis de certains toxiques dans la pollution (Lagadic et al. 1997).

Les biomarqueurs contribuent surtout au maintien de I’homéostasie de I’organisme. On peut
dire aussi qu’ils tamponnent I’action des polluants sur les individus si elle est assez limitée.
Quand la dose et/ou la durée d’exposition augmentent, certains biomarqueurs interviennent
alors pour compenser I’action des polluants, surtout pour limiter leur toxicité. Les
métallothionéines sont des biomarqueurs de compensation. Elles font donc partie des
biomarqueurs qui montrent la souffrance de I’organisme mais favorisent sa guérison (Lagadic
et al., 1997).

Si la durée d’exposition et/ou la dose interne augmente encore, l’intervention des
biomarqueurs de compensation n’est plus suffisante. Cela conduit a une issue fatale pour les
organismes. Le milieu sera alors colonisé par des espéces plus résistantes, que I’on appelle les
espéces bioindicatrices de pollution.

Les biomarqueurs sont plus sensibles que les bioindicateurs et permettent donc de déceler une
contamination avant qu’elle ne produise un effet sur une population entiére. C’est 1a un de
leurs avantages.

Un autre avantage est que I’utilisation de biomarqueurs d’exposition et d’effet, combinés a
I’utilisation d’espéces sentinelles apporte une aide précieuse en matiére d’évaluation de
I’'impact des pollutions sur 1’écosystéme a long terme, do<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>